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OZET

Parkinson hastaligt bu giin heniiz etkin bir tedavinin bulunamadig,
substantia nigra ve takibinde striatumda yogun dopaminerjik noron kaybina bagl
norodejeneratif bir hastaliktir. Uygulanan tedavilerde siklikla énemli yan etkiler
ortaya ¢ikmakta, noron hasarinin altinda yatan olaylari durdurma ve yavaslatmada
ise yarar sinirli kalmaktadir. Yirmi sekiz amino asitli endojen bir peptit olan
Vasoaktif intestinal peptit (VIP)’in Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in umut verici
bir molekiil oldugu deneysel modeller {izerinde gdsterilmistir. VIP deneysel
Parkinson modellerinde striatal dopamin diizeylerini artirmadan, motor fonksiyon
bozukluklarmi geri g¢evirmis, ndron Oliimiinii engellemistir. VIP  koruyucu
etkisini, ¢cok cesitli yollar lizerinden gosterebilmektedir. Etki mekanizmasindaki
bir yolun da beyin mast hiicreleri iizerinden olabilecegi ileri siiriilmektedir. VIP’in
motor fonksiyonlardaki geri dondiiriicti etkisi baglaminda, bazal gangliyonlarin
kortekse ana ¢ikis noktasi olan ventral anterior talamusta (VATh) y-aminobiitirik
asit (GABA) diizeylerine etkisi hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada,
sicanlar iizerinde 6-hidroksidopamin (6-OHDA) ile olusturulan deneysel
Parkinson modelinde, VIP’nin talamus ventralanterior nukleusundaki GABA
diizeylerine, = dopaminin = metabolizmasina  etkisi  i¢in,  striatumdaki
dopamin/DOPAC diizeylerine etkisi arastirilmistir. Ayrica, beyin mast hiicreleri
icerikleri:  NGF, RMCPII, serotonin ve heparin molekiilleri igin
immiinohistokimyasal isaretleme ile incelenmistir. Sonug olarak, ViPin dopamin
metabolizmasini artirmadigi, VATh GABA diizeylerinde (6-OHDA) uygulamasi
sonucu gozlenen anlamli azaltmayi geri dondiirdiigii, NGF ile isaretlenen mast
hiicre oranimi yiikselttigi gdzlenmistir. VIP’in motor fonksiyonlar iizeriden
gozlenen 1iyilestirici etkisinin, VATh GABA diizeyleri iizerinden, ndronlari
koruyucu etkisinin ise mast hiicresi kaynakli NGF iizerinden olabilecegi

diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson, mikrodiyaliz, vazoaktif intestinal peptit,

mast hiicresi, NGF, GABA, dopamin, DOPAC



SUMMARY

Parkinson’s disease (PD) is a common neurodegenerative disorder with no
effective treatment, characterized by massive degeneration of dopaminergic
neurons in the substantia nigra and the subsequent loss of their projecting nerve
fibers in the striatum. Current available treatments, frequently inducing major side
effects, have a limited beneficial effect in halting and slowing down the
progression of the underlying neurodegenerative process. Vasoactive intestinal
peptide (VIP), a 28-amino acid endogen peptide, has been showen on animal
models of PD as a promising candidate for the treatment of PD. VIP reduced
neuronal death and reversed motor deficits without altering decreased dopamine
levels in striatum. The mechanisms of protective effect of VIP may be
miscellaneous. One of the mechanisms suggest that neurotrophic mediators of
brain mast cells would be involved. In addition, there is no report that whether
VIP changes y-aminobuturicacid (GABA) levels in ventral anterior thalamus
(VATh) while restoring motor function deficits. In the present study, effects of
VIP on GABA levels of VATh, and dopamine/DOPAC levels in the striatum, to
understand the role of VIP on dopamine metabolism, were examined in
experimental rat PD model induced by 6-hydrokxydopamine (6-OHDA). The
granular contents of brain mast cell such as NGF, RMCPII, serotonin and heparin
were examined by using immunohistochemical staining techniques. The present
results show that VIP significantly increases in VATh GABA levels reduced by 6-
OHDA application, and increases the rate of NGF immunostaining mast cells, but
does not alter dopamine metabolism. It is concluded that the protective effect of
VIP on motor functions are possibly related with increased VATh GABA levels,

and its neuroprotective actions may be via NGF released from brain mast cells.

Key Words: Parkinson’s disease, microdialysis, vasoactive intestinal

peptide, mast cells, NGF, GABA, dopamine, DOPAC
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1. GIRIS ve AMAC

Parkinson hastaligi (PH), beyinde Substantia nigra pars compacta’dan (SNpc)
corpus striatum’a (CS) uzanan dopaminerjik ndronlarin kaybina bagl olarak gelisen
norodejeneratif bir hastaliktir. Norodejenarasyonun nedenleri tam olarak bilinmemekle
birlikte genetik nedenler ya da oksidatif stres, mitokondrial fonksiyon bozuklugu, hiicre
ici kalsiyum ve demir homeostazisinin bozulmasi, inflamasyon, nitrik oksite (NO) asir1
maruziyet , apoptozis ve mikroglial hiicre aktivasyonu gibi faktorlerin 6nemli rol
oynayabilecegi ileri siiriilmektedir. Giiniimiize kadar hastalifa karsi gelistirilen farkl
bircok yontem norodejenerasyonun ilerleyigini geri ¢evirememis yalnizca semptomatik
etkilerine karsit smirli seviyede basar1 saglayabilmistir. Ayrica, mevcut tedavi
yontemlerinin uygulanmasi ile ortaya ¢ikan 6nemli yan etkilerin varlig1 da Parkinson
hastaliginin tedavisinde ¢6ziim bekleyen ayr1 bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Graniillii mast hiicreleri (MH) mikroglialara benzer hiicreler olup bir¢ok tiirde
beyin dokusunda da bulunan, graniillerinde 20 den fazla maddeyi sentezleyip depo
edebilen ve aktive olduklarinda graniillerindeki mediatorleri farkli  yollarla
salgilayabilen hiicrelerdir. MH genel olarak; cevresel, morfolojik ve iceriksel
Ozelliklerine bagli olarak bag dokusu MH (CTMC) (tipik) ve mukozal MH (MMC)
(atipik) olmak iizere iki alt gruba ayrilmaktadir. Proteazlar agisindan da bu iki tip mast
hiicresinin farkli proteaz molekiilleri icerdigi saptanmistir. Sicanlarda proteazlara bagh
olarak mast hiicre alt tiplerinin kesin ayrimi1 yapilabilmektedir. CTMC’1 sigan proteaz |
(RMCPI) , MMC’1 ise si¢an proteaz II (RMCPII) olarak tanimlanan proteaz molekiiliinii
icermektedir. Beyin dokusunda bulunan MH ise histolojik boyanma 6zellikleri
acisindan CTMC’lerine, ultrasiitriiktiirel yapilart ve madde salgilama o6zellikleri
yoniinden ise MMC’lere benzerler. Beyinde, MH’nin salgiladiklar1 proteoglikanlar,
biyojenik aminler, NGF gibi biiylime faktorleri ve sitokinler ile sinir iletimi, néron ve
glia hiicrelerinin gelisimi ve yasamlarmin devaminda dnemli roller iistlenebildigi ileri
stirilmektedir. Beyin MH’nin ¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik durumlarla iligkili
olabilecegi bircok calismada rapor edilmekle birlikte PH’yla iliskisi yoniinde yapilan
taramalarda yalnizca bir ¢alismaya rastlanabilmistir. Bu calismada, deneysel Parkinson
modelinde VIP’in bozulan motor fonksiyonlar1 geri getirdi§i ve bu etkiyi mast

hiicreleri lizerinden yapmis olabilecegi bildirilmektedir.



Vazoaktif intestinal peptid (VIP) MSS’de ve diger bircok dokuda nérotransmitter
veya noromodiilator olarak rol oynayan bir néropeptid olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
VIP potansiyel bir anti-inflamatuar, anti-oksidan, anti-apoptotik ve ndrotrofik molekiil
ozelligindedir. Septik sok, romatoit artrit, iskemi-reperfiizyon gibi bazi inflamatuvar ve
oksidatif hasarlarda sinir dokusu da dahil olmak {izere bir ¢ok dokuda koruyucu rol
oynadig1 gosterilmistir. VIP ayrica , cesitli immiin sistem hiicreleri {izerinde modiilator
etkiye sahiptir ve bunlar arasinda mast hiicreleri de yer alir. VIP *in doku hasarina kars1
koruyucu etkisini gostermesindeki bir yolagin da mast hiicreleri {izerinden olabilecegi
baz1 ¢alismalarda ileri siiriilmektedir. Ayrica, deneysel Parkinson modellerinde VIiP’in
PH’na kars1 umut verici etkilerinden s6z edilmektedir.

Daha once yapilan bir ¢alismada, sicanlarda olusturulan deneysel Parkinson
modelinde VIP, néron &liimiinii azaltirken, corpus striatumda azalan dopamin
diizeylerini artirmadan motor bozukluklari dramatik sekilde normale dondirmiistiir.
Ayni calismada, beyindeki mast hiicreleri de histokimyasal ve elektron-mikroskopik
olarak incelenmistir. Elektron-mikroskobik verilerde, beyin mast hiicrelerince
saliverilen bir takim mediatorlerin, VIP’in iyilestirici etkisine olasilikla aracilik ettigi
onerilmektedir. Ancak immiinohistokimyasal bir isaretleme yapilmadigi i¢in mast
hiicrelerinin olas1 mediatérleri ile ilgili bilgi bulunmamaktadir. Ayrica VIP uygulamasi
sonucu , corpus striatum’daki dopamin diizeylerinde bir artis goriilmemekle birlikte
motor fonksiyonlarda goézlenen carpici  diizelmedeki olasi mekanizmalar
aydinlatabilmeye yonelik arastirmalara gereksinim bulunmaktadir.

Bu baglamda sunulan tez ¢alismasinda, sicanlarda olusturulan deneysel Parkinson
modelinde VIP ’in olas1 etki mekanizmalarina bir 6l¢iide aciklik getirmeye yonelik,
asagidaki calismalar gergeklestirilmistir:

1) Beyin mast hiicrelerinde; heparin, serotonin, NGF ve RMCP-II
molekiillerinin immiinohistokimyasal isaretleme yontemi ile incelenmesi,

2) VIP’in dopamin metabolizmasin1  hizlandirip  hizlandirmadigim
saptayabilmek icin, corpus striatum’da dopaminle birlikte bir dopamin metaboliti
olan 3,4-dihidroksifenil-asetikasit (DOPAC) o6l¢limii yaparak dopamin/DOPAC

oraninin belirlenmesi,
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3) Nigrostriatal dopaminerjik sistemin, globus pallidus internus’dan talamusa
gelen GABAerjik néronlarin aktivitesini diizenlemedeki 6nemi nedeniyle, VIP’in
motor fonksiyonlar1 iyilestirici etkisinde, talamusun ventral anterior (VATh)

alanindaki GABA diizeylerine bir etkisinin olup olmadiginin arastirilmasidir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. BAZAL GANGLIYONLAR

Bazal gangliyonlar (BG) her iki beyin hemisferinin  derinlerinde, talamusla
komsulugu bulunan kaudat niikleus, putamen ve globus pallidusun olusturdugu ii¢
niikleuslu bir yapidir. Putamen ve kaudat niikleus, birlikte striatum adini alirken;
putamen ve globus pallidus, birlikte lentikiiler niikleus olarak adlandirilir. BG anatomik
olarak bu ii¢ niikleustan olugmakla birlikte, fonksiyonel olarak ¢ok siki baglantilar
olmalar1 nedenli bugiin artik mezensefalonda bulunan substansia nigra ve subtalamik
niikleuslarla birlikte ele alinip bes niikleus olarak tanimlanmaktadirlar (Sekil 2.1)

[78,120,137].

Frontal
korteks

Parvyetal

Subtalamik
niilkleus

Juperior
dolliculus

Clobs Substansia

pallid nigra pars
Temporal inter] compacta
korteks q

Subs 5

pars retilkulata Ortabeyin

Sekil 2.1. Bazal gangliyonlar: lokalizasyonlari, birbirleriyle baglantilari, girdileri ve ciktilar1 (GPe:
Globus pallidus externus, GPi: Globus pallidus internus, STN: Subtalamic niikleuslar, Th: Talamus )



BG’1n fonksiyonlarinin ne oldugu bugiin tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak,
BG hasarlarmmin belirgin motor fonksiyon hastaliklarina, biligsel ve otonom
bozukluklara neden oldugu giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarla goriilmiistiir. Ozellikle
motor fonksiyonlarla iliskili islevleri iizerine son derece yogun  aragtirmalar
yapilmaktadir. Bu baglamda, ana goérevi kontrol, ince ayar ve modiilasyon oldugu
diisiiniilen BG’1n bu islevleri yerine getirebilmek icin, kontrol ve ince ayarini yapacagi
bolgelerden bilgi almak (aferent uyarilar) ve o bolgelere bilgi vermek (eferent uyarilar)
durumundadir. BG'1n aferent girdilerinin biiyiik kismi frontal korteksten (motor korteks,
premotor alan, suplamanter motor alan, singulat korteks, dorso-lateral ve orbito-lateral
frontal korteks) bir kism1 da pariyetal korteksten gelir. Bu aferent sinyallerin BG'lara
giris yaptig1 tek bir kap1 vardir, o da striatumdur [13,59,118,123]. BG'da islem goren
bilgilerin ¢ikis kapist da globus pallidus internus (GPi) ve substantia nigra pars
reticulata (SNpr) ile simirhidir. GPi ¢iktilar1 ise talamusun ventral anterior segmentine
yapilmaktadir ve talamustan ¢ikan aksonlar motor korteksle baglanti kurarak devreyi
tamamlamaktadir. Serebral korteks ile BG arasindaki normal kapali devreye ilave
olarak striatumdan S. nigra’ya (SN), SN’dan da subtalamik niikleuslara ve buradan da
globus pallidusa olmak iizere karsilikli olarak néronal devreler bulunmaktadir. Ancak,
BG'larin eferent sinyallerinin biiyiik kism1 GP1i {izerinden talamusa, kii¢lik bir kismi ise
beyin sapindaki pedinkulopontin nukleusa giderler (Sekil 2.1) [13,118,123]. BG'n
motor islevleriyle ilgili bilgiler, yapilan hayvan deneylerine ve bu yapilar1 tutan
dejenerasyonlarin ortaya ¢ikardigi klinik semptomlara dayali olarak elde edilmistir.
Ancak, onemli bir nokta da hayvan deneyleri sonuclarinin insanlara bire bir
uygulanamayacagidir. Bu durum biiyiik olasilikla kismen yapisal kismen de islevsel
farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Biitiin bu bilgilerin 1518inda BG'in motor iglevleri:
hareketlerin baglatilmasi ve planlanmasi, hareket hiz ve biiyiikliigiinlin ayarlanmasi,
O0grenilmis motor programlarin (yiirlime, bisiklete binme gibi) otomatik olarak
uygulanmasi, ardi sira veya es zamanli hareketlerin uygulanmasi, kas tonusunun
ayarlanmasi seklinde 6zetlenebilir. BG ile ilgili hastaliklarda ortaya ¢ikan belirtiler bu
islevlerin degisik agirlik ve dagilimda bozulmasi seklindedir. BG''n adi gegen

fonksiyonlar1 bir Olgekleme ve odaklama islevi gorerek gerceklestirdigi



diisiiniilmektedir. Bu diislinceye gore, BG’dan talamusa iletilen siirekli inhibitor
sinyallerle, hareketin hiz ve biiyiikliigiiniin skeloto-motor sistemin o anki durumuna ve
amacma uygun olan simirlar iginde kalmasi saglanmakta, diger bir ifadeyle
Olceklenmektedir. Hareketlerin ol¢eklendirilmesi varsayimina ilave olarak, BG’in
korteks diizeyinde baglatilan hareketleri kolaylastirarak, dolayli yonden ¢elisen motor
hareketleri baskiladig1 diisiiniilmektedir [58,77,118,120,123, 137].

Yukarida da s6z edildigi gibi bazal gangliyon hasarlar1 6nemli motor fonksiyon
bozukluklarina neden olmaktadir. BG hasarlar1 hareketleri hipokinetik ve hiperkinetik
forma doniistiirmektedir. Hipokinetik hareketlerde harekete baslamada giicliik, hareketi
gerceklestirmede yetersizlik vardir. Hiperkinetik durumlar ise kore, atetoz veya ballizim
tipinde olmaktadir. Hareketlerin hipokinetik veya hiperkinetik olmasi1 bazal
gangliyonlarin fonksiyonel olarak bagli olduklar1 diger niikleuslar, talamus ve korteks
yapilart ile kurduklart noronal devrelerdeki kimyasal ve elektriksel iletisimin
yetersizligi ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu devrelerin hangisinde hangi ndrotransmitterlerin
yetersizligine bagli olarak motor fonksiyon bozukluklarinin ortaya ¢iktigi belli bazi

durumlar i¢in saptanabilmis olsa da kat edilen mesafe ne yazik ki hala yetersizdir [10].

2.1.1. Bazal gangliyon devrelerinin kimyasi:

SNpc —Dopamin—Striatum

Striatum —GABA— SNpc

Striatum —GABA— GPi

Striatum —GABA— GPe

GPe —GABA— Subtalamik Niikleuslar

Subtalamik Niikleuslar —Glutamat— GPi

Korteksten —Glutamat + (?)

Striatum interndronlar1 — Asetilkolin, GABA, ViP?

GP1 —GABA— Talamus

SNpr—GABA— Talamus

Gorildiigii iizere gerek GPi gerekse SNpr’dan talamusa gelen ndronlar
GABAerjik olup talamusun ventral anterior (VATh) niikleusu araciligi ile kortekse

bilgiyi iletmekte ve VATh bu ¢iktiyr denetlemektedir [58,86,120,143,158]. Kortekse



olan c¢iktilarin diizenlenmesinde SN’dan striatuma gelen dopaminerjik noronlar
etkilerini D1 ve D2 reseptorleri iizerinden direkt ve indirekt olarak yaparlar
[58,78,,92,123,138]. Direkt etki dopaminin D1 reseptorleriyle etkilesmesi sonucu
gergeklesir ve striatumdan GPi’a gelen GABAerjik noronlar tarafindan inhibe edilir.
Boylece, GPi’dan VATh’a olan tonik GABAerjik desarj inhibe edilmektedir. D2
reseptorleri araciligr ile olusan indirekt etki ise striatumdan GPe’a olan GABAerjik
desarjlarin inhibisyonu sonucunda GPe’un Subtalamik niikleuslar (STN)’a olan tonik
inhibisyonunun engellenmesiyle olusmaktadir. Boylelikle, STN’dan GPi’a olan
glutamaterjik etki artmakta ve bunun sonucunda da GPi’dan VATh’a  tonik
GABAerjik etki artmaktadir. GPi’den talamusa olan ¢ikis bilgileri direkt yolla
azaltilirken indirekt yolla artirilmaktadir [58,77,78,79123,197]. Bu baglamda dopamin
GP1i ciktilar i¢in bir ayar molekiilii gibi diisiiniilmektedir. Diger bir ifadeyle, direkt yol
aktif hale geldiginde olusan net etki BG’1n ¢ikis sinyallerinin belirli bir kas grubu igin
azalmasidir. Bu sinyaller nitelik itibariyla baskilayici olduklari i¢in azalmalar
sonucunda talamus daha az inhibe olur ve kortekse talamustan giden uyarici etki artar.
Indirekt yol aktif hale geldiginde olusan net etki BG’in ¢ikis sinyallerinin artmasi
seklindedir. Boylelikle talamus daha ¢ok inhibe olur ve talamustan kortekse giden
uyarict sinyaller azalir, kortekse bir negatif feed-back etki gider (Sekil 2.2.A)
[58,115,120,123,197].
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Sekil 2.2. A. Normal bazal gangliyon devresi; direkt (D;) ve indirekt (D,) yolaklar ile dengede,
sonrasinda kortekse giden normal inhibitér etki, B. Parkinson Hastaligindaki dopaminerjik
norodejenerasyon sonrasi bazal gangliyon devresi; azalmig direkt ve artmis indirekt etkiyle daha fazla
pallidotalamik inhibitér etki, sonrasinda kortekse olan inhibisyonun azalmasi (GPe: Globus pallidus
externus, GPi: Globus pallidus internus, STN: Subtalamik niikleuslar, VA: Ventral-anterior talamus, VL:
Ventro-lateral talamus, SNpc: Substansia nigra pars compacta, SNpr: Substansia nigra pars retikulata, ?:

Ne sekilde etkilendigi bilinmiyor.)

Bazal gangliyonlardaki bu denge Parkinson ve Huntington gibi hastaliklarin
patolojisi i¢in ¢ok Onemlidir. Parkinson hastaliginda SNpc’ dan striatuma uzanan
dopaminerjik etkinin ndrodejenerasyon sonucu ortadan kalkmasi s6z konusudur. Bu
hasar gerek direkt gerekse indirekt yoldan GPi {izerindeki diizenleyici etkiyi
bozmaktadir (Sekil 2.2.B). Parkinson hastaliginin bu yolaklarin kimyasini ne yonde
bozduguna dair yapilan kaynak taramalarinda striatum dopamin diizeyleriyle ilgili ¢ok
sayida kaynak mevcuttur. Striatum dopamin diizeyleri Parkinson hastaliginda
dopaminerjik noronal kayba bagli olarak azalmaktadir [63,58,76]. Yine dopamin
metaboliti olan DOPAC miktarlariyla ilgili yapilan ¢alismalarda da DOPAC miktarinin
da dopaminle paralel olarak diistiigli gozlenmistir [76]. Bazal devrenin ana ¢iktis1 olan

VATh GABA diizeyleri ile ilgili kaynak bilgisine ulasamadik. Sadece, dolayl1 yoldan



bilgi verebilecek sinirli sayida kaynaga ulagabildik. Dopaminerjik ndronlara karsi
selektif bir norotoksin olan 6-Hidroksidopamin (6-OHDA) ile olusturulan deneysel
Parkinson modeli lizerinde yapilan bir ¢alismada, globus pallidus GABA diizeyleri
Olclilmiis ve kontrol grubuna gore Parkinsonlu grubun pallidal GABA diizeylerinin
anlamli sekilde arttigi goriilmiistiir [76]. Asirt manganez (Mn) ya da bilesiklerine
maruziyet bir siire sonra “manganizm” olarak da adlandirilan motor/motor olmayan
bircok bozukluga yol a¢cmakta ve bu semptomlarin ¢ogu Parkinson hastaligiyla
ortismektedir [4,60]. Belirli bir siire asir1 dozlarda mangan siilfat ( MnSOy)
inhalasyonuna maruz birakilan maymunlarda mikrodiyaliz yontemi ile globus pallidus
GABA diizeyleri ol¢lilmiis ve pallidal GABA diizeylerinin MnSO4 doz diizeyleri ile

dogru orantili olarak anlamli diizeyde diistiigii goriilmistiir [168].

2.2. PAKINSON HASTALIGI

Parkinson hastalig1 (PH) ilk defa Ingiliz bilim adami James Parkinson’un 1817
yilinda The London Medical and Physical Journal adli dergide yayimlanan “Essay on
the Shaking Palsy” baslikli g¢aligmasinda tanimlanmaktadir. Beyinde Substantia
nigra’dan (pars compacta)(SNpc) corpus striatum‘a (CS) uzanan dopaminerjik
noronlarin kaybina bagl olarak gelisen norodejeneratif bir hastaliktir (Sekil 2.2.B).
Semptomatik olarak  bradikinezi, tremor ve rijidite seklindeki belirgin motor
fonksiyon bozukluklarina ilaveten daha az belirgin olan bilissel bozukluklar, depresyon,
otonom ve uyku bozukluklari ile birlikte bazi duyusal kayiplarin da gozlendigi bir klinik
tablodur [26,43,65,44,122,192,193,199].

PH goriilme sikligi 9%0.2°ler civarinda olup pre-klinik veya semptomlarin
gbziikmedigi uzun bir periyot bulunmaktadir. PH ndaki hiicresel diizeyde ortaya ¢ikan
patolojik degisiklikler SNpc'daki melanin iceren dopaminerjik hiicrelerin kaybi, kalan
hiicrelerin i¢cinde de Lewy cisimcigi olarak adlandirilan, agirlikli olarak ubikiitin denen
bir protein igeren kiiresel inkliizyon cisimciklerinin saptanmasi seklindedir [30]. Klinik
belirtilerin ortaya ¢ikmasi i¢in dopaminerjik hiicre kaybinin %70-80 seviyelerinde
gerceklesmesi ve striatal dopamin miktarinin 6nemli 6l¢lide azalmasi gerekir. [17,192].

Klinik semptomlar yavas yavas ve ¢cogu zaman unilateral olarak gerceklesir [139].



PH bir siiregtir ve bu siire¢ ¢cogu zaman yillar alir. PH’nin neden veya
nedenlerinin ne oldugu hala biiyiik oranda bilinmemekle birlikte kalitsal veya idyopatik
faktorlere bagl olarak olusabilir. Yapilan ¢alismalarla PH olusumuna neden olabilecek
genetik faktorler dort farkli gendeki mutasyon/mutasyonlar ile iliskilendirilmistir.
Bunlar, a-siniiklein, parkin, ubikiitin C-terminal hidrolaz L1 ve DJ-1 genleridir. Ayrica
bu genlerle iligkili olabilecegi diisiinillen on kadar gen lokusu da mevcuttur
[15,97,133,145,154,]. Idyopatik parkinsonizmde nérodejenarasyonun nedenleri tam
olarak bilinmemekle birlikte temelde; oksidatif stres, mitokondrial fonksiyon
bozuklugu, hiicre i¢i kalsiyum ve demir homeostazisinin bozulmasi, inflamasyon, nitrik
oksite (NO) asir1 maruziyet , apoptozis ve mikroglial hiicre aktivasyonu gibi faktorlerin
onemli rol oynadigi ileri stiriilmektedir [17,46,142,145,161,191]. Hastalik olusumuyla
ilgili ileri siiriilen tiim faktorleri etkileyebilecek onemli bir etken de cevresel risk
faktorlerdir. Cevresel risk faktorleri olarak pestisitler ve bazi metallere maruziyet, kuyu
sularinin igilmesi, kotii yasam kosullari, bazi viriisler ve yaslanmanin PH gelisiminde
tetikleyici faktorler olabilecegine isaret edilmektedir [19,30,97,99,136,]. Bugiin hakim
olan goriis, hastalifin hem c¢evresel hem de genetik faktorlerin etkilesimi sonucu

olusabilecegi yoniindedir.

PH ile iliskili oldugu diisiiniilen molekiiler mekanizmalar:

Parkinson hastaliginin olusumuyla ilgili cesitli molekiiler mekanizmalar ileri
stiriilmiigtiir: Anormal protein iiretim siireci, oksidatif stres, mitokondrial fonksiyon
bozuklugu, apoptoz, eksitotoksisite ve inflamasyon gibi nedenler PH’nda hiicre
Oliimiinii baglattig1 diisiiniilen baslica mekanizmalardir [97].

Ubikiitin-proteozom sistemi (UPS) bicok hiicresel proteinin degredasyonundan
sorumludur. UPS ayrica, yanlis eslesmis, mutant veya oksidatif hasara ugramig
proteinlerin de degredasyonunu gerceklestirir. Bu sistemde degredasyona ugrayacak
hasarli proteinler poliubikiitin zinciriyle isaretlendikten sonra poliubikiitin-substrat
kompleksi proteazomlarda degredasyona ugratilir. Substratin igaretlenip proteozomlarda
degrade edilmesiyle ilgili siirecte is yapan onemli enzimler vardir ( ubikiitin aktive edici
enzim: E;, ubikiitin konjugat enzimi: E, ,E; ligaz ve ubikiitin karboksi-terminal hidrolaz
L1: UCH-LI1). E; ligaz enzimi hasarli proteine baglanip poliubikiitin zincirinin

baglanacagi yeri belirleyen yani substrati isaretleyen enzimdir. Bu enzim Parkin geninin



rtiniidiir ve bu gendeki hasarin UPS ile hasarli proteinlerin ortadan kaldirilmasini
Onledigi ve bu proteinlerin birikerek hiicreyi oliime gotiirdiigii diisiiniilmektedir
[46,16,12,82,169]. Benzer mekanizmalar a-sinliklein ve UCH-L1 genleri icinde
gecerlidir. Lewy cisimcikleri ailesel PH’nin en 6nemli patolojik gdstergeleridir ve farkl
proteinler, lipidler iceren bu agregatlarin major komponenti a-siniiklein proteinidir. o-
siniiklein genindeki mutasyonlara bagl olarak veya Parkin ve UCH-L1 ile ilgili olarak
UPS’nin  bozulmasma bagli olarak bu proteinin biriktigi ve sonrasinda
norodejenerasyona giden duruma yol agtigr diistiniilmektedir. Parkin geni ile ilgili olan
PH’da Lewy cisimciklerine rastlanmamis ve bu tipteki Parkinsonizme daha ¢ok erken
yaslarda gelisen durumlarda rastlanmistir [12,15,17,46,61,64,82,97,169,192].

PH patolojisinde mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun olast roliini
aciklayabilmek i¢in MPTP ile olusturulmus Parkinsonlu modeller kullanilmistir. Glial
hiicrelerce deaminizasyona ugrayan MPTP {iriinii olan  I-metil-4-fenilpiridinyum
(MPP+) iyonunun dopaminerjik sinir terminallerince alinarak buralarda biriktigi; burada
hem mitokondriyel solunumu bozan serbest radikallerin olusumunu tetikledigi hem de
mitokondriyal elektron transport sistemi enzimi olan Kompleks-I'i inhibe edip enerji
metabolizmasini engelliyerek ndronu oliime gotiirdiigii bildirilmistir. Parkinson hastasi
insanlarin beyninde SN’ya spesifik kompleks-1 defekti cesitli calismalarda rapor
edilmistir. Ayrica, kronik olarak bazi pestisitlere (rotenon, paraquat gibi) maruz
kalmanin da yine kompleks-I {izerinden nigral noronlarda 6liime neden oldugu da
bilinmektedir [15,46,67].

Deneysel veya normal Parkinson hastalar1 {izerinde yapilan bazi caligmalar
hastalarin nigral ve striatal alanlarinda artmis demir ve reaktif oksijen radikalleri
oldugu bildirmektedir. Bu caligmalar oksidatif stresin PH patolojisine karistyor
olabilecegine dair gostergelerdir [15,46,145,191,169]. Inflamasyon nedenli
norodejenerasyonun ise artmis mikroglial aktivasyon iizerinden olabilecegi ileri
stiriilmektedir [23,24,54,97,107].

Programlanmis hiicre oliimii apoptozla iliskili oldugu diisiiniilen pro-apoptotik
genlerin artmig ekspresyonuyla PH arasinda bir iligki olabilecegi de bildirilmistir.
Apoptozla iligkilendirilen bazi enzimlerin Parkinson  hastalarinin ve deneysel

modellerin beyinlerinde yapilan caligmalarla artmis aktiviteleri gézlenmis ve apoptozun



da norodejenerasyonda bir mekanizma olabilecegi bildirilmigtir
[15,46,74,97,103,161,174].

Tim bu gozlemlerin 6nemi hala kesin degildir, 6zellikle apoptozun PH’ndaki
rollinii net sekilde destekleyen bir ¢alisma yoktur. Bu olasi mekanizmanin agikliga

kavusturulmasi ilave arastirmalari gerektirmektedir .

2.2.1. Parkinson Hastahiginin Tedavisi

Glinlimiize kadar hastaliga kars1 gelistirilen ilaglar ve biiylime faktorleri ile tedavi,
cerrahi  yontemler ve noron implantasyonu gibi farkli  bir¢ok  yontem
norodejenerasyonun ilerleyisini geri ¢evirememis yalnizca semptomatik etkilerine karsi
sinirl seviyede basari saglayabilmistir [106,142].

Nigrostriatal dopaminerjik fonksiyonun kayb1 PH patofizyolojisinin temeli
oldugundan dopaminerjik fonksiyonu yerine koyabilme 6zelligi ilagla tedavide esas
hedeftir. Levodopa bu amagcla kullanilan hala en yaygin maddedir. Hastalarda kaybolan
baz1 fonksiyonlar1 bir siire daha geri getirebiliyor olmas1 bu maddenin tedavide tutulur
olmasinin en O6nemli nedenidir [130]. Dopamin agonistlerinin teorik olarak faydalari
dejenere olmus dopaminerjik sinir terminallerinden bagimsiz olarak dopaminerjik
reseptorleri uyarmak ve boylelikle diskinezi gibi durumlari ortadan kaldirarak
hastalardaki yasam kalitesini daha da uzatmaktir [45,74,97,152]. Ancak, levodopa ve
benzer dopamin agonistlerinin kullanim1 beraberinde haliisinasyon, periferik 6dem,
uyku hali gibi yan etkileri getirmekle kalmayip hastaligin ilerleyisini
durduramadiklarindan ve bir siire sonra yetersiz kaldiklarindan dolay1r yalnizca gegici
birer ¢6ziim olmaktan 6teye gidememektedirler [97,145,152].

PH’nin tedavisi alaninda levodopanin plazma diizeylerindeki kararliligin
muhafaza edilmesi yaklagimina bagli olarak dopamin metabolizmasi inhibitorleri de bu
amagla iizerinde durulan tedavi yontemlerindendir. Iki ©nemli enzim olan
monoaminoksidaz (MAO) ve katekol-O-metiltransferaz (COMT) da dopaminin
katabolizmasi islevini gerceklestirirler. Bu maddelerin inhibe edilmesi dopaminin yari
Omriinii uzatacagindan bu amaca uygun ilaglar denenmistir [193]. Bu tip ajanlar

genellikle dopamin agonistleriyle kombine olarak kullanilmaktadir. Boylelikle bir



taraftan dopamin eksikligi yerine konmaya calisilirken diger taraftan mevcut dopaminin
devamliligini saglanmak amaglanmaktadir. Ancak, bu  tip yaklagimlar da
norodejenerasyonun devamliligina bagl olarak zamanla etkisini yitirmektedir. Ayrica
dopamin agonistleri gibi bu inhibitor ajanlar da genellikle artmis plazma levodopa
seviyelerine bagli olarak gelisen artmis diskinezi ve ndro-psikiyatrik riskleri igerir.
Ayrica, bu maddelerin karaciger gibi bazi organlara karsi asir1 toksik etkileri de
bildirilmistir [162].

Noroprotektif ajanlar ise diger farmakolojik yaklasimlara gore daha umut verici
sonuclar vermislerdir. Bu yaklagimlar PH’ndaki noérodejenerasyonu durdurmak,
yavaglatmak veya tersine dondiirmek {izerine yogunlagmistir [97,162]. Dopaminerjik
noronlardaki glutamat aracili eksitotoksik hiicre hasarmma karst N-metil-D-aspartat
(NMDA) antagonistleriyle koruma saglandig1 Parkinsonlu hayvan modellerinde in vitro
olarak gosterilmistir. Yapilan bir calisma zayif bir NMDA antagonisti olan amantadinin
noroprotektif ektisinin olabilecegini ileri slirmiistiir [97]. Bir pestisid olan rotenon,
PH’yla ilgili olarak mitokondriyal kompleks-1’1 inhibe eder. Geg¢mis yillarda
biyoenerjitik ajan olan koenzimQ) ile yapilan bir ¢alisma gostermistir ki, bu maddenin
dozu belli bir diizeyin lizerinde verildiginde klinik olarak rotenonun etkisine karsi
gelisme saglamistir. Ancak, bu sonucu destekleyici c¢aligmalar smirli kalmistir
[46,97,162]. Glial norotrofik faktér (GDNF)’iin dopaminerjik néronlari toksinlere karsi
korudugu ve noéronlarin dopaminerjik fonksiyonunu geri getirdigi MPTP lezyonlu
primatlarda in vitro olarak gosterilmistir. Insan Parkinson vakasinda intraventrikiiler
GNDEF ile yapilan bir ¢alismada ise herhangi bir iyilesme goriilmemistir; bunun bir
nedeni de GNDF’nin kan-beyin bariyerini geg¢emeyisi olarak bildirilmistir. MPTP
lezyonlu primatlarda yapilan bir baska calismada ise, GNDF striatuma lenti-viriis
vektorii kullanilarak ulastirilmis ve olumlu sonuglar alinmistir [97]. Endojen bir peptit
olan vazoaktif intestinal peptit (VIP)’in de belli dozlarda verildiginde néroprotektif etki
gosterebilecegine dair umut verici ¢alismalar mevcuttur. Gerek in vivo, gerekse in vitro
yapilan deneysel c¢alismalarda VIP’in bazi pestisit ve ndrotoksinlere kars
norodejenerasyonu Onledigi bildirilse de tedavi edici bir ajan olarak kullanilmasi

yolunda ilave aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir [67,188].



2.2.2. Deneysel Parkinson Modelleri

PH i¢in gelistirilmis ve hastaligin insandaki durumunu anlamamiza olanak
saglayan bircok model mevcuttur. Bu modeller fare, sigan, kedi, insan digsindaki
primatlar ve hatta Drosophila’ya kadar ¢ok genis tiir seceneklerinde gelistirilmistir ve
olusturulma teknikleri su basliklar altinda siniflandirilabilir:

o Cerrahi lezyon olusturulmast

o Transgenik hayvan gelistirilmesi

. Farmakolojik ajanlarin uygulanmasi
. Norotoksinlerin uygulanmasi

Bu modellerin ¢ogu insan kosullarinin davranigsal, anatomik veya hastaligin
ilerleyisi ile ilgili 6zelliklerini birebir tanimlamasa da hastaligin mekanizmasinin
anlagilabilmesi ve tedavisinin gelistirilebilmesi yoniinden bir ¢ok degerli katkilar
saglamistir.

PH ig¢in birincil patolojik ve biyokimyasal 6zellikler nigrostriatal dopaminerjik
noronlarin kaybi, intraselliiler Lewy cisimciklerinin goriilmesi ve striatum dopamin
seviyesinin disiisiidiir. Klinik 6zellikler dopamin diisiisliniin %80’lere varmasi ile
ortaya ¢ikar. Bu nedenlerden dolayi, insan sartlarinin modellenmesinde nigrostriatal
sistemin hasara ugramasi ve devaminda striatum dopamin diizeyinin diigmesi anahtar
ozelliklerdir. Bu maksada uygun olarak da hayvan modelleri olusturulurken cerrahi
islemler, farmakolojik veya norotoksik ajanlar aracilifiyla ile insana analog anatomik
bolgelerin bozulmasi amaglanir [129].

Giliniimiizde PH ile ilgili ¢alismalarda model olusturulmak amaciyla en sik
kullanilan ajanlar norotoksinlerdir. 6-hidroksidopamin (6-OHDA) ve 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6 tetrahidropiridin (MPTP) gibi secici 0Ozellikteki ndrotoksinler rodentlere
uygulandiktan bir miiddet sonra nigrostriatal yolakta akut dopaminerjik néron hasari

gergeklesmektedir [15,21].



2.2.2.1. 6-Hidroksidopamin

6-OHDA kan beyin bariyerini gecemez. Bundan dolayi, beyinde toksisite
olusturabilmek icin direkt yolla stereotaksik cerrahi ile beyne uygulanmasi gereklidir
[91]. Siganlarda yiiksek dozda bilateral olarak Substansia nigra veya lateral
hipotalamusa 6-OHDA uygulanmas1 katelepsi, inaktivite, afaji ve yiiksek derecede
morbidite ve mortaliteye neden olur. Unilateral olarak uygulanmasi sonucu ise minimal
operasyon sonrast morbidite, davranigsal asimetri ve lezyon olusturulmayan bdlge
tarafindan kontroliin saglandigi goriliir [15,91,129]. 6-OHDA uygulanmasinda
modifiye bir yontem ise striatal bolgeye kronik diisiikk doz uygulamasidir. Bu uygulama
insan sartlariyla ¢ok yakin olan ilerleyici dopaminerjik néron 6liimiine neden olur.
Diger norotoksinlerle benzer sekilde (MPTP, metamfetamin, rotenon) 6-OHDA
uygulanmasi da uygulanan madde miktar1, hedef bolge, rodent pisikolojisi, cinsiyet ve
yas gibi birgok parametreye bagl olarak degisik oranlarda lezyona neden olur. Ornegin,
disi siganlarin erkeklere oranla norotoksisiteye daha dayanikli olduklar1 goriilmiistiir ve
bunun nedeninin ise dstrojenin noroprotektif etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bir
baska calismada ise deneysel model olusturmada ortam sicakliginin 6nemli oldugu,
soguk ortam sartlarinda modelin olusmayabilecegi bildirilmistir [3,91,129].

Unilateral lezyon modeliyle iliskili bir davranis 6zelligi de spontane olarak veya
dopamin iletimini etkileyici rol oynayan ajanlarla tetiklenen rotasyonel harekettir. Bu
motor 6zellik, lezyonlu ve lezyonsuz bolgeler arasindaki dopaminerjik iletim agisindan
asimetriye bagl olarak gergeklesen bir durumdur. Hayvanlar spesifik bicimde motor
aktivitenin daha fazla oldugu tarafa bagl olarak doniis ger¢eklestirirler. Bu, lezyonlu
bolgeye bagli olarak ipsilateral veya kontralateral yon olarak gergeklesir. Spontane
rotasyon hareketi ipsilateral (lezyonlu bolgeye dogru ) gergeklesirken, farmakolojik
tetiklemeli rotasyon kontralateral ya da ipsilateral olabilir [91]. Ornegin, apomorfin ve
diger dopamin agonistleri (amfetamin gibi) kontralateral (lezyonlu bdlgenin tersine)
rotasyonu tetiklerler. Bu, apomorfinin lezyonlu bolgedeki siiper-duyarli dopaminerjik
noronlardaki aktivitesine baglidir. Bunun tersine, d-amfetamin fenil izo-propilamin
(AMPH) lezyon olusturulmayan alandaki dopamin geri alinimi bloke edip dopamin
reseptor aktivitesini de artirarak ipsilateral rotasyonu tetikler. Rotasyon hareketinin

gozlenebilmesi i¢cin dopamin miktarinin striatumda %80 den daha fazla azalmasi



gereklidir. Rotasyon davranisi bu is i¢in 6zel tasarlanmis “rotasyonmetre™’ler aracilig
ile gozlemlenebilir. Hayvanlarda rotasyon davranigina ilave davranislar da goriilebilir.
Bunlar su sekillerde test edilebilir: 6n uzuv kullanimi, bilateral uzuv uyarimi, sikma ve
reaksiyon zamani. Dopaminerjik sistem i¢in gelistirilen yeni ilaglarin farmakolojik rolii,
motor komplikasyonlarin mekanizmasi, nigrostriatal hasara cevap olarak bazal
gangliyonlardaki ndroplastisite ile ndronal transplantasyonun etkisi ve giivenilirligi gibi
PH tedavisi i¢in giinlimiizde {izerinde 1srarla durulan konularin arastirilmasinda 6-

OHDA lezyonlu sican modeli ¢cok degerli bir malzemedir [129].

2.3. MAST HUCRELERI

Graniilli mast hiicreleri (MH) ilk defa 1879 yilinda Paul Ehrlich tarafindan
tanimlanmis ve adlandirilmistir. Kemik iligindeki CD34(+) hematopoetik kok
hiicrelerden koken alirlar, fakat kemik iligini terk etmeden olgunlasmaz ve dolasima
progenitor hiicreler olarak girerler. Periferik dokulara ulasincaya kadar periferik kanda
dolasir, vaskiilarize dokulara gider, mikro ¢evresel faktorlerin etkisi altinda fenotipik ve
islevsel olarak olgun mast hiicrelerine farklilasirlar [47,75,88]. MH kan dolasimina
sahip tiim tlirlerde mevcut olan filogenetik olarak eski hiicrelerdir. Bagdokularda
Ozellikle mukozal yiizeylerde kan ve lenf damarlar1 ile periferik sinirlere yakin
yerlesimli olarak yer alirlar. Bu stratejik yerlesimlerinden 6tiirli, allerjenler ve
mikroorganizmalar gibi cevresel uyarilara maruz kalirlar, dakikalar veya saatler
sonrasinda daha oOnceden hazirlanmis veya yeni sentezlenmis mediatorlerini
salgilayabilirler. Bugiin MH ve igerdikleri ¢ok sayidaki mediatorlerin dogal ve
kazanilmig immiinite, enfeksiyonlar, alerji, baz1 kardiyovaskiiler ve norolojik
hastaliklarin yan1 sira, yara iyilesmesi, fibrozis, anjiyogenezis ve otoimmiin
hastaliklarda da rolleri olduklar1 da diisiiniilmektedir [47].

MH graniillerinde 20’den fazla maddeyi sentezleyip depo edebilirler. MH’nin
mediyatorleri baglica iki grup altinda genellenebilir: 1) MH’inde uygun uyaranlar
sonucu sentezlenip graniillerde daha onceden depolanan cesitli biyoaktif molekiiller
(kemotaktik maddeler, sitokinler, heparin, histamin, kininler, proteazlar ve peptitler), 2)

IgE, antijen veya diger uyarilardan sonra sentezlenip derhal serbest birakilan molekiiller



(de novo sentezlenen) (16kotrinler, prostaglandinler, platelet aktive edici faktor,... gibi)
kisa dmiirlii molekiiller. MH ayrica nitrik oksit (NO) ve vazoaktif intestinal peptit (VIP)
gibi ¢esitli fizyolojik etkileri olan maddeleri de salgilar[29,176]. Bunlara ilaveten MH
bir ¢ok biyojenik amini alma, depolama ve salgilama Ozelligine de sahiptirler
[11,47,116,176,]. MH’nin graniillerindeki mediatdrlerinin biiyiik bir kismin1 histamin
ve serotonin olusturur. Insanda bu yalnizca histamin iken rodentler de serotonin ile
birlikte bulunur. Bunun yaninda heparin ve kondriatin siilfat proteoglikanlar1 da
bulunur. Notral proteazlarin ( kimaz, triptaz, karboksipeptidaz-A gibi) miktarlar1 ve
tipleri tiirlere ve farkli mast hiicre populasyonlarma gore degisir. Aktive olan MH
membranlarinda bulunan 6nciil maddelerden lipit mediatorleri sentezlerler. Duruma
gore degisen bu mediatorlerin bugilin bilinenleri arasidonik asit tiirevleri, prostaglandin
D, , tromboksanlar, I6kotrienler ve trombosit aktive edici faktor (PAF)’lerdir. Mast
hiicreleri fenotipine ve uyariya gore gesitli sitokinler ve kemokinler de sentezlerler
(interlokin-1, 3, 4, 6, 9, 10, 13, TNF-a v.b.) ve bunlardan bazilar1 otokrin etkiye de
sahiptirler [47,57,178].

MH graniil iceriklerini fakli yollarla salgilayabilir. Bunlardan biri klasik ekzositoz
dedigimiz yoldur. MH’nin bariz bir degraniilasyon olmaksizin mediator
salgilayabilmeleri ise son yillarda anlasilan bir durumdur. Alerjik reaksiyonlarin aksine,
otoimmiin ve inflamatuar olaylar sirasinda MH ‘nin degraniile olduklar1 nadiren
gorilmistiir. Elektron mikroskobik diizeyde yapilan ¢alismalar, belirgin bir
degraniilasyon olmaksizin, mast hiicresi graniillerinin elektron yogun yapisinda
degisiklikler oldugunu gostermistir. Bu degisiklikler degraniilasyon olmaksizin bazi
maddelerin salindigin1 diistindiirmiistiir. Bu olay cesitli arastirmacilarca “piecemeal
degraniilasyon” veya “intragraniiler aktivasyon” olarak adlandirilmistir. Bu tiir bir
aktivasyon MH’nin bazi mediatorleri secerek salgilayabilme yetenegini gdosterir.
Ornegin, bu yonde yapilan arastirmalardan birinde IL-1’in MH’ni uyararak |,
degraniilasyon olmaksizin IL-6 salgilanmasina neden oldugu bildirilmektedir [47,57].
Yine yakin zamanlarda bulunan olasi bir yol ise transgraniilasyondur. Wilhelm ve ark.,
kugularda yaptiklar bir ¢aligmada, MH nin graniillerinin néronlarca alindig1 elektron-
mikroskobik olarak gosterilmistir [195]. Mast hiicre aktivasyonu bir ¢cok faktore bagl
olarak ger¢eklesebilir. Baz1 noropeptitler ( P maddesi, somatostatin, ndrotensin v.b.),

temel bilesikler (48/80 bilesigi, polymyxin B v.b.), kompleman anaflatoksinleri (C3a,



C4a, C5a), sitokinlerIL-1, IL3, graniilosit-makrofaj stimiile edici faktér (GM-CSF)) ile

ilaclar gibi immiinolojik olmayan uyarilar da MH’ni aktive edebilirler [11,57].

2.3.1. Mast Hiicre Heterojenitesi

Mast hiicreleri, uygun kosullarda metakromazi gosteren intrasitoplazmik
graniillere sahip bagdoku hiicreleridir. Mast hiicreleri bagdoku igerisinde 6zellikle kan
damarlar ile iliskili olarak kii¢iik gruplar halinde bulunurlar. Farkli yerlesim gosteren
mast hiicreleri farkli histokimyasal, sitokimyasal, ultrasiitriiktiirel ve fonksiyonel
Ozelliklere de sahiptirler. Memeli mast hiicreleri ve bazofillerin bir ¢ok sitokimyasal ve
fonksiyonel 6zellikleri benzer olmasina karsin birbirinin ayni hiicreler degillerdir. Mast
hiicreleri orijinleri, yerlesim yerleri, kullanilan tespit sollisyonuna verilen cevap, tagidigi
glikozaminoglikanlarmin tiirii, intragraniiler serin proteinazin tiirli, histokimyasal
farkliliklar, fonksiyonel kriterler ve hiicrelerin morfolojik 6zellikleri gibi unsurlar goz
Oniine alindiginda, bagdoku mast hiicresi (connective tissue mast cell - CTMC ) ve
mukozal mast hiicresi (mucosal mast cell - MMC) olmak iizere iki alt gruba
ayrilmaktadir. Mast hiicre populasyonlar1 arasindaki heterojenitenin tanimlanmasinda
Enerback’in  sican  bagirsaklarinda  tanimladigi  adlandirma  yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Mukozalarda, 6zellikle de sindirim ve solunum sistemi mukozalarinda
bulunan mast hiicreleri, diger bolgelerde bulunan mast hiicrelerinden daha kiiclik ve
daha az graniil icermektedirler. Bu bolgelerde bulunan mast hiicreleri “atipik ya da
mukozal mast hiicresi (MMC)” olarak adlandirilmaktadir. Diger yandan deride, damar
yakinlarinda ve organ serozalarinda yerlesen ve daha iri hiicreler ise “tipik ya da
bagdoku mast hiicresi (CTMC)” olarak isimlendirilmektedir [53,70,153,170,176].

CTMClerine spesifik proteoglikan molekiilii heparindir. MMC ‘lerinde bulunan
proteoglikan molekiilii ise kondroitin siilfattir. Bu iki molekiiliin alcian blue-safranin
boyalara verdikleri reaksiyon farklidir. Isik mikroskopik incelemelerde CTMC’leri
icerdikleri heparine bagli olarak safranin ile kirmizi boyanmalar ile ayirt edilirken,
MMC’leri igerdikleri kondroitin siilfata bagli olarak alcian blue  ile mavi
boyanmaktadirlar [126,170,176].

MH’ndeki bir bagka durum ise bu iki tip mast hiicresinin proteaz igeriklerinin



farkli olusudur. Sicanlarda bu farkliklik mast hiicre populasyonlarinin tasidiklari
intrasitoplazmik graniiller biyokimyasal olarak incelendiginde, sigcan mast hiicrelerinin
iki farkli kimotripsin benzeri mast hiicre proteinazini icerdigi goriilmektedir. Bunlar
sigan mast hiicresi proteinaz I (RMCP I) ve sigan mast hiicresi proteinazi II (RMCP II)
olarak adlandirilmaktadir. CTMC’i si¢an proteaz I (RMCPI) , MMC’i ise sigan proteaz
II  (RMCPII) olarak tanimlanan proteaz molekiiliinii icermektedir. Proteaz
molekiillerinin immiinohistokimyasal olarak isaretlenmesi teknigi ile mast hiicrelerinin
alt tip ayrimlar1 yapilabilmektedir [75,88,100,113,128,153].

MH-Noron etkilesimi anatomik ve molekiiler diizeyde cesitli hayvanlarda
bulunmus ve bu durumun fonksiyonel olarak norojenik inflamasyon siirecinde, MH
aracilikli vazodilatasyonda, 16kosit infiltrasyonunda ve proteaz aracili doku hasar1 gibi
daha birgok durumda is gordigi distniilmektedir [90,94,171,172]. Merkezi ve
periferik sinir sisteminde bulunan MH beyin mast hiicreleri olarak ele alinmistir ve
bunlar diger iki tipin disinda o6zellikler sergilerler. Beyinde bulunan mast hiicreleri
histolojik boyanma 0Ozellikleri agisindan CTMC’lerine, ultrasiitriiktiirel yapilar1 ve
madde salgilama 6zellikleri yoniinden ise MMC’lere benzerler [11]. Bu nedenle beyin
mast hiicreleri bazi arastiricilar tarafindan mast hiicrelerinin ti¢iincii bir alt tipi olarak

da kabul edilmektedir [11,147,176,179].

2.3.2. Mast hiicrelerin fonksiyonlari

Mast hiicrelerin en iyi bilinen fonksiyonu IgE aracili alerjik reaksiyonlara
katilmasidir. Anjiogenez ve yara iyilesmesi gibi olaylarda da rollerinin oldugu yapilan
caligmalarla gosterilmistir. Ayrica stres kosullarinda mast hiicrelerin aktive olarak
degraniilasyona ugradiklar1 ve graniiler igerikleriyle farkli kaskatlara karigtiklari yine
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [170,179,187,190].

Mast hiicrelerinin salgiladiklar1 proteoglikanlar, biyojenik aminler, NGF gibi
bliylime faktorleri ve sitokinler ile beyinde; sinir iletimi, ndron ve glia hiicrelerinin

gelisimi ve yasamlarinin devaminda onemli roller iistlenebildigi ileri siirtilmektedir



[11,14,90,176,179]. Beyin mast hiicrelerinin Ostrus siklusu, davranis, vaskiiler bas agrist
ve multipl skleroz (MS) gibi ¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik durumlarla iligkili
olabilecegi birgok ¢alismada bildirilmistir [8,102,177,188]. Ozellikle stres tarafindan
tetiklenebilen migrende serebral vazodilatasyon kaynakli oldugu diisiiniilen bir bas
agris1 soz konusudur. MH’nin sahip olduklari ¢esitli vazodilatdr ajanlar ile bu siirece
katildig1 diistiniilmektedir. Dura mater MH’lerinin aktivasyonunun bloke edilmesiyle
gergeklestirilen bir ¢alismada migrenin 6nlendigi goriilmiistiir [176]. Yine, MS’da erken
fazda kan beyin bariyeri (BBB)’ndeki gecirgenlik artis1 ve ileri fazda demiyelinasyonla
sonuclanan bir patoloji s6z konusudur. MS hastalarinin serbrospinal sivilarinda MH nin
graniiler iceriginde barindirdigi bir enzim olan triptazin arttigi gézlemlenmistir. Bazi
MH mediatorlerinin (6zellikle histamin) BBB’nin gegirgenligini etkileyerek vaskiiler
gecirgenligi artirarak inflamatuar hiicrelerin ve enfekte ajanlarin penetrasyonunu
saglayarak MS patolojisine neden olabilecegi yoOniinde c¢alismalar vardir [176].
Beyindeki MH populasyonun ve aktivasyonunun da farkli fizyolojik ve davranigsal
kosullarda degistigi ve bu duruma baglhh olarak da MH’nin bazi durumlardaki
davraniglar tizerinde etkili olabilecegi yapilan calismalarla ileri striilmustiir [159].
MH’nin beyinde en yogun oldugu bdlgelerden biri de bazal gangliyonlarin kortekse
¢ikis noktasi olan talamustur [41,42,94,95,153,172]. Parkinson hastalig1 {izerine yapilan
bir ¢alismada, deneysel bir rodent modelinde, VIP’in motor fonksiyonlar1 geri getirdigi
ve noronlarin korundugundan s6z edilmis; bu duruma beyin MH’nin aracilik
edebilecegi ileri stiriilmiistiir [188]. MH’nin ndroprotektif molekiiller i¢eriyor olmasi ve
bu molekiillerin farkli  mekanizmalarla PH patolojisinin Oniine ge¢mis olmasi

caligmanin dayandigi temel nedenlerdir.

2.4. VAZOAKTIF INTESTINAL PEPTIT (ViP)

Vazoaktif intestinal peptit (VIP) ile ilgili ilk bilgi yaklasik 40 yi1l énce Said ve
Mutt’un akciger hasarli hastalardaki sistemik hipotansiyon {izerine yaptiklari
aragtirmada vazodilator etkisiyle rapor edilmis ve hemen ardindan yaptiklari ¢calismayla
domuz ince bagirsagindan VIP’i izole edip tanimlamislardir [53,149]. Daha sonra

bircok organ ve dokuda yaygin olarak bulundugu; sistemik vazodilatasyon, artmis



kardiak-output, bronkodilatasyon, hiperglisemi, diiz kas gevsemesi, biiylimenin
diizenlenmesi, hormonal regililasyon, analjezi, hipertermi, O6grenme ve davranista
norotrofik etki, kemik metabolizmasi ve gastrointestinal sistemin ve gastrik motilitenin
sekretuar  siirecleri  gibi  birgcok  biyolojik  olaya  kanistigit = gosterilmistir
[35,55,62,71,85,101,134,141,155]. VIP, 28 amino asit dizisine sahiptir ve diger
gastrointestinal sistem hormonlariyla (sekretin, glukagon, gastrik inhibitér peptit (GIP),
bliylime hormonu serbestlestirici hormon (GHRH), PACAP,...gibi) yapisal olarak
benzerdir. Tanimlanabilen iki reseptor alt tipine sahiptir: VPAC; ve VPAC, [38,98].
VIP reseptorleri ve VIP igeren néronlar merkezi ve periferik sinir sisteminde de yaygin
olarak bulunur [38,98,114,141,165].

Bugiinkii bilgiler 1s18inda ise VIP potansiyel bir anti-inflamatuar, anti-oksidan,
anti-apoptotik ve norotrofik molekiil olarak karsimiza ¢ikmaktadir [1,8,20,51,135,185].
Septik sok [141,181], hemorarjik sok [180], romatoit artrit [71,84,85], iskemi-
reperfiizyon gibi bazi inflamatuar ve oksidatif hasarlarda [87,150,184] sinir dokusu da
dahil olmak iizere bir cok dokuda koruyucu rol oynadig1 gosterilmistir. VIP merkezi
sinir sisteminde astrosit mitozu [110] ve sinir hiicrelerindeki gelismeyi uyarma [5],
noronal yasamin devami [131,175], eksitotoksik glutamat toksisitesine karsi koruma
[18,156] ve erken donemde embriyonik gelismeyi diizenleme [69] gibi etkileriyle bir
noromodiilatér, noérotranmitter, noroprotektif bir ajan olarak is gorebilmektedir
[5,33,104,131,151,175].

VIP’in ndroprotektif bir ajan olarak kullanildig1 in vivo ve in vitro olarak dnemli
calismalar yapilmistir [5,33,104,131,151,175]. Ayrica VIP’in kan-beyin bariyeri
(KBB)’ni transmembran difiizyon sistemi ile gegebiliyor olmasi noérodejeneratif
hastaliklarda tedavi edici ajan olarak kullanilmasinin avantajlarindan biridir [40].
Mekanizmast tam olarak aydinlatilamamis ve coklu faktorlere bagli gibi goriinen
Parkinson hastaligindaki nérodejenerasyonda VIP’in koruyucu etkileri oldugunu
gosteren calisma sayist smirlidir. Offen ve ark. [124], ndronal kiiltiirde yaptiklar
calismada nérotoksin olan 6-OHDA ve MPTP metaboliti MPP"’ye maruziyette VIP’in
6-OHDA’ya kars1 koruma sagladig1 ancak MPP™ de aym etkiyi gosteremedigi rapor
edilmistir. Delgado ve ark, ise sistemik ve lokal MPTP uygulamasiyla olusturduklar
fare Parkinson modelinde VIP’in  noroprotektif etkisini gdstermis ve bu etkiyi

mikroglial aktivasyonu inhibe ederek gerceklestirdigini ileri siirmiislerdir [34].



Mikroglial aktivasyonun VIP ile inhibisyonu sonucu ndronal korunmanin gosterildigi
baska bir calismada ise VIP Alzheimer hastaligina kars1 denenmis ve olumlu sonuglar
almmistir [36]. VIP ayn1 zamanda mikroglialara benzer hiicreler olan mast hiicreleri
iizerinde de modiilatdr etkiye sahiptir. VIP’in mast hiicreleri iizerindeki modiilatdr
etkisinin fenotipleri, degraniilasyon 6zellikleri ve graniil icerikleri {izerinden olabilecegi
baz1 caligmalarla ileri siiriilmektedir [20,181,187]. Tuncel ve ark.’nin [188] yaptig1 bir
calismada si¢canlarda olusturulan deneysel Parkinson modellerinde VIP, noron 6liimiini
azaltirken, corpus striatumda azalan dopamin diizeylerini artirmadig1 halde sicanlardaki
motor bozukluklari dramatik sekilde normale dondiirmiistiir. Ayni1 ¢alismada, beyindeki
mast hiicreleri de histokimyasal ve elektron-mikroskobik olarak incelenmistir. Elektron-
mikroskobik verilerde, beyin mast hiicrelerinin salgiladigi bir takim mediatorlerin,
olasilikla VIP’in iyilestirici etkisine aracilik ettifine dair bir énerme bulunmaktadir.
Ancak immiinohistokimyasal bir isaretleme yapilmadigi i¢in mast hiicrelerinin olasi

mediatdrleri ile ilgili bilgi sadece diislince bazinda tartigilmigtir.

Bu baglamda sunulan tez ¢alismasinda, siganlarda olusturulan deneysel Parkinson
modelinde VIP ’in olas1 etki mekanizmalarina bir dlciide aciklik getirmeye yonelik,
asagidaki calismalar gergeklestirilmistir:

1) Beyin mast hiicrelerinde; heparin, serotonin, NGF ve RMCP-II
molekiillerinin immiinohistokimyasal isaretleme yontemi ile incelenmesi,

2) VIP’in dopamin metabolizmasmi  hizlandirip  hizlandirmadigini
saptayabilmek i¢in, corpus striatum’da dopaminle birlikte bir dopamin metaboliti
olan 3,4-dihidroksifenil-asetikasit (DOPAC) ol¢iimii yaparak dopamin/DOPAC
oraninin belirlenmesi,

3) Nigrostriatal dopaminerjik sistemin, globus pallidus internus’dan talamusa
gelen GABAerjik néronlarin aktivitesini diizenlemedeki 6nemi nedeniyle, VIP’in
motor fonksiyonlar1 iyilestirici etkisinde, talamusun ventral anterior (VATh)

alanindaki GABA diizeylerine bir etkisinin olup olmadiginin arastirilmasidir.



3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Kullanilan Materyaller
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Ksilazin

Paraformaldehit
Glutaraldehit

PBS

ACN

6-OHDA

Askorbik asit

Anti-Mouse IgG-TRIT C
Atto 550 goat anti-rabbit IgG
Anti NGF

Anti-Serotonin 5-HT
ExtrAvidin-FIT C Conjugate
RMCP II Culture Supernatent
Apomorfin

EDTA

ViP

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Riedel-de Haén, Almanya
: Tekel, Tiirkiye

: Sigma, A.B.D.

: Merck, Almanya

: Acros Organics, Belgika
: Acros Organics, Belgika
: Sigma, A.B.D.

: Sigma, A.B.D.

: Bayer, Almanya

: Bayer, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Santa Cruz, Ispanya

: Merck, Almanya

: Sigma, A.B.D.

: Merck, Almanya

: Sigma, A.B.D.

: Sigma, A.B.D.

: Luici Aloe’den bagis, Roma, Italya
: Sigma, A.B.D.

: Sigma, A.B.D.

: Moredun, Iskogya

: Sigma, A.B.D.

: Sigma, A.B.D.

: Sigma, A.B.D.



3.1.2. Kullanilan cihazlar

Buzdolab1

Hassas terazi

Perflizyon pompasi
Mikrodiyaliz pompasi
Mikrodiyaliz probu

Diyalizat toplayici
Stereotaksimetrik tabla
Vorteks

Floresans mikroskop

HPLC cihaz1

HPLC cihazi

HPLC dedektorii (Florimetrik)
HPLC dedektorii (Elektrokimyasal)
HPLC kolonu

HPLC pompasi

HPLC data programi

Derin dondurucu

Isitic1 ped

Rotasyonmetrik sistem

Beyin Blokeri

[statistik programi

3.2. Yontem

: Argelik No-Frost, Tiirkiye

: E12140, Ohaus, Isvicre

: KD Scientific, Amerika

: CMA 102, CMA Co., Isveg

: CMA 12(PAES Memb.), CMA Co., Isveg
: CMA 170, CMA Co., Isveg

: Kopf 5600, David Kopf Ins., A.B.D.

: NM110, Nuvemix, Tirkiye

: Olympus, Japonya

: LC 10AT, Shimadzu, Japonya

: Agilent 1100, GL Sciences Inc, Almanya
: RF-10A XL, Shimadzu, Japonya

: CLC 100, Chromsystems, Almanya

: C18-Luna, Phenomenex, A.B.D.

: LCV-10AL, Shimadzu, Japonya

: Class LC10A, Shimadzu, Japonya

: Heraeus, Almanya

: CMA 150, CMA Co., Isvec

: Rota Count 8(PC bazed), Col., Inst.A.B.D.
: Kopf PA-001, David Kopf Inst., A.B.D.

: Graph-Pad Software, A.B.D.

Calismada her iki cinsiyetten toplam 36 adet, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
periyotlarda biiyiitiilmiis, 200-250 gr agirhiginda, geng yetigkin sican (Sprague Dawley)
kullanildi. Hayvanlar 6 gruba ayrildi:



Grup 1(n=16): Kontrol grubu, intrastriatal alana askorbik asit(0.3%) ,i.p serum
fizyolojik (SF)(0.9%NaCl) enjekte edilen grup (bu grup ikiye boliinlip yarisinda
dopamin/DOPAC 6lgiimii, diger yarisinda GABA 0Olgiimii  ve thalamusta
immiinohistokimyasal islemler gerceklestirildi).

Grup 2(n=16): Intrastriatal alana 6-OHDA enjekte edilen, i.p. SF verilen grup
(bu grup ikiye boliiniip yarisinda dopamin/DOPAC o6l¢iimii, diger yarisinda GABA
Ol¢limii ve thalamusta immiinohistokimyasal islemler gergeklestirildi).

Grup 3(n=16): Intrastriatal alana 6-OHDA enjekte edilen, i.p. VIP verilen (25
ng/kg) grup (bu grup ikiye boliiniip yarisinda dopamin/DOPAC 6l¢iimii, diger yarisinda

GABA 06l¢limii ve thalamusta immiinohistokimyasal islemler gerceklestirildi)

3.2.1. Deneysel Parkinson modeli olusturulmasi

Kullanilacak c¢ozeltilerin  hazirlanmasi:: Parkinson modeli olusturulacak si¢anlarda
kullanilmak {izere (2. ve 3. gruplar) 6-OHDA hidroklorit % 0.9’luk NaCl c¢ozeltisi
(Serum fizyolojik (SF)) igerisinde ¢oziilmiis % 0.3’lik askorbik asit ¢ozeltisi igerisinde
12pg/sican olacak sekilde hazirlandi. Kontrol gruplart (1. grup) icin ise SF igerisinde
¢Oziilmiis % 0.3’liik askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Mikrodiyaliz isleminde perfiizyon
s1visi olarak yapay beyin-omurilik sivis1 (BOS) (Ringer) hazirlandi ( 148 mM NaCl, 1.4
mM CaCl,, 4.0 mM KCI, 0.8 mM MgCl,, 1.2 mM Na,HPO4, 0.3 mM NaH,POy,).
Striatumda Lezyon olusturulmasi: Lezyon olusturma asamasindan once sicanlar
ketamin (75 mg/kg i.m.) + xylazine, (38 mg/kg i.m.) kombinasyonu ile anestezi altina
alindi. Yeterli anestezi derinligine ulasan sicanlarda lezyon olusturma asamasina
gecildi. Bu islem sirasinda stereotaksimetrik sistem yardimiyla sican beyninde Corpus
striatuma girilip (Stereotaksimetrik  koordinatlar striatum icin: Anterior-Posterior
(AP):1.60; Lateral (L):2.6; Vertikal (V):5.1, Bregmaya gore, Watson-Paxinos si¢an
beyni atlast kullanildi [117] ) Hamilton mikroenjeksiyon enjektorii araciligl ile Sham
gruplart icin 2pL askorbik asit ¢ozeltisi, Parkinson modeli olusturulacak gruplar i¢in
2uL 6-OHDA ¢ozeltisi enjekte edildi. Enjektoriin CS’a yerlestirilmesi dokuya daha az
zarar vermek icin yavasca 2 dk.’lik bir siirede, 6-OHDA ve askorbik asit enjeksiyonu

verilen maddelerin emiliminin daha iyi saglanmas1 i¢in 3 dk.’lik siirede, enjektoriin



¢ikarilmasi bu esnadaki vakumlama etkisinin Oniline gegmek igin 2dk.’lik siirede
gerceklestirilmistir. Cozeltiler enjekte edildikten sonra enjektor ignesi ¢ikarilmadan
once 3 dk. CS’da bekletildi. Siganlarin viicut 1silar1 operasyon sirasinda rektal
termometre ve 1sitici ped araciligi ile siganlarin viicut 1silar1 sabit tutuldu (37+0.5 C°).
In vivo islemler hayvanlardaki giin igi ritim degisiklikleri gbz &niinde bulundurularak
her sigan i¢in giliniin ayni saatlerine denk getirilerek yapildi. Operasyon sonrasi kafatasi
tizerindeki kesi steril kosullarda dikkatlice dikilip, siganlar 6zel kosullarda farkli
kafeslerde bakima alindi. ilk islemden 1 saat sonra siganlara i.p. olarak 3. gruplar icin
VIP ¢ozeltisi (25 ng/kg, SF icerisinde), 1. ve 2. gruplar icin ise ayn1 miktarda yalnizca
SF enjekte edildi. Daha sonra VIP ve SF verilme islemi 2 giinde bir 14 giin siireyle
tekrarlandi.

3.2.2. Rotasyonmetrik 6l¢iim

Siganlarda striatuma 6-OHDA ve SF enjekte edilmesinden sonraki 14. giinde, SF
icerisinde ¢oOziilen 0.05 mg/kg apomorfin intraperitonal olarak enjekte edildi.
Apomorfin enjeksiyonundan 10 dk. sonra bilgisayar destekli rotasyonmetri cihazina
baglanarak motor fonksiyonlar1 90 dk. siiresince kaydedildi. Rotasyonmetrik veriler:
saat yonii (CW), saat yoniiniin tersine(CCW), yar1 saat yoniine (PCW) ve yar1 saat
yOniiniin tersine (PCCW) doniiler seklinde kaydedildi. Hesaplamalar saat yoniiniin
tersine olan doniilerden saat yoniine olan doniiler ¢ikarilarak yapildi. Negatif degerler

sifir olarak degerlendirildi.

3.2.3. Mikrodiyaliz

Rotasyonmetrik dlgiimden 1 giin sonra, siganlar {iretan anestezisi (1.5 g/kg i.p.)
altinda stereotaksimetri cihaza yerlestirilerek mikrodiyaliz islemine alindi. 1., 3. ve 5.
gruplarda dopamin ve DOPAC 6l¢iimii i¢in Corpus striatum’dan (Stereotaksimetrik
koordinatlar: AP:1.60; L:2.6; V:5.1, Bregmaya goére, Watson-Paxinos sigan beyni atlasi
kullanilarak [117]) mikrodiyaliz numuneleri toplanirken, 2., 4. ve 6. Gruplarda GABA



Olclimleri i¢in Ventral-anterior talamus’tan (Stereotaksimetrik koordinatlar AP:-2.12
;L:1.4 ;5 V:i6.2, Bregmaya gore [117] ) mikrodiyaliz numuneleri toplanmistir.
Mikrodiyaliz islemi i¢cin CMA/12 PAES membranli (20.000 dalton maksimum por ¢api,
3 mm membran uzunlugu, Imm membran ¢ap1) problar kullanildi. Prop ilgili alana
yerlestirildikten sonra prob igerisinden perflizyon pompasi araciligiyla yapay BOS
cozeltisi ile perfiizyona baslandi (Dopamin-DOPAC numuneleri i¢in 2pul/dk, GABA
numuneleri i¢in 1uL/dk hizda perfiize edildi ). Ilk 90 dk. boyunca toplanan mikrodiyaliz
numuneleri atildi, sonraki 80 dk. boyunca mikrodiyaliz numuneleri (2-4 numune
halinde) 6l¢iim icin ayrildi. Mikrodiyaliz numunesi toplama isi sogutuculu oto-diyalizat
toplayici ile +4 derecede kapakli polipropilen tiiplere yapildi ve toplanan numuneler -

70 ° C ‘de saklandi.

3.2.4. Ekstraselliiler Dopamin, DOPAC ve GABA diizeylerinin 6l¢iimii

Kullanilan cihazlar:

Deneyler otomatik enjektor sistemli Agilent 1100 (Agilent, GL Sciences Inc,
Waldbronn, Germany) ve kuaterner LC pompali (G1311A) model HPLC cihaz ile
gergeklestirilmistir. Sinyaller CLC 100 (Electrochemical Detector Chromsystems,
Almanya) model elektrokimyasal detektor ile kaydedilmistir.

Biitiin ¢ozeltilerdeki ¢ozlinmiis gazlar Sonorex (Bandelin, Berlin, Almanya) marka
ultrasonik banyo kullanilarak uzaklastirilmistir. Cozeltilerin pH’s1, Hanna 301 model
pH/lyon metre ve Hanna HI 1131 model kombine cam elektrot (Sarmeola di Rubano,
Italya) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Ayirma islemlerinde Luna model C18 (150 mm, 3 mm ID, 3 pum partikiil ¢ap1)

Phenomenex, kolon kullanilmistir.



Kullanilan kimyasallar:

3.,4- dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) ve 3-hydroxytyramine HCl (Dopamin
HCI); NaH,P04.2H,0, 1-Heptan siilfonik asit sodyum tuzu, Na,EDTA, metanol Merck
(Darmstadt, Almanya); Gama-amino biitirik asit, 4-aminobiitiric acid (GABA) Acros
Organics (New Jersey, NY, USA); NaH,PO4.2H,0, boraks (Na,B407.10H,0), 4-amino
3 hidroksi benzoik asit, asetonitril Merck Firmasi (Darmstad, Almanya), fluorescamine
Sigma (Taufkirchen, Almanya) firmalarindan satin alinmistir. Kullanilan kimyasallarin
tiimii analitik safliktadir.

Calismalarda Milli-Q distile su aletinden elde edilen su kullanilmistir. Tim

¢ozeltiler bu su kullanilarak hazirlanmistir.

3.2.4.1. Dopamin—DOPAC analizinde yapilan islemler

Hareketli fazin hazirlanisi

Tampon: 0,075 M NaH,P04.2H,0, 0,006 M 1-Heptan siilfonik asit sodyum tuzu
ve 0,00015 M Na,EDTA olacak sekilde 300 mL tampon ¢ozeltisi hazirlanmistir.

A: Yukanidaki sekilde hazirlanan 300 mL tampon ¢ozeltiye 168,8 mL metanol
eklenerek (toplam 468,8 mL ¢ozelti) bu ¢ozeltiden 300 mL alinarak iizerine 450 mL
(100/250 oraninda) su ilave edilerek dopamin-DOPAC tayininde bu A ¢ozeltisi
kullanilmastir.

B: metanol: su (70:100; V:V) ¢ozeltisi.

Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi:

9,4 mg-standart dopamin ve DOPAC tartilarak 100 mL 0,1 M HCIO4 ¢ozeltisi
icerisinde c¢oziilerek stok cozelti hazirlanmistir. Daha sonra dopamin ve DOPAC
miktarlar1 son derisimleri 44,3 ve 53,2 ng/mL olacak sekilde stok ¢ozeltiden gerekli
seyrelmeler yapilmistir.

Bu c¢ozeltilerin hazirlanmasi1 sirasinda igerisinde parcacik bulunmamasi ig¢in

cozeltiler siiziilmiis ve i¢indeki ¢oziinmiis gazlar uzaklastirilmistir.



HPLC kosullar:

Dopamin-DOPAC tayini i¢in ¢alismalar elektrokimyasal detektorii ile +0,600 V
ve hareketli faz olarak A: B (v:v) [(0. dk B: 0; 5. dk B: 100; 13. dk B: 100; 18. dk B: 0;
20. dk B: 0)] karisimi kullanilarak 0,5 mL/dk akis hizinda gradient program kullanarak

gerceklestirilmistir. Orneklerin kolona verilisi 10 pL hacimde gergeklestirilmistir.

3.2.4.2. GABA analizinde yapilan islemler

Hareketli fazin hazirlanisi
Baslangicta 100 mM NaH,PO4.2H,0 stok tampon c¢ozeltisi hazirlanmis ve bu
cozeltiden gerekli seyrelme yapilarak 20 mM’lik NaH,PO4.2H,0 pH: 2,5 (A mobil fazi)

hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’1 2,5°e pH metre kullanilarak ayarlanmistir.

Tiirevleme ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Cozelti i¢in, 0,9534 g Na,B407.10H,0 (boraks) tartilmis, suda ¢oziilerek 25 mL
100 mM ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢6zeltinin pH’1 9 olacak sekilde gerekli
miktarda NaOH ve HCI ¢ozeltileri katilarak pH metre kullanilarak ayarlanmistir.

Tiirev ajan1 olarak 2 mg fluorescamine 1 mL asetonitrilde coziilerek ¢ozelti
giinlik olarak hazirlandiktan sonra, kullanimina kadar karanlikta saklanmistir. B
calismada IS olarak 4-amino 3 hidroksi benzoik asit kullanilmistir.

GABA c¢ozeltisi i¢cin10 mg GABA tartilarak 10 mL’ye su ile seyreltilerek 1 mg.
mL™" “lik ¢ozelti elde edilmistir.

HPLC kosullar:

Calismalar floresans detektorii ile A=390 nm ve A, =475 nm dalga boylarinda ve
mobil faz olarak A: 20 mM NaH,P04.2H,0 pH: 2,5 B: asetonitril karigimi kullanilarak
0,6 mL/dk akis hizinda gradiyent olarak gergeklestirilmistir. Gradiyent program 0,1. dk
B: 22; 20. dk B: 75; 25. dk B: 75; 27. dk B: 22; 35. dk B: 22 seklindedir. Orneklerin
C18 kolona enjeksiyonu 5 puL. hacimde gerceklestirilmistir.



Standart ve 6rnegin HPLC ye verilisi (Tiirevlendirme)
Tirevlendirme; 15 pL 6rmek + 15 pL pH 9 borat tamponu + 15 pL
fluorescamine (2mg/mL asetonitril de hazirlanmis) + 15 pl IS (4-amino 3 hidroksi

benzoik asit)+ 40 ul ACN seyrelmesi kullanilarak yapilmistir.

3.2.5. Histolojik incelemeler i¢in yapilan islemler

3.2.5.1. Perfiizyon fiksasyonu ve doku takibi

Mikrodiyaliz isleminden sonra prob beyinden c¢ikarilip, sican stereotaksimetrik
diizenekten alindiktan sonra bir kiivetin icerisine sirt iistii yatirilip ekstremitelerinden
bantla sabitlendi. Anestezi derinligi kontrol edilip ksiphoid kikirdaktan itibaren gogiis
kafesi dikkatlice agildi. Bu islem sirasinda gogiis kafesi icerisindeki organlara zarar
vermemeye dikkat edildi. Kalbin etrafindaki dokular uzaklastirilip kalp yeterince agiga
cikarildi. Peristaltik bir pompaya bagli olan intra-cat kateter kalbin sol ventrikiiliine
yerlestirildi. Kalbin sag atriumuna kesi atilarak perfiizyon sivisinin ¢ikmasina olanak
saglayacak yol a¢ildi. Bu islemden sonra perfiizyon islemine baslandi.

Perfiizyon islemi i¢in 37,5 C°’de fosfat tamponu ve fiksatif (%4 Paraformaldehit
+ % 1 Gulutaraldehit) ¢ozeltileri kullanildi. Tampon ¢6zelti viicuttaki kan bosalincaya
kadar (1-2 dk.) verildi. Fiksatif ¢ozelti ise tiim viicut istenen sertlige ulasincaya kadar (
80-100 mL) uygulandi. Fiksasyonun hemen ardindan sicanin bas kismi viicuttan
ayrilarak kafatasi1 icerisindeki beyin dokusu bir biitiin olarak dikkatlice ¢ikarildi.
Blokere yerlestirilen beyin dokusundan bir jilet yardimiyla striatal ve talamik bolgeler
enine 2mm’lik dilimler halinde kesilerek yine fiksatif ¢ozeltiye alindi. Fiksatif
icerisinde 1 giin bekletildikten sonra tampon c¢ozeltisi igerisinde yikanip yine ayni
¢oOzeltiye alinip doku takibi islemine kadar bu soliisyonda bekletildi. Doku takibi islemi
tampon ¢ozeltide 1 giin bekletildikten sonra gergeklestirildi ve dokular parafin bloklara

gomiilene kadar standart doku takibi prosediirii uygulandi.



3.2.5.2. Immiinohistokimyasal islemler

Parafin bloklardan mikrotom ile Sum’lik kesitler alinip poli-L-lisinli lamlar
tizerine konuldu. Ayni sican dokusunda farkli igsaretlemeler i¢in seri kesitler kullanildu.

Immiinohistokimyasal isaretlemeler i¢in su yontemler kullanildi:

3.2.5.2.1. RMCP Il isaretleme yontemi

e Deparafinizasyon islemi:

o Ksilol 2x10 dk

e 9%95alkol 1x5dk

e % 70 alkol 1x5dk

e %30 alkol 1x3dk

e Distilesu 1x3dk

e % 10 Goat Serum Igeren Pbs’de 30dk tutuldu.

e Serumun fazlasi atildi

e PBS 2X5 dk. bekletildi

e Primer antikor (RMCP II) preparatta 1 saat bekletildi

Primer antikordan toplam 300 uL. RMCP II stok madde her bir ependorf tiipiine
30 pL olacak sekilde 10 parcaya paylastirildi . 1/100 oraninda primer antikor elde
etmek i¢in 30puL ‘lik ependurf tiipii 3mL ‘ye tamamland.

e PBS 2X5 dk bekletildi
e Sekonder antikor preparatta 45 dk bekletildi

Keciden elde edilmis Anti Mouse IgG (TRITC) Sekonder antikorundan toplam 1
mL stok madde her bir ependorf tiiptine 50 pL olacak sekilde paylastirildi . 1/100

oraninda sekonder antikor elde etmek i¢in 50 puL ependorf tiipiinii SmL tamamlandi.



e PBS 2X5 dk bekletildi

e Kapatma islemi gerceklestirildi.

3.2.5.2.2. NGF isaretleme yontemi

e Deparafinizasyon islemi:

o Ksilol 2x10 dk

e %95alkol 1x5dk

e % 70alkol 1x5dk

e % 30alkol 1x3dk

e Distilesu 1x3 dk

e % 10 Goat Serum Igeren PBS’de 30dk tutuldu.

e Serumun fazlasi atild

e PBS 2X5 dk . bekletildi

e Primer antikor (tavsandan elde edilmis NGF) preparatta 1saat bekletildi

Primer antikordan toplam 1 mg kati1 halde NGF var. Bu 1mL distile su yada
PBS’de ¢oziildii .  1/100 oraninda primer antikor elde etmek i¢in ¢ozeltiden 30uL

alindi ve 3mL'ye tamamlandi.

e PBS 2X5 dk bekletildi
e Sekonder antikor (Anti tavsan IgG Atto 550) preparatta 45 dk bekletildi

Sekonder antikorun toplam 1 mL stok ¢ozeltisi. 1/100 oraninda sekonder antikor

elde etmek i¢in 50 pL alinip SmL tamamlandi.

e PBS 2X5 dk bekletildi

e Kapatma islemi gerceklestirildi.



3.2.5.2.3. Serotonin isaretleme yontemi

e Deparafinizasyon islemi:

o Kasilol 2x10 dk

e %95alkol 1x5dk

e % 70 alkol 1x5dk

e %30 alkol 1x3dk

e Distilesu 1x3 dk

e % 10 Goat Serum Iceren Pbs’de 30dk Tutuldu.
e Serumun fazlasi atild

e PBS 2X5 dk . bekletildi

e Primer antikor (Anti-serotonin (5-hydroxytrptamine) 5-HT) preparatta 1 saat
bekletildi

Primer antikordan toplam 2mL stok ¢ozeltisi 1/100 oranin da primer antikor elde

etmek i¢in 10puL ‘lik primer antikor 10mL ‘ye PBS ile tamamlandi.

e PBS 2X5 dk
e Sekonder antikor 45 dk keciden iiretilmis Anti tavsan IgG Atto 550

Sekonder antikordan toplam 1 mL mevcuttur. 1/100 oraninda sekonder antikor elde
etmek icin 100 plt al 10mL tamamla elde ettigimiz sekonder antikor 1/100 oraninda

olur .

e PBS 2X5 dk

e Kapatma islemi gergeklestirildi



3.2.5.2.4 Heparin isaretleme yontemi

Tekli bir boyama yontemi (Direkt yontem)
e Deparafinizasyon islemi:
o Ksilol 2x10 dk
e %95alkol 1x5dk
e % 70 alkol 1x5dk
e %30 alkol 1x3dk
e Distilesu 1x3 dk
e % 10 Goat Serum Iceren PBS’de 30dk Tutuldu.
e Serumun fazlasi atild

e Primer antikor (ExtrAvidin-FitC Conjugate) preparatta 2 saat bekletilir

Primer antikordan 10 pL alimip 10 mL PBS’ye ilave edilerek 1/100 oraninda diliie
edildi.

e PBS 2XS5 dk bekletildi

e Kapatma islem gergeklestirildi

Tiim isaretlemelerin hemen ardindan floresans maddelerin solma ihtimaline

kars1 floresans mikroskop altinda histolojik inceleme gergeklestirilmistir.

3.2.6. Istatistiksel degerlendirme

Rotasyonmetrik verilere ANOVA testi uygulanip sonrasinda gruplar arasi
farkliliklar Kruskal-Wallis testiyle karsilastirilmistir. Dopamin, DOPAC, GABA
sonuglarina ANOVA testi uygulanip, gruplar arasi farkliliklar Dunnet’s multiple range
test ile karsilastirilmistir. Immiinohistokimyasal isaretleme verileri Random bloc design

(ANOVA) ile degerlendirilip, gruplar arasi farkliliklar Tukey’s multiple comparisons
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testi ile karsilagtirilmistir. Tiim sonuglar ortalama degerler + standart sapma seklinde

verilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1.Rotasyonmetrik veriler

On protokol isleminden sonraki 14. giinde apomorfin enjeksiyonunu takiben

kaydedilen rotasyonmetri verileri Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Rotasyonmetrik 6l¢iim sonuglari

Kontrol 6-OHDA VIP
(n=16) (n=16) (n=16)
CCW-CW dontler b
3,62+1,18 13,38+2,51 % 1,81+0,91
(donii/90dk.)

a: Kontrol grubundan 6-OHDA grubunun fark: (P<0,01)
b: Kontrol grubundan VIP’li grubun farki (P>0,05)

20-
154

10+

59 T

CCW-CW donii/S0dk.

Kontrol 6-OHDA VIP

Sekil 4.1. Rotasyonmetrik verilerin bar grafik gériintiisii (§: P < 0,01, T: P>0,05, Kruskal-Wallis test)

Sekil 4.1°de goriildiigli  gibi 14. glinde apomorfin uygulanmasindan sonra
rotasyonmetri testinde Parkinson grubunun CCW-CW doniilerinin Kontrol grubuna
gore (P<0,01) ve VIP grubuna gore (P<0,001) istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Kontrol grubu ve VIP’li grup arasinda ise istatistiksel olarak bir



fark bulunmamaktadir. VIP ile tedavi motor yamitlarda goriilen anomaliyi geriye

dondiirmiistiir.

4.2. Mikrodiyaliz 6rneklerinde HPLC dl¢iimleri

Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5’te Dopamin, DOPAC ve GABA mikrodiyaliz numuneleri

ve standart numunelerinin HPLC analiziyle elde edilen 6rnek kromatogramlari

gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Dopamin-DOPAC standart numunelerinin HPLC analiz kromatogrami; a:DOPAC, b:

Dopamin.
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Sekil 4.3. Dopamin-DOPAC 6lgiimii yapilmis Ornek bir mikrodiyaliz numunesinin HPLC analiz
kromatogrami; a:DOPAC, b: Dopamin, c,d: Internal standart.
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Sekil 4.4. GABA standart numunelerinin HPLC analiz kromatogrami; a:GABA.
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Sekil 4.5.

a:GABA.

GABA ol¢liimii yapilmis 6rnek bir mikrodiyaliz numunesinin HPLC analiz kromatogrami;

4.2.1. Striatal dopamin diizeyleri

Cizelge 4.2 ve Sekil 4.6 Corpus striatumdan elde edilen mikrodiyalizatlardaki
dopamin diizeylerini gostermektedir.

Cizelge 4.2. Striatal dopamin 6l¢iimii sonuglari

Kontrol (n=8) | 6-OHDA (n=8) VIP (n=8)

Striatum dopamin diizeyleri b
16,32+2,95 5,38+2,23" 6,67+1,91

(ng/ml)

a: Kontrol grubundan 6-OHDA grubunun farki (P < 0,05)
b: Kontrol grubundan VIP’li grubun farki (P < 0,05)
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Sekil 4.6. Striatum dopamin diizeyi sonuglar1 (§: P < 0,05, T: P <0,05, ANOVA test ).

Sekil 4.6’de goriildiigii gibi, deneysel olarak Parkinson olusturulmus siganlarin

mikrodiyalizatlarindaki dopamin diizeyleri kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak

anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (P < 0,05). VIP ile tedavi edilen grubun dopamin
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmamustir.
4.2.2. Striatal DOPAC diizeyleri

Cizelge 4.3 ve Sekil 4.7 Corpus striatumdan elde edilen mikrodiyalizatlardaki
DOPAC diizeylerini gostermektedir.

Cizelge 4.3. Striatal DOPAC 6l¢iimii sonuglar

Kontrol (n=8) | 6-OHDA (n=8)

VIP (n=8)
Striatum DOPAC diizeyleri

79,32+8,11 37,72+9,56 ® 48,03+8,97 "
(ng/ml)

a: Kontrol grubundan 6-OHDA grubunun farki (P <0.01)
b: Kontrol grubundan VIP’li grubun fark: (P < 0.05)
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Sekil 4.7. Striatum DOPAC sonuglar1 (§: P < 0,01, ’f‘: P < 0,05, ANOVA test)

Sekil 4.7te goriildiigii gibi, deneysel olarak Parkinson olusturulmus sicanlarin
mikrodiyalizatlarindaki DOPAC diizeyleri kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (P < 0,01). VIP’li grubun DOPAC diizeyleri de
istatistiksel olarak kontrol grubunun DOPAC diizeylerinden anlamli (P < 0,05) derecede
diisiiktiir. VIP ile tedavi edilen grubun DOPAC diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli

bir artig bulunmamastir.

4.2.3. Striatal dopamin/DOPAC oram

Cizelge 4.4 ve Sekil 4.8 Corpus striatumdan elde edilen mikrodiyalizatlardaki

dopamin/DOPAC oranlarin1 géstermektedir.

Cizelge 4.4. Striatal dopamin/DOPAC orani

Kontrol (n=8) | 6-OHDA (n=8) VIP (n=8)

Dopamin/DOPAC orani 0,207+0,031 0,149+0,055 0,164+0,060
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Sekil 4.8. Dopamin/DOPAC oranlart (ANOVA test, P > 0,05)

Sekil 4.8’te gorildiigli gibi Dopamin/DOPAC oranlarinda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Bu sonuglar, VIP’in dopamin

metabolizmasi tizerinde bir degisiklik olusturmadigina isaret etmektedir.

4.2.4. VATh GABA diizeyleri

Cizelge 4.5 ve Sekil 4.9 ventral-anterior talamustan elde edilen

mikrodiyalizatlardaki GABA diizeylerini gostermektedir.

Cizelge 4.5. VATh GABA o6l¢iimii sonuglari
Kontrol (n=6) | 6-OHDA (n=6) VIP (n=6)

VATh GABA diizeyleri =SH ]
192,8424,05 | 100,8+17,87" | 243,5+17,64

(ng/ml)

a: Kontrol grubundan 6-OHDA grubunun farki (P<0,05)
b: Kontrol grubundan VIP’li grubun farki (P>0,05)
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Sekil 4.9. VATh GABA diizeyleri (§: P < 0,001, ANOVA test)

Sekil 4.9’te goriildiigii gibi, VATh’dan toplanan diyalizatlarda yapilan lgiimlerde
Parkinson’lu grubunun GABA diizeyleri kontrol gurubunun GABA diizeylerine gore
istatiksel olarak anlamli (P < 0,05) sekilde diismiistiir. VIP ile tedavi edilen grubun
GABA diizeyleri ise, istatiksel olarak Parkinson’lu grubunun GABA diizeylerinden
anlamli (P < 0,001) derecede yiiksek bulunmustur. VIP ile tedavi edilen grubunun
yiikselmis GABA diizeyleri, kontrol grubunun degerlerinden ortalama olarak daha
yiiksek bulunmus olmasina regmen kontrol ve VIP gruplari arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamastir.

4.3. Histolojik veriler

Toluidin mavisi ile boyanan mast hiicrelerinin saptandigi thalamusa ait seri
preparat Orneklerinde (5-150 um aras1); NGF, heparin, RMCP-II ve serotonin i¢in,
immiinohistokimyasal olarak isaretlenmis mast hiicrelerinin, ardisik isaretlenmis toplam
hiicre igerisindeki % oransal dagilimi Tablo 4.6°da verilmistir. Istatistiksel analiz igin
ise, her grup i¢in iki hayvana ait kesitlerdeki isaretlenmis hiicre sayisi iizerinden
Random Bloc Design (ANOVA)-Tukey testleri uygulanmis ve bu test sonucunda; NGF
ve RMCP-II ile isaretlenmis mast hiicre sayisinin 6-OHDA ve VIP ile tedavi edilen



gruplarda Kontrol grubuna gore anlamli derecede farkli (P<0.01) oldugu bulunmustur.
Serotonin ve heparin pozitif isaretlenmis hiicreler i¢in boyle bir fark gozlenmemistir.
Ayrica, bu testin sonucunda, NGF ve RMCP-II isaretli mast hiicrelerinin birlikte,

serotonin ve heparin igaretli mast hiicrelerinin birlikte davrandigi gozlenmistir.

Cizelge 4.6. Mast Immiinohistokimyasal boyama sonuglar

~ Kontrol 6-OHDA, toplam VIP, toplam mast
(Isaretlenmis hiicre | (Isaretlenmis hiicre | (Isaretlenmis hiicre
say1s1:39) sayis1:17) say1s1:20)
RMC"P-H (+) mast 9412 045 9420
hiicre sayisi
Heparin (*) mast %43 %41 %30
hiicre sayisi)
Sero.t.onm (+) mast 9428 047 9430
hiicre sayisi)
+
ROF(T) mast %15 %S %20
iicre sayisi

Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi, Parkinson grubundaki NGF ve RMCP-II ile
isaretlenen mast hiicre oran1 kontrol ve VIP ile tedavi edilen gruba gore gdre 6nemli
Olclide diisiik bulunmustur. VIP ile tedavi edilen grupta NGF ve RMCP-II ile

isaretlenen mast hiicre oranlarinda  Parkinson’lu  gruba gore bir artis oldugu
gdzlenmistir. Cizelgeden de anlasilacag gibi VIP, 6-OHDA uygulamasiyla azalan NGF
VE RMCP-II ile pozitif isaretlenen mast hiicre oranin1 kontrol degerlerinin de iizerinde
artirmis goziikmektedir. Serotonin ve heparin pozitif hiicre orani ise guruplar arasinda
kiictik farkliliklar g6z ardi edilerek degismedigi soylenebilir.

Sekil 4.10°da mikrodiyaliz probunun beyin ylizeyinden giriste olusturdugu iz
gosterilmektedir. Her grup i¢in mast hiicrelerinin Toluidine mavisi, RMCP II, heparin,

serotonin ve NGF boyamalar1 Sekil 4.11, 4.12, 4.13, 4.14, 4.15’te gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Deneyde kullandigimiz mikrodiyaliz probunun beyin yiizeyinden giriste olusturdugu iz; bar=
500 pm.

Sekil 4.11. Toludin mavisi ile boyanmis mast hiicreleri (=); bar=20um; a: Kontrol, b: 6-OHDA, c: VIP
ile tedavi edilen.
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Sekil 4.12. RMCP II antikoruyla pozitif boyanan mast hiicreleri (=); bar= 50pm (a,c), 20pum (b); a:
Kontrol, b: 6-OHDA, c: VIP ile tedavi edilen.

Sekil 4.13. Heparin antikoruyla pozitif boyanan mast hiicreleri (= ); bar=20um; a: Kontrol, b: 6-OHDA,
c: VIP ile tedavi edilen.
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Sekil 4.14. Serotonin antikoruyla pozitif boyanan mast hiicreleri (=); bar= 50pm; a: Kontrol, b: 6-
OHDA, c: VIP ile tedavi edilen.

Sekil 4.15. NGF antikoruyla pozitif boyanan mast hiicreleri (=), bar=20pm (a,b), 50um (c); a: Kontrol,
b: 6-OHDA, c: VIP ile tedavi edilen.



5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez c¢alismasinda, 6-OHDA ile deneysel Parkinson modeli olusturulmus
siganlarda, VIP’in bozulmus motor fonksiyonlardaki diizeltici etkisini, corpus
striatumdaki dopamin metabolizmasin1 artirmadan, VATh GABA diizeylerinde anlamli
degisiklik yaparak gerceklestirdigi gdzlenmistir. VIP’in ndron hasarimi  geri
dondiirmedeki etkisi de, bir Olglide mast hiicresi kaynakli NGF molekiiliine
baglanabilmektedir. Yapilan kaynak taramasi dogrultusunda, bu calismada, VIP’in
VATh GABA seviyelerine ve beyinde NGF ile isaretlenen mast hiicre oranina etkisi ile
ilgili sunulan sonuglar bir ilki olusturmaktadir.

6-OHDA lezyonlu sicanlarda, aralarinda apomorfinin de bulundugu farkh
dopamin agonistlerinin uygulanmasiyla gozlemlenen kontralateral rotasyon hareketi
gesitli calismalarda Dbildirilmistir [63,76,91,138,182,188]. Olusturulan unilateral
lezyonun sonucu goriilen bu davranig deneysel Parkinson modellerindeki motor
fonksiyon bozukluklarimin incelenmesinde onemli bir gostergedir. Gelisen rotasyonel
motor bozukluklar, 6-OHDA, ve MPTP gibi norotoksik ajanlarin striatumdaki dopamin
diizeylerini ~ dramatik  olarak  azaltmasmma  bagli  olarak  gelismektedir
[34,50,63,76,109,188]. Yapilan bir calismada VIP ile tedavinin rotasyonel davranisa
etki ettigi ve motor bozukluklar1 geri dondiirdiigii, ancak bunu dopamin diizeylerini
artirmadan yaptig1 bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada, dopamin /DOPAC orani ile ilgili bir
sonug¢ verilmemesine karsin, motor fonksiyonlardaki diizelmeye ragmen stritumdaki
dopamin diizeylerinin diisiik bulunmas1 VIiP’in dopamin metabolizmasin1 hizlandirmis
olabilecegi ile iliskilendirilmistir [188]. Dopamin metabolizmasinin hizlanmig
olabileceginin bir gostergesi dopamin/DOPAC oraninin anlamli derecede azalmasidir.
Bizim ¢alismamizda da dopamin diizeyleri degismeden motor fonksiyonlarda diizelme
goriilmistiir. Calismamizda dopaminin metaboliti olan DOPAC diizeylerinin de
dopamin diizeylerine paralel bir seyir izlemesi nedenli dopamin/DOPAC oran1 VIP’in
dopamin metabolizmasini artirdigina isaret edecek bir sekilde degismemistir. Diger bir
deyisle, VIP’in motor fonksiyonlar1 geri getirirken striatal dopamin metabolizmasini
artirict bir etkisinin olmadigi izlenimi dogmaktadir.

Normal bazal gangliyon devresinde, SNpc’dan striatuma gelen dopaminerjik etki

striatumda dopaminin D; ve D, reseptorleriyle gerceklesir. Bu iki reseptor iizerinden



dopamin aracili olusturulan etki GPi’dan talamusa giden tonik GABAerjik ¢iktilarin
tonik desarjlarin1 bir taraftan indirekt yolakla eksite ederken diger taraftan direkt
yolakla inhibe ederek dengede tutmaktadir. Eksitatdr D; reseptor aracili etki striatumdan
GPi’a giden GABAerjik noronlar1 uyararak, GPi’dan talamusa gelen tonik GABAerjik
ciktilarin direkt (dogrudan) inhibisyonuna neden olur. Boylelikle, VATh GABA
diizeylerinde bir azalma s6z konusu olabilir. Dopaminin D, reseptorlerince baslatilan bu
devre striatumdan talamusa olan direkt yolaktir. Dopaminin D, reseptor aracili etkisi ise
striatumdan GPe’a giden GABAerjik néronlarin inhibisyonuna neden olmaktadir. Bu
baskilanma, GPe’dan STN’a giden GABAerjik inhibisyonun artmasina, dolayisiyla da
STN’dan GPi’a giden glutamaterjik eksitasyonun baskilanmasina neden olmaktadir.
Boylelikle, GPi tizerindeki baskilanmis glutamaterjik eksitasyon GPi’dan talamusa olan
tonik GABAerjik inhibisyonun azalmasina neden olur ve VATh GABA diizeyleri
azalabilir. Dopaminin D, reseptorlerince baglatilan bu devre striatumdan talamusa olan
indirekt yolaktir (Bkz. Sekil 2.2.A) [72]. Normal sartlar altinda striatumdan talamusa
olan bu yolaklar dopaminin D, ve D, reseptorleri araciligi ile belli bir dengede tutuluyor
olmasia ragmen, PH’nda SNpc’daki dopaminerjik nérodejenerasyona bagli olarak
eksitator D reseptor aracili ve inhibitdr D, reseptor aracili etki ortadan kalkmaktadir.
Bunun net etkisi olarak, direkt ve indirekt yolaklar iizerinden VATh GABA
diizeylerinin artmas1 beklenmektedir (Bkz. Sekil 2.2.B) [72]. Ancak, bizim
calismamizda, 6-OHDA uygulamasiyla olusturulmus deneysel Parkinson modeli
sicanlarda  VATh GABA diizeylerinin kontrol grubuna gore dramatik sekilde azaldig1
gozlenmistir. Bugiinkii bilgiler 1s18inda VATh’un GPi’a gore zayifda olsa GABAerjik
girdi aldig1 bir baska niikleus da SNpr’dir (Bkz. Sekil 2.2) [9,52,173]. Bu baglamda
bizim bulgumuz, VATh GABA diizeylerine etki etmede SNpr’dan talamusa gelen olasi
zay1f GABAerjik yolagin ndrodejenerasyon sonucu bozulmus bazal devrede talamusun
GABA diizeylerini degistirmede daha da baskin bir yol olup olmadig: sorusunu da akla
getirmektedir. Ancak, deneysel modeller iizerinde GABA olglimleri yapilmis benzer
sinirlt sayidaki ¢alismalar incelendiginde bizim c¢aligmamizin yorumlanmasina énemli
katkilar getirmektedir. Kronik mangenez uygulamasi norotoksisiteye neden olup, baskin
sekilde GP, STN, ve SN’da olusturdugu lezyonlar sonucu, bir parkinsonizm formu
olusturmaktadir [13,60,168]. Struve ve ark.’nin [168] yaptiklar1 bir ¢alismada kronik

olarak yiiksek dozlarda mangan siilfat inhalasyonuna maruz birakilan maymunlarin



mikrodiyaliz numunelerinde pallidal GABA diizeyleri anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur. Ayn1 ¢alismada, Slgiilen pallidal glutamat diizeylerinde ise anlamli bir
degisiklik bulunamamistir. Garcia ve ark.’larinin [60] yaptiklar1 bagka bir ¢alismada ise,
mangan ilave edilmis diyetle beslenen yeni dogmus sicanlarin tiim beyin dokusunda
GABA ve glutamat miktarlar1 6l¢iilmiis ve GABA miktarlarinin anlamli diizeyde arttig
ancak, glutamat diizeylerinin degismemesi nedenli olarak GABA/glutamat oraninin
anlaml diizeyde arttif1 goriilmiistiir. Benzer bir sonug ta, 6-OHDA lezyonlu si¢anlarda
yapilan bir ¢alismayla bildirilmistir. Bianchi ve ark. [13], dopaminerjik 6-OHDA
lezyonu olusturduklar1 siganlardan mikrodiyaliz numunelerinde globus pallidus GABA
ve glutamat diizeylerini 0lgmiis ve GABA diizeylerinin anlamli diizeyde arttigini
glutamat diizeylerinin degismedigini gostermislerdir. Bu sonuglar bizim 6-OHDA
lezyonlu siganlarda buldugumuz azalmis VATh GABA diizeylerinin yorumu agisindan
biiyiik 6nem arzetmektedir. 6-OHDA lezyonlu siganlarda buldugumuz azalmis VATh
GABA diizeyleri bu bolgenin innervasyonunun biiyiik kismini tonik olarak saglayan
GPi segmenti iizerindeki artmis GABAerjik etkiye isaret etmektedir. GPi iizerindeki
GABAerjik etki ise striatumda dopaminin D; reseptorlerince baglatilip direkt yola GPi
segmentine gelen desarjlardir. GPi segmentinin talamusa olan tonik GABAerjik
desarjlar1 indirekt yolla STN’dan gelen glutamaterjik ve striatumdan direkt yolla gelen
GABA ’erjik desarjlarla dengedeyken 6-OHDA lezyonu sonrasi bu dengenin direkt yola
kaymis goziikiiyor olmasi indirekt yolak {izerinden gelen striatopallidal GABAerjik
etkinin azaldigina isaret eder. Yani, 6-OHDA aracili dopaminerjik néron hasari sonucu
bozulan dengede D, reseptdrleri yoniine kaymis ve net etki olarak da VATh GABA
diizeyleri azalmis goziikmektedir. Bizim elde ettigimiz bu sonu¢ gerek Struve ve
ark.’nin [168], gerekse Garcia ve ark.’nin [60] yapmis olduklar1 ¢alismalarla
ortiismektedir. SOyle ki: Globus pallidusa gelen GABAerjik uyar arttiginda GPi’dan
VATh’a olan tonik GABAerjik uyarim baskilanacaktir. Dolayisiyla, bu bulgulardan da
dolayli da olsa Parkinson hastaliginda VATh GABA diizeylerinin azaldigi sonucuna
varilir. Normal bazal gangliyon devreleri prensibine gore, 6-OHDA lezyonuyla ortadan
kalkan dopaminin D1 reseptorleri aracili eksitatér ve D2 reseptorleri aracili inhibitor
etki sonucunda VATh GABA diizeylerinin yiikselmesi beklenir. Ancak, bizim
bulgularimiz ve bulgularimizi destekler nitelikteki diger calismalara [13,168] gore

VATh GABA diizeylerinin azalmis olmas1 bilinenin aksine bir durum olusturmaktadir.



Buradan yola ¢ikarak, bazal gangliyon devrelerinde bugiin bilinenlerin disinda
aydinlatilmay1 bekleyen fakli kompleks baglantilarin olabilecegi diisiiniilebilir.

Calismamizda, VIP tedavisi sonucunda GABA diizeylerinin kontrol grubu
diizeylerine yiikseldigini bulduk. Yiikselmis VATh GABA diizeylerinden, STN’dan
GPi’a gelen glutamaterjik etkinin arttig1 ,dolayistyla da D, reseptor aracili indirekt
yolagin baskin hale gelmesi gibi bir sonuca varilabilir. Yani, VIP ile tedavi 6-OHDA
lezyonu sonucu direkt yolaga kayan durumu indirekt etkiyle dengeliyor olabilir. Normal
motor kontroliin saglanabilmesi i¢in merkezi sinir sisteminin ¢esitli alanlarinda GABA
diizeylerinin dengesi ¢ok Onem arzetmektedir. Gerek beyincikte gerekse bazal
gangliyonlarda motor fonksiyonlarin kontrolu ile ilgili ¢ciktilar GABAerjik ndronlarca
yapilmaktadir [137]. GABA diizeylerinin ¢ok fazla artmasi veya anormal azalmasinin
motor fonksiyon anomalileri yarattig1 gézlenmektedir. Bu nedenle GABA diizeylerinin
bir denge halinde olmas1 gerektigi bildirilmistir [25]. Bu baglamda, VIP’in VATh’un
GABA diizeylerini optimum seviyede, kontol degerlerine yiikseltmis olmasinin, ViP’in
GABA dengesine etkisi agisindan ayr1 bir 6nem arz ettigi kanisindayiz.

VIiP’in etki mekanizmasini agiklamaya yonelik olarak, goz ardi edilemeyecek bir
durum da striatumda bulunan ara ndronlarinin norotransmitter igerikleridir. Bugtinkii
bilgiler 1s1g¢inda striatum ara ndronlarinin kolinerjik, GABAerjik noronlar olduklar
bilinmektedir [78]. Kolinerjik ara noronlardan saliverilen asetilkolin M; ve My
reseptorleri araciligiyla direkt ve indirekt yolaklarin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli rol
oynadig1 bildirilmektedir [78,123,197]. Dahasi, striatal ara noronlardan saliverilen
GABA da aferent kortikal sinyallerin integrasyonunda gorev —almaktadir.
[50,78,110,197]. ViPerjik néronlar ve VIP reseptorleri merkezi ve periferik sinir
sisteminde yaygin olarak bulunmaktadir [38,98,114,146,165] Ayrica VIP, asetilkolin
ve GABA ile birlikte bircok néron grubunda ko-transmitterdir ve VIP pozitif néronlar
striatumda da bulunur [83]. MSS’de kortikal GABAerjik noronlarin en az %30’unda,
kolinerjik ndronlarin ise %80’den fazlasinda VIP’in ko-transmitter olarak saliverildigi
bildirilmistir [49,117]. VIP’in striatal ara noronlardaki norotransmitterler ile ko-
transmitter iligkisi ile ndromodiilator etkisi de birlikte ele alindiginda, dopaminerjik
eksiklikle ortaya ¢ikan striatal dengesizlikte sistemik VIP tedavisi ile direkt ve indirekt
yolaklardaki bozulmus denge VIP tarafindan diizeltiliyor olabilir. Ancak, bu nerme

ilave caligmalar1 gerektirmektedir.



Bu giine kadar PH patolojisinin olusumunu oksidatif stres, inflamasyon, glutamat
toksisitesi, apoptoz gibi cesitli olasi mekanizmalarin tetikledigi ileri siiriilmiistiir.
Ayrica, mikroglial aktivasyon ve mikroglia kaynakli sitotoksik {irtinler sonucu kontrol
dis1 inflamatuar cevaplarinda hastaligin patolojisinde kritik rol oynayabilecegi ileri
stiriilmektedir [24,33,54,107,169,196]. 6-OHDA’in dopaminerjik noronlara olan segici
etkisi katekolaminler ile olan yapisal benzerliginden kaynaklanmaktadir. 6-OHDA’in bu
Ozelliginden dolay1, dopaminerjik terminallerden alinarak oksidatif stresi tetikledigi ve
ndronal Sliime neden oldugu bildirilmistir [37]. VIP potansiyel bir anti-inflamatuar,
anti-oksidan, anti-apoptotik molekiildiir [1,20,48,51,73,135,185]. VIP’in hemorarjik sok
[94], septik sok [141,181], iskemi-reperfiizyon hasar1 [87,184,185], akciger hasari
[150], romatoit artrit [71,84,85] gibi ¢esitli patolojik durulara kars1 iyilestirici etkisinin
yani sira noronal hasara kars1 da koruyucu etkilerinin oldugu in vivo ve in vitro birgok
calismayla gosterilmistir. Pilzer ve ark., kortikal noron ve astrosit kiiltiirlerinde serbest
oksijen radikallerine kars1 [131], Tanaka ve ark., sempatik gangliyonik kiiltiirlerde NGF
yoksunluguna bagli noronal 6liime kars1 [175], Fernandez-Martin ve ark., deneysel MS
modelinde inflamasyona kars1 [51], Offen ve ark., hiicre kiiltiirlerinde MPTP ve 6-
OHDA toksiditesine kars1 [124] VIP’in néronal hasari 6nledigi ve noronal devamlilig
sagladigin1 bildirmiglerdir. Tuncel ve ark.’min yaptiklar1 bir ¢alismada, 6-OHDA
lezyonlu siganlarda, VIP’in noronlar1 korumasina ve motor fonksiyonlar1 diizeltmesine
ragmen, dopamin diizeylerini artiramamasi, tedavi siiresinin kisaligiyla
iliskilendirilmistir [188]. Bizim ¢alismamizda da azalan dopamin diizeylerinin VIP ile
tedaviden sonra degismemesi tedavi siiresiyle iliskilendirilebilir. Delgado ve ark.,
fareler iizerinde MPTP ile olustural parkinson modelinde, ViP’in intra-kranial (i.c.)
olarak kullanilmasinda, dopaminerjik ndéron hasarinin engellendigi, dopamin ve
DOPAC seviyelerinin de azalmadig1 bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada, VIP’in sistemik
(i.p.) olarak uygulanmasinda noroprotektif etkisinin i.c. uygulamaya gére dnemli oranda
azaldig1 goriilmiis ve bunun nedeni, VIP’in normal sartlarda KBB’ini gegebiliyor
olmasma ragmen inflamatuar kosullarda ~ BBB’indeki gecirgenligin azalmasina
baglanmistir [34]. Ayrica, Delgado ve ark., VIP’in TNF-o, interlokin 1-p ve nitrik oksit
gibi mikroglial aracili proinflamatuvar faktorleri inhibe ederek kafa travmalarinda ve f3-
amiloid patolojili norodejenerasyonda (Alzheimer hastaligl) tedavi edici bir ajan

olabilecegini bildirmislerdir [31,33,36,68]. VIP, PACAP ile yapisal ve fonksiyonel



olarak benzer oOzelliklere sahiptir ve farkli afiniteler gostererek reseptorleri ortak
kullanabilirler [38,98]. Shoge ve ark. [156], retinal noron kiiltliirliinde glutamat
toksisitesine karsi, Reglodi ve ark. [140], sicanlarda stiatumda 6-OHDA ile olusturulan
toksisiteye karst PACAP’1n noron koruyucu etkilerini bildirilmislerdir. Castorina ve ark.
[22] ise, shwan hiicre kiiltiirinde hem VIP hem de PACAP’in néroprotektif ve noronal
devamlilikla ilgili olumlu etkilerini gdstermislerdir. Amstrong ve ark. [7] ise, PACAP
geni defektli farelerde periferik sinir hasarindan sonra rejenerasyon o6zelliklerini
incelemis ve kontrol hayvanlarina gore bir degisiklik olmadigin1 gozlemlemisler, ancak,
bu durumu PACAP’la biiyiikk oranda homolog olan VIP tarafindan saglanan
kompensasyonla saglanmis olabilecegine dair bir 6nermede bulunmuslardir. Tiim bu in
vivo ve in vitro ¢aligmalar bizim elde ettigimiz PH’nin multi-faktoriyel patolojisine
kars1 VIP’in koruyucu etkisini destekler niteliktedir. VIP’in doku koruyucu etkisi i¢in
s6z konusu olan anti inflamatuva, anti oksidan, anti apoptotik ve mikroglial hiicre
fonksiyonlarini diizenleyici etkisine ilaveten; bir ¢cok ¢alismada, farkli dokularda, mast
hiicrelerinin  aktivitelerini ve mediator igeriklerini degistirerek koruyucu etki
gosterebilecegi ileri siiriilmektedir [20,181,186,187,188]. Calismamizdaki diger bir
onemli bulgu da, VIP’in NGF pozitif beyin mast hiicre immiinoreaktivite oranini
artirmis olmasidir. NGF mast hiicreleri tarafindan sentezlenip salginan noérotrofik bir
molekiildiir [39,108,147,163,194]. NGF ve benzeri norotrofinlerin fare ve siganlarda
mast hiicreleri ve bazofillerin gelisim ve aktivasyonunu etkileyebildigi bildirilmistir
[163]. Neonatal sicanlarda, subkutan NGF uygulamasinin bir¢cok doku ve organda mast
hiicre hiperplazisi ve hipertrofisini tetikledigi gosterilmistir [108]. NGF, BDNF,
norotrofin-3, norotrofin-4 gibi norotrofik proteinlerin sinir sisteminde néron gelisimi,
korunmasi, farklilagsmasi ve devamliligi gibi olaylarda rol oynadiklar1 bilinmektedir
[157]. Norotrofinler ayn1 zamanda ndron uyarilabilirligini ve ndrotransmitter sentezini
de artirabilirler [163]. NGF, ndronlar iizerine yaptig1 koruyucu ve devamliligr saglayici
etkiyi mast hiicreleri lizerinde de gosterir. NGF’in apoptozu baskilayarak peritonel mast
hiicrelerinin devamliligini sagladig1 [89], bu hiicrelerin degraniilasyonunu ve mediator
saliimlarini diizenledigi [39], NGF’in mast hiicreleri iizerine otokrin ve parakrin etki
gosterebilecegi bildirilmistir [163]. Morfolojik olarak mast hiicre-noron iliskisi in vivo
ve in vitro ¢alismalarla gosterilmistir [14,94,95,111,148,159,179,195]. Mast hiicreleri

degraniile olduklarinda serotonin, histamin, heparin, TNF-a, gibi cesitli sitokinlerle



birlikte NGF’i de iceren graniillerini bosaltarak; sinir, endokrin ve immiin sistemin
arasinda iletisim hiicreleri olarak onemli roller istlenebilirler [11,29,47,116,176].
Tuncel ve ark. [188] yaptiklar1 elektron-mikroskobik c¢alismada siganlara 6-OHDA
uygulamasiyla striatal mast hiicrelerinin graniillerinin kontrol grubuna gore daha
siskinlesip igeriklerinin yogunlastigini, VIP ile tedavi edilen lezyonlu siganlarda ise
mast hiicre graniillerinin yine siskin ve belirgin oldugu ancak graniiler yogunluklarinin
azaldiklarin1 bildirmektedirler. Bu durumu, mast hiicrelerinin graniil igeriklerini klasik
degraniilasyon gdstermeksizin piece-meal graniilasyonla bosaltmalarma, VIP’in etkisini
bu sekilde gosterdigine baglayip; ndroprotektif etkisini de MH graniiler icerigindeki
NGF, sitokinler, TGFB1 gibi ndroprotektif maddeler 6zellikle de heparin ve kondriotin
siilffat gibi proteoglikanlar araciligi ile yapabilecegini ileri slrmiislerdir. Bizim
calismamizda, heparin pozitif immiinoreaktif mast hiicre sayisinda gruplar arasinda
belirgin bir fark gozlenmemistir. Ancak, heparin ve serotoninin birlikte, NGF ile
RMCP-II'nin de birlikte ayr1 bir ikili gibi davrandigi goriilmistiir. Bu ikili davranma
bigimi fakli mast hiicre alt tiplerindeki farkli graniiler igeriklerin bulunduguna dair
kaynak bilgileriyle de dogrusaldir. Rouleau ve ark. [147] yaptiklar1 ¢alismada, deneysel
bir MS modeli olan alerjik ensefalomiyelitte NGF’in mast hiicre hiperplazisini artirdigi
ve RMCP-II immiinoreaktif mast hiicre sayilariin anlamli derecede yiikseldigini
bildirmislerdir. Yapilan bir baska calismada, NGF uygulamasinin sicanlarda dalaktaki
mast hiicre hiperplazisi ve RMCP-II pozitif immiinoreaktivitesini anlamli derecede
artirdigi  bildirilmistir [108]. Bu ¢aligmalar bizim buldugumuz NGF-RMCP-II
baglantisin1 desteklemektedir. Sicanlarda mast hiicre graniiler igerikleri CTMC ve
MMC’lerde farkliliklar gosterir. MMC’lerde RMCP-II ve kondriatin siilfat spesifik
iken, CTMC’lerde serotonin, heparin ve RMCP-I spesifiktir [127,178,194]. Pejler ve
ark., heparinin sadece RMCP-I aktivitesini potansiyelize etmekle kalmayip inflamatuar
sartlarda bu molekiiliin inhibe edilmesini de engelledigini, RMCP-I ile heparin
molekiilleri arasinda sik1 bir iligki oldugunu gostermislerdir [127]. Bu ¢alismada ileri
siiriilen iliskiye benzer bir iliski de NGF ve RMCP-II molekiilleri arasinda olabilir.
Yani NGF ve RMCP-II molekiilleri bir sekilde birbirlerinin fonksiyonlarini
potansiyelize ediyor olabilirler. Ayrica, mast hiicre proteaz igeriklerinin koruyucu
etkiler gosterdigine dair bilgiler mevcuttur [194].Bu giine kadar fonksiyonlar1 hakkinda

cok az bilgi bulunan ve genellikle mast hiicre tiplemesinde karsimiza c¢ikan proteazlar,



belkide mast hiicrelerinin doku korunmasindaki rollerini diizenleyen dnemli molekiiller
olabilir. Bu baglamda , mast hiicrelerin farkli ortam ve sartlara gore yapisal ve
fonksiyonel 6zelliklerini degistirebildiklerini ve proteaz igeriklerinin de bu degisimden
etkilenmesini birlikte ele aldigimizda, RMCP-II gibi molekiillerin fizyolojik ya da
patolojik sartlarda kilit roller iistlenebilecegi ¢ikarimina varabiliriz. Yani, bugiin s6zii
edilen mast hiicre tipleri ve bunlar arasindaki morfolojik farkliliklar aslinda mast
hiicresinin fonksiyonel olacagi gorev igin ve gorev siiresince farklilasmis durumlari
olabilir. Tiim bu bilgilerden yola ¢ikarak, bizim c¢alismamizda buldugumuz VIP
tedavisiyle artmis NGF pozitif immiinoreaktivitesi, RMCP-II ve NGF in birlikte hareket
ediyor olmasi mukozal tipteki mast hiicrelerinin NGF aracili noroprotektif etki
gosterebilecegi; VIP’in modiilatdr 6zelligiyle MH’i etkileyip hem NGF aracilig: ile
hem de RMCP-II araciligi ile ikili bir ndéroprotektif etkiye neden oldugu sonucuna
varilabilir.

Sonug olarak, bu ¢alismada 6-OHDA ile olusturulmus ndronal dejenerasyonda
ViP’in ikili bir etki sagladigini gézlemledik:

1) Azalmis olan VATh GABA diizeylerini geri getirerek,

2) Beyin mast hiicrelerine etki edip onlarin noroprotektif bir molekiil olan NGF
iceriklerini artirarak.

Bu ikili etki 6-OHDA aracili deneysel Parkinson modelinde kaybedilen motor
Ozelliklerin tekrar saglanmasinda etkili bir tedavi saglamis olabilir. Ayrica, lezyon
sonrast ve tedavi sonrasi goriilen degismis VATh GABA diizeylerinin hastalik
patolojisinin ve bazal gangliyonlarin mekanizmalariyla ilgili yeni fikirler verecegi
diisiincesindeyiz. Ancak, bulgularimizdan yola c¢ikarak kurdugumuz hipotezlerin

dogrulugu gelecekte ilave caligmalar1 gerektirmektedir.
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