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OZET

Anti-oksidan Etkili Olan Diacerein, Silazapril ve Benazepril’in In Vitro Anti-
Parkinson Etkilerinin Arastirilmasi

Amagc: Parkinson hastalifinin patogenezinde ve semptomatolojisinde noronal
dejenerasyon, oksidatif stres ve glutamaterjik sistemin yer almasi, ndroprotektif terapotik
yeni hedefler icin 6nemli katki saglar. Anti-oksidan ve anti-inflamatuar nitelikte olan
diacerein; anormal seviyelerde artmis glutamaterjik iletimi inhibe eder ve proinflamatuar
sitokinlerin salimimimi ve {tretimini azaltmaktadir. Silazapril ve Benazepril ise
noroprotektif, anti-oksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir. Bu ¢aligmanin amaci
antioksidan, anti-inflamatuar ve noroprotektif 6zeliklere sahip Diacerein, Silazapril ve
Benazepril’in SH-SY5Y noroblastoma hiicre hattinda 6-OHDA ile indiiklenen in vitro
Parkinson modelinde oksidatif hasar ve a-siniiklein agregat {izerine tedavi etkilerinin

arastirilmasidir.

Materyal ve Metot: Bu c¢alismada, SH-SY5Y hiicre hattinda 6-OHDA ile
Parkinson modeli olusturuldu. 3 ayr plate icin 5 doz olacak sekilde deney diizenegi

kuruldu. TAS-TOS, MTT ve IL-10 kitleri ile analizi yapildi.

Bulgular: Kontrol gruplarinda canlilik %100 olarak tanimlandi ve diger gruplar
buna gore derecelendirildi. Sadece 6-OHDA toksisitesine maruz kalan grupta canlilik
oranlart yaklasik olarak biitiin platelerde %70 olarak belirlendi. En yiiksek canlilik
oranlart Diacerein 0.08 pM, Silazapril 2.5 uM ve Benazepril 0.16 pM
konsantrasyonlarinda belirlenmistir. Bu degerler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

TAC, TOS ve IL-10 testlerimizde de benzer sonuglar bulunmustur.

Sonug¢: Antioksidan etkileri bulunan 3 ilagtan her birinin MTT testlerinde 6-
OHDA’nin olusturdugu deneysel Parkinson modeline karsi etkisi saptanmistir. Bu
etkilerin ise sadece antioksidan etkilerden kaynaklanmadigi IL-10 gibi baz1 farklh

parametreler iizerinden de faydali etkilerini gosterebildikleri ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Benazepril, Diacerein, Norodejenerasyon, Oksidatif Stress,

Parkinson Hastalig1, Silazapril



ABSTRACT

Investigation of In Vitro Anti-parkinsonian Effects of Diacerein, Cilazapril
and Benazepril with Anti-oxidant Effects

Objective: The involvement of neuronal degeneration, oxidative stress and glutamatergic
system in the pathogenesis and symptomatology of Parkinson's disease makes an
important contribution to new neuroprotective therapeutic targets. Diacerein, which is
anti-oxidant and anti-inflammatory drug; inhibits increased glutamatergic transmission at
abnormal levels and reduces the release and production of proinflammatory cytokines.
Cilazapril and Benazepril have neuroprotective, anti-oxidant and anti-inflammatory
properties. The aim of this study is to investigate the treatment effects of Diacerein,
Cilazapril and Benazepril, which have antioxidant, anti-inflammatory and
neuroprotective properties, on oxidative damage in the in vitro Parkinson model induced

by 6-OHDA in the SH-SY5Y neuroblastoma cell line.

Materials and Methods: In this study, a Parkinson's model was created with 6-OHDA
inthe SH-SYS5Y cell line. The experimental setup was set up to have 5 doses for 3 separate

plates. Analysis was done with TAS-TOS, MTT and IL-10 kits.

Results: Viability was defined as 100% in the control groups and the other groups were
graded accordingly. In the group exposed only to 6-OHDA toxicity, the viability rates
were determined approximately 70% in all plates. The highest viability rates were
determined in the concentrations of Diacerein 0.08 uM, Silazapril 2.5 uM and Benazepril
0.16 uM. These values were found to be statistically significant. Similar results were

found in our TAC, TOS and IL-10 tests, as well.

Conclusion: The 3 drugs with antioxidant effects was determined found to have an effect
effective against the experimental Parkinson model formed by 6-OHDA in MTT tests. It
has been shown that these effects are not only due to antioxidant effects, but also show

beneficial effects on some different parameters such as IL-10.

Keywords: Benazepril, Cilazapril, Diacerein, Neurodegeneration, Oxidative Stress,

Parkinson's Disease
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1. GIRIS

Parkinson Hastaligi (PH), substantia nigra (SN)'daki dopaminerjik ndronlarin
islevsel bozuklugu sonucu ortaya cikan norodejeneratif bir hastaliktir.! Parkinson
Hastalig1 (PH); tremor, bradikinezi, rijidite, postural instabilite ve konusma gii¢liigli gibi
motor semptomlar; depresyon, demans ve uyku bozuklugu gibi motor olmayan
semptomlar ile iliskilidi.? Diinyadaki en yaygin ikinci nérodejeneratif hastalik PH’dir. PH
vakalariin %5-10'u genetik kokenli olup yaslanmayla iliskilidir. Genel niifusun yaklasik
%0,3"linii ve 65 yas iistii niifusun %]1-3"iinii etkiler.’

PH patolojik olarak, sitoplazmik inkliizyonlar olarak tanimlanan Lewy
cisimcikleri, SNc’deki dopaminerjik néronlarin kaybi ve a-siniiklein yanls katlanmasi
ve agregasyonu ile iligkilidir. Bunlara ek olarak mitokondriyal disfonksiyon, protein
klirensinde bozulma (temel ubikuitin-proteazom ve otofaji-lizozomal sistemleri igerir),
noroinflamasyon ve oksidatif stresi gibi ¢esitli patofizyolojik siiregler hiicresel hasari
ndronal eksitotoksisite ve norodejenerasyon ile sonuglanir.*

Giiniimiizde PH icin hedefe yonelik tedavi yaklasimlar1 striatal dopaminerjik
ndrotransmisyonunu arttirmaya yoneliktir.’> Temel farmakolojik ajanlar: levadopa (L-3,4-
dihidroksifenilalanin, L- dopa) ve dopamin (DA) agonistleri, monoamin oksidaz (MAQO)
ve katekol- o-metil transferaz (KOMT) inhibitérleri ve NMDA (N-metil-D-aspartat)
antagonistleridir. Ancak bu tedavi yontemleri yalnizca semptomlar1 hafifletir, PH’ nin
ilerlemesini engelleyemez.?’ PH’li hastalarin ¢ogu, semptomlarin baglamasindan sonraki
2 yil i¢ginde PH tedavisinde en etkili ilag olan L- dopa tedavisine ihtiya¢ duyar. PH'li
hastalarda L-dopa’nin uzun siireli fayda saglamasi, diizenli kullanilmasiyla iligkilidir.
Buna ragmen L-dopa ile iligkili motor komplikasyonlarinin gelismesi hastalarda endise

uyandirir.*?

10



Noroprotektif ajanlar ndrodejenerasyon ile iliskili patolojik mekanizmalar
azaltmay1r veya Onlemeyi amagclar.® Antioksidanlar ise merkezi sinir sisteminde
redoks/oksidasyon dengesini korur ve oksidatif hasara karsi savasir. Antioksidan ve
noroprotektif 6zelliklere sahip ajanlarin PH’nin nérodejenerasyonunu dnlenmesinde
etkili ve biiyiik firsatlar sundugu diisiiniilmektedir.’

PH patogenezinde glutamaterjik sinir terminallerinin hiperaktivitesi sonucu
glutamat konsantrasyonlarinda artis, ndronal hasara yol acabilir. Boylece PH ile
iliskili nérodejenerasyonda rol oynayabilir.!” Anti-oksidan ve anti-inflamatuar nitelikte
olan diacerein; anormal seviyelerde artmis glutamaterjik iletimi inhibe eder.* Silazapril
ve Benazepril; noroprotektif, anti-oksidan ve anti-inflamatuar dzelliklere sahiptir.®®

Bu tez calismasinda, 6-OHDA (6-hydroxydopamine) kullanilarak SH-SYS5Y
noroblastoma hiicre hattinda in vitro Parkinson modelinin olusturulmasi ve Parkinson
patogenezinde Onemli rol oynayan norodejenerasyon ve oksidatif stres iizerinde daha
once etkileri aragtirllmamig Diacerein, Silazapril ve Benazepril ’in ndroprotektif ve anti-
oksidan etkinliginin ¢esitli testler ve parametreler araciligiyla incelenmesi
amagclanmaktadir. Boylelikle hem PH’nin patogenizinin daha iyi anlagilmasina olanak
saglanacaktir hem de tedavi amaciyla kullanilacak ilaglarin tedavi edici etkileri ilk kez

yine bu ¢alismayla ortaya konulacaktir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Hastahig

2.1.1. Parkinson Hastalig1 Tamimi ve Tarihgesi

MO 1000 yilina ait geleneksel Hint ve eski Cin kaynaklarinda yer alan metinlerde
PH’yi diisiindiiren agiklamalara sahiptir. James Parkinson 1817'de yayinladig1 “Essay on
the Shaking Palsy”” makalesinde PH’yi ilk kez tibbi terimle norolojik bir sendrom olarak
tanimladi.'"!? Shaking Palsy'nin yayinlanmasindan elli y1l sonra Jean-Martin Charcot
istirahatte titreme, sertlik, ytliz hareketsizligi ve bozulmus yliriiyiis ve durus ile karakterize
bir bozuklugu tanimlamak igin ilk olarak 'Maladie de Parkinson' terimini kullandi.'?
1912°de Frederick Henry Lew; PH’li bireylerin beyninde intrandronal inkliizyonlarin,
tibbi terimle “Lewy cisimciklerinin” varligimmi bildirmektedir. 1919°da Konstantin
Tretiakoff, PH’de SN'nin etkilenen ana yapi1 oldugunu bildirir. 1957°‘de Kathleen
Monatgu ve Arvid Carlsson, birbirlerinden ayr1 olarak dopamini bir nérotransmitter
oldugunu, 1960’ da Oleh Hornykiewicz, PH’li bireylerin beyninde DA
konsantrasyonlarinin azaldigini bildirdi. 1967 George Cotzias, L-dopa’y1 oral olarak
uyguladi. Hastalarda motor iyilesme gorildi. 1997° de PH'nin ilk genetik nedeni
belirlendi. (SNCA).'"* PH, DA eksikligine yol acan substantia nigra pars compacta
(SNc)'daki dopaminerjik néronlarin nérodejenerasyonu ile iligkilidir. PH esas olarak a-
sinliklein kiimelenmelerinden olusan Lewy cisimcikleri (LB) veya Lewy noritleri (LN)
seklinde birikmesidir. PH motor ve motor olmayan semptomlar ile kendini gdsterir.'>!®

2.1.2. Parkinson Hastahi@ Epidemiyolojisi

PH, ikinci en yaygin norodejeneratif bozukluktur ve ¢ogu vakalarda nedeni tam
olarak bilinmemektedir. PH vakalarmin %35-10'u genetik kokenli olup yaslanma ile
yakindan iliskilidir.!” PH nin diinya ¢apindaki insidansi tahmini olarak; yilda 100.000

kisi de 5 ila >35 arasinda degismektedir. 50 yasindan dnce nadir goriiliir. 65 yas tstii
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niifusun %1-3"linii etkiler. Mortalite ise hastaligin baslangicindan sonraki ilk on yildan
sonra goriiliir. PH, ¢ogu popiilasyonda erkeklerde kadinlara gore iki kat daha yaygindir.
Gen-cevre etkilesimleri, sporadik Parkinson hastalig1 riskini kesinlikle degistirir. Birkag
kayda dayali calisma, Afrika kokenli Amerikalilarda Kafkasyalilara kiyasla daha diistik
bir PH prevalansi bildirmistir. Pestisitler ve travmatik beyin hasar1 gibi belirli ¢evresel
faktorlere maruz kalan bireylerde PH nin goriilme siklig1 6nemli 6l¢iide fazladir ve sigara
icenler veya kafein kullananlarda bu oran daha diisiiktiir.>>

2.1.3. Parkinson Hastahg: Etiyolojisi

PH, cok faktorlii norodejeneratif bir hastaliktir. SNc’deki noronlarin ilerleyici
dejenerasyonu; motor kortikal alanlar1 ve bazal gangliyonlari igeren noronal devrelerin
islev bozukluguna yol agar. PH'nin bagka 6nemli bir 6zellig ise sinir hiicrelerinin i¢inde
gelisen anormal ¢oziinmeyen Lewy cisimciklerinin varligidir. PH’de istemli motor
kontroliin ilerleyici bozulmasina ek olarak motor olmayan nérodavranissal anormallikler
de bildirilmistir.'8

2.1.3.1. Parkinson Hastahg Etiyolojisinde Yaslanmanin Roli

PH prevalans yasla birlikte istikrarl bir sekilde artar.!® Patolojik olarak yaslanma
ile SNc¢ 'deki pigmentli néronlar azalir. Diinya genelinde yaslanan niifus ve artan yasam
beklentisi ile Parkinson hastaligi olan kisilerin sayisinin 2030 yilina kadar %50'den fazla
artmasi beklenmektedir.'

2.1.3.2. Parkinson Hastalig1 Etiyolojisinde Cinsiyetin Rolii

Son zamanlarda yapilan bir meta-analize gore, Parkinson hastaligi her iki
cinsiyette yasa bagl olarak artmaktadir. 60-69 ve 70-79 yas grubu erkeklerde bu artig
daha fazladir®> Cinsiyete oOzgii farklhiliklarin ortaya ¢ikmasinda; kadin cinsiyet

hormonlarinin koruyucu etkisi, cinsiyetle iliskili bir genetik mekanizma veya g¢evresel
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risk faktorlerine maruziyet etkilidir. Cinsiyet farki, Asya arastirmalarinda daha az
belirgindir.?

2.1.3.3. Parkinson Hastalig1 Etiyolojisinde Genetik Yatkinhgin Rolii

Ailesel veya kalitsal PH formlarindaki gen mutasyonlarinin kesfi ve sonrasinda
yapilan bir¢ok ¢alisma ile erken baslangicli PH vakalarin %50'sinden fazlas1 ve geg
baslangicli PH formlarimin yaklasik %2-3'iinii PH’nin genetik faktorlerle baglantili
oldugunu gostermektedir.?*?! PH gelisiminde rol oynayan etkili mekanizmalar arasinda
yanlis katlanmig protein kiimelerinin birikmesi, protein klirens yollarinin basarisizligi,
mitokondriyal hasar, oksidatif stres, eksitotoksisite, ndroinflamasyon ve genetik
mutasyonlar yer alir.?® PH ile ilgili en yaygin genler SNCA, parkin, DJ-1, PINKI
genleridir. Ek olarak PH gelisiminde artisla baglantili bes farkli kromozom (5, 6, 8, 9 ve
17)’unda etkili oldugunu gostermektedir.?!

a-siniiklein geninin (SNCA) dozaji parkinsonizmden sorumludur. ilk olarak
ailesel PH formuna SNCA/PARKI geni tarafindan kodlanan o-siniiklein'deki yanlig
anlamli mutasyon (A53T)’u neden olmaktadir. Daha sonra, a-siniikleinin N-terminalinde
bulunan A30P, E46K, H50Q, G51D ve AS53E dahil olmak {izere birden fazla hatali nokta
mutasyonlar1 da tanimlanmaktadir. a-siniiklein mutasyonlari, bir dizi hiicre i¢i sinyal
programini degistirirler. Bu nedenle dopaminerjik noronlar i¢in toksiktir. Boylece o-

siniiklein ekspresyonunun azaltilmasi potansiyel bir terapétik yaklasim saglayabilir.?!
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I GEN MUTASYONLARI I
a-siniiklein

LRKK2

DJA1
PINK1

Parkin

Dopamin

Vezikiilii @ Mikrogliya

/v Aktivasyonu

UPS Dopamin Salinimi Néroinflamasyon
Bozunumu
Mitokondriyal
Disfonksyon
y :

ROS

Noéromelanin \ Azalmis
Modifikasyonu Demir

e
alsiyum

Sekil 2.1. PH'de oksidatif strese yol acan mekanizmalar

2.1.3.4. Parkinson Hastahg: Etiyolojisinde Cevresel Faktorlerin Rolii

MPTP, klinik olarak L-dopa’ya duyarli parkinsonizm gelisimi ile dogrudan
baglantili olan tek cevresel ajandir. Yanisira pestisit maruziyeti, kirsal alanlarda
(sanayilesmis iilkelerde) yasamak ve kuyu suyu i¢gmek PH ile yakindan iligkilidir.
1918'de Encephalitis lethargica salgini, “influenza pandemisi” ile gegici olarak
iliskilendirilmektedir. Etkilenen bireylerin bir alt kiimesi, ensefalitik sonrasi
parkinsonizm gelistirdi.***?
Coziiciiler ve PH ile ilgili epidemiyolojik calismalar az sayidadir ve bulgular

tutarsizdir. Birgok metalin irettikleri reaktif oksijen tiirleri (ROS), dopaminerjik

ndronlarda yogunlasarak ndromelanini baglar. Veriler kursun i¢in gii¢lii olsa da metallere
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maruziyetin PH riskini artirip artirmadigi net degildir, Beyin sarsintisina yol agan kafa
travmasi ile siirlhi ¢alismalar mevcuttur. Yapilan bir meta-analiz de pozitif bir iligki
oldugunu gostermektedir. Yasam stresi nortoksik etki gostererek PH ve diger
norodejeneratif bozukluklar i¢in bir risk faktorii oldugu ileri siirtilmiistiir. Fiziksel
aktivitenin bir dizi kronik hastalik i¢in (kardiyovaskiiler hastalik, kanser ve diyabet gibi)

koruyucu oldugu bilinmektedir, PH'ye kars1 koruyucu etkisi son 10 yilda gii¢lenmistir.?*

NOS inhibitérleri
Y
NMDA

Antagonistleri
Ca*2Selatorler

lutamat/Aspartat Egzitoksis Nitrik Oksit

Biiyliime Faktorii
J Ferritin Demir Salinimi

Agonistleri Katalaz Indiiksiyonu
— |

Bozulmus Hiicresel Solunum ) <——

emir birikimi, oksidatif stres ve infl

. . Biyoenerjetik Radikal
Anti-apoptotik llaglar Temizleyiciler Demir
|Iaglf1r Selatorleri

Néronal Olii

Azalmis Ubiquitin
Proteazom Sistemi

Sekil 2.2. Parkinson hastaliinda dopaminerjik noronlarin ndrodejenerasyonu ile iliskili
biyokimyasal olaylar. (Noktali ¢izgiler, ilaca bagli ndroproteksiyon i¢in potansiyel
hedeflerdir. NOS = nitrik oksit sentaz.)

2.1.4. Patogenez

PH patogenezinin olusmasinda, genetik ve ¢evresel faktor ve bunlarin etkilesimi
onemli rol oynar. PH patogenezine katkida bulunabilecek temel mekanizmalar sunlardir:
hiicresel stres yoluyla ROS iiretimi, mitokondri disfonksiyonu, endoplazmik retikulum
(ER) stresine bagli anormal protein katlanmasi, anormal sitoplazmik protein
inkliizyonlar1, ndroinflamasyon, hiicre dliimii ve trofik faktdrlerin kaybidir.?
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2.1.4.1 Oksidatif Stres ve Mitokondriyal Disfonksyon

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), diisiik/orta konsantrasyonlarda hiicre
fonksiyonlarini diizenlemede 6nemli rol oynarlar. Ancak canli organizmalar icin serbest
radikallerin yararli ve zararl etkileri arasindaki hassas denge, ¢ok dnemlidir. Bu denge
“redoks diizenlemesi” adi verilen mekanizmalarla saglanir. Fazla tretildigi takdirde
oksidatif strese neden olabilir. Toksik ROS, diger hiicresel bilesenlere baglanabilir ve
normal hiicresel fonksiyonlarini yok edebilir. Cevap niteliginde antioksidan savunmalari
harekete gecerek mekanizmay1 alt edebilir.

Beyin, yiiksek ve onemli bir oranda sabit oksijen seviyesine ihtiya¢ duyar. Bu
nedenle, beyinde bulunan serbest radikallerin ve diisiikk seviyedeki antioksidan
molekiillerin varligi, beyni oksidatif hasara karsi savunmasiz hale getirir. Insan PH
beynine bakildiginda artan miktarda lipid peroksidasyonu ve oksidatif stresle ilgili
molekiiller gdsterilmistir.>>

2.1.4.2. Protein Agregasyonu ve Yanhs Katlanma

Memeli hiicrelerinde ER, stoplazmada bir organel olup protein katlanmasinda
onemli rol oynar. Asirt ekspresyon veya olagandisi post-translasyonel modifikasyonlar
ve mutasyon, nedeniyle yanlis katlanmalar meydana gelebilir. Boylece ER'de stres
olusur. ER’de olusan stres siddetli oldugunda, hiicre 6liim programi etkinlesir. Hiicrede
bulunan yanlis katlanmis proteinlerin veya diger mutant proteinlerin etkilerine kars1 diger
hiicre elemanlar1 gibi ndronlar da hassastir. PH gibi ndrodejeneratif bozukluklarda, ER'de
olagandis1 kiimelenme ve yanlig katlanmis protein birikimi gozlenir. Bu proteinler
ndronlar i¢in zararhidir. PH'ye yol acan anahtar mekanizmalar arasinda asir1 miktarda o-
siniikleinin veya a-sinilikleinin klirensinin eksikliginin ve diger yanlis katlanmisg

proteinlerin varligi tespit edilmektedir.
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2.1.4.3. Noroinflamasyon

PH patolojisinin anahtar 6zelliklerinden birisi de noroinflamasyondur. Yapilan
bircok calisma da PH’li insan beyinlerinde SN ve striatumda mikroglia aktivasyonunu
s0z konusudur. Ek olarak IL-18, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin; BOS ve
bazal ganglionlarinda artti§i da  bulunmustur. Yakin zamanda yapilan
in vitro ¢aligmalarda, nitratlanmis ve kiimelenmis a-siniiklein formlar1 gibi farkl
kimyasal konformasyonlarin mikroglial aktivasyonu indiikleyebildigi ve hiicreler igin
toksik olan daha fazla kimyasal1 serbest birakabildigi bildirilmistir.?>

Norodejeneratif hastaliklar hiicre i¢i inkliizyon cisimciklerinin olusumu, anormal
protein-protein etkilesimleri, anormal protein katlanmasindan ve/veya ubikuitin-
proteazom sisteminin (UPS) diizensizliginden kaynaklanabilir. 'Proteinopatiler' olarak
adlandirilan bu yapilar simdilerde nérodejeneratif hastaliginda, noéronal disfonksiyon ve
ndronlarin dliimiinde temel bir rol oynadig diisiiniilmektedir.?’

2.1.4.4. Eksitoksisite

Glutamat, memeli merkezi sinir sisteminde anahtar ndrotransmiterdir.
Eksitotoksik siirecte temel rol oynar. SN'nin dopaminerjik noronlarinda glutamat
reseptorleri bol miktarda bulunur. Hiicre 6liimiiniinii indiiklemek i¢in glutamat, NMDA
reseptoriinii aktive eder. Takiben peroksinitrit iiretilir ve sonrasinda hiicre i¢i kalsiyum
seviyesi artar. Bu nedenle, peroksinitrit anyonu olan 3-Nitrotirozinin, PH’nin SN'sinde
anormal derecede yliksek bulunur.

2.1.4.5. Apoptoz

Apoptoz, noral hasarda anahtar rol oynar. Apoptozun PH'deki rolii tartigmali
olmakla birlikte, yapilan bir¢ok ¢alismada hem apoptotik hem de otofajik hiicre 6liimii
gosterilmektedir. Bu nedenle, apoptotik veya hiicre 6limii yolaklarini inhibe edebilen

ajanlar, PH'de noroprotektif ajanlar olarak kullanilabilir.
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2.1.4.6. Trofik Faktorlerin Kaybi

Son zamanlarda, norotrofik faktorlerin hiicrelerin hayatta kalmasinda 6nemli bir
rol oynadig1 ve bu faktorlerin eksikliginde PH'de hiicre 6liim yolaklarmin tetiklendigi
tespit edilmistir. PH'ye maruz kalmis insan beyninin nigrasinda BDNF, GDNF ve NGF
gibi faktorlerin hepsinin 6nemli Ol¢lide azaldigi bulunmustur. Biiyiime faktorleri,
dopaminerjik noronlarin biiyiimesini ve ¢ogalmasini uyarabildikleri i¢in, néroprotektif
ajanlar olarak ideal olabilirler.?®

2.1.5 Semptomlar

2.1.5.1. Motor Semptomlar

PH ilk olarak genellikle motor semptomlarla teshis edilir.?®

Dopaminerjik
noronlarin striatumdaki secici kaybi, motor kontroliin bozulmasina yol acar. PH’ nin
motor system yolagt; birincil motor korteks, ek motor alan, singulat motor korteks ve
premotor korteksten gelen ve striatal orta dikenli ndronlarin dendritleri tizerinde sonlanan
kortikostriatal projeksiyonlardan olusur.?’

Bradikinezi

Anatomik olarak defisit putamen ve globus pallidus'ta lokalize gibi
goriinmektedir. Bradikinezinin patofizyolojisi iyi tanimlanmig olmamasina ragmen DA
eksikliginin derecesi ile iligkili olan temel PH 6zelligidir. Hareket etmenin baglangicinda
gereken kas kuvvetinde bir azalma ile sonuglanir.

Tremor

Dinlenme tremoru, PH’nin en yaygin semptomudur. Tremorlar tek tarafli olup
cogunlukla ekstremitenin distal kisminda belirgindir. Bir elden digerine yayilan el
titremeleri, “supinasyon-pronasyon (“pill-rolling”)” titremeleri olarak tanimlanir. PH’1i

hastalarda dinlenme tremoru; dudaklari, ¢eneyi ve bacaklari etkiler. Bazi hastalarda bir

"i¢" sarsint1 seklinde titreme ile iliskili olmayan bulgularda gériiniir. Istirahat tremoruna
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ek olarak, daha belirgin ve engelleyici olan postural tremor (“re-emergent tremor”)’ da
vardir. Klasik dinlenme tremoru ile ayn1 frekansta meydana gelip dopaminerjik tedaviye
yanit verdigi i¢in istirahat tremorunun bir varyantini temsil edebilir.

Rijidite

Rijidite, PH'nin en sik goriilen ilk belirtilerinden biridir. Bir uzvun pasif hareketi
(eklem etrafinda fleksiyon, ekstansiyon veya rotasyon) boyunca mevcuttur. Proksimalde
(6rnegin boyun, omuzlar, kalgalar) ve distalde (6rnegin bilekler, ayak bilekleri) ortaya
cikabilir. Agr ile iliskili olabilir.

Postural instabilite

Genellikle PH’nin ge¢ evrelerinde diger klinik 6zelliklerin baslangicindan sonra
ortaya ¢ikan bir semptomdur. Anormal eksenel duruslara (anterokollis, skolyoz) neden
olan boyun ve govde sertligi (eksenel sertlik) meydana gelebilir. Boyun ve govde
durusunun biikiilmesine ve dirseklerin ve dizlerin biikiilmesine neden olan postiiral
deformiteler genellikle rijidite ile iliskilidir. PH’li hastalarda diger parkinson
semptomlari, ortostatik hipotansiyon, yasa bagli duyusal degisiklikler gibi bagka faktorler
de postiiral instabilite olusumunu etkilemektedir.>°

2.1.5.2. Motor Olmayan Semptomlar

Dopaminerjik kaynakli olmayan hiicre islev bozukluklart motor olmayan
semptomlarin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. PH’deki motor
olmayan semptom kompleksinin ¢ogusunun néroanatomik ve ndérokimyasal substratlari
bilinmemektedir.

Parkinson hastaliginin motor olmayan semptom kompleksi

Noropsikiyatrik semptomlar;

e Depresyon, ilgisizlik, kaygi

e Deliryum (ilag kaynakli olabilir)

20



Bunama

Dikkat eksikligi

Saplantili davranis (genellikle ilaca bagli), tekrarlayici davranis
Anhedonia

Panik ataklar

Biling bulaniklig1, konfiizyon

Haliisinasyonlar, illiizyonlar, sanrilar

Uyku bozukluklari;

Uykusuzluk hastaligi

REM atoni kayb1 ve uyku davranig bozuklugu
Diizensiz solunum

Canli riiya

REM uykusuna bagli olmayan hareket bozukluklar1
Huzursuz bacaklar ve periyodik uzuv hareketleri

Giindiiz asir1 uyku hali

Otonom semptomlar;

Mesane bozukluklari

Siklik
Terlemek
Aciliyet

Noktiiri

Cinsel islev bozuklugu

Kuru gozler (kserostomi)
Erektil disfonksyon

Hiperseksiialite (ila¢ kaynakli olmast muhtemel)
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Ortostatik hipotansivon

e Ortostatik hipotansiyona bagl diismeler
e Elbise askis1 agrist
Gastrointestinal semptomlar;
e Tiikiirik damlamasi

o Kabizlik

e Disfaji ve bogulma

e Fekal inkontinans

e Yetersiz bagirsak bosaltma
e Refli, kusma

e Ageusia

e Mide bulantist

Duyusal semptomlar;

e Koku alma bozuklugu

o Agn

e Parestezi

Diger semptomlar;

Bulanik ve ¢ift gorme
o Tiikkenmislik

e Kilo kayb1

e Sebore

e Kilo alimz.’!
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2.1.5.3. PH’nmin Motor Semptomlarimi Tedavi Etmek Icin Tedavi Secenekleri
DA ve onciillerinin yapilari ve bazi DA diizenleyici terapdtikler motor
semptomlarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. DA agonistleri, MAO-B
COMT inhibitorleri, Amantadin v.b.
2.1.5.4. PH’nmin Motor Semptomlarimi Tedavi Etmek Icin Tedavi Secenekleri
Depresyon ve Anksiyete icin;
e Benzodiyazepin,
e SSRI,
e SNRI,
e Trisiklik antidepresan (TAD),
e Ek Anksiyete ilaglar1 (Buspiron v.b.)
e Diger antidepresanlar (Bupropion, Mirtazpin)
Asiri salya icin;
e (Glikopirolat
e Botulinum toksin A/B
Gastrointestinal Sorunlar;
e Mide bulantis1 ve kusma (Ondansetron)
e Kabizlik (Lubiproston)*
2.1.6 Tanm1 Yontemleri
PH; baslama yasi, klinik prezentasyon, ilerleme hizi ve tedaviye yanit agisindan
oldukg¢a heterojen norodjeneratif bir hastaliktir. PH i¢in tan1 koymak zordur. Clinkii tani
testleri ve biyobelirtecler hastaligin erken evrelerinden kesin bir taniya izin
vermemektedir.>* Genellikle iki veya daha fazla motor bulgunun (bradikinezi igermesi
gerekir) varligr ve L-dopa’ya tutarli bir yanit1 icermesi gerekmektedir. PH tanisi i¢in

popiilasyona dayali ¢alismalarda hastalarin %15'inin klinik kriterleri karsilamadigini ve
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klinik bakim altindaki hastalarin %20'sinin ise tespit edilmedigini gostermistir. Otopsi
caligmalarinda progresif supraniikleer felg (PSP), multisistem atrofi (MSA) veya
kortikobazal dejenerasyon gibi dejeneratif parkinsonizmler gibi yaygin yanlis tanilar
konulmaktadir>* Bu nedenle PH alt tiplerinin daha iyi tamimlanmasi
gerekmektedir. PH nin hastalik mekanizmalar1 farklilik gosterdigi igin kisiye 6zgii tedavi
yaklagimlar elzemdir.

Uluslararas1 Parkinson ve Hareket Bozuklugu Dernegi (MDS) son on yilda yaygin
olarak kullanilan Queens Square Beyin Bankasi (QSBB) bir dizi kriter onermistir. Bu
kriterler, bradikinezi ve en az bir ek kardinal motor ozelligin (rijidite) varligi ile
tanimlanan bir PH sendromunu gosteren uzman klinik norolojik muayeneye ve ayrica
destekleyici ve diglayic1 ozelliklerin uygulanmasina dayanir. MDS kriterlerinin bir
dogrulama c¢alismasinda, “klinik olarak olast PH” teshisi i¢in; duyarlilik (%96) ve
ozgulliik (%95) gostermistir.

PH veya alternatif bir teshisi desteklemek icin olusturulmus yaygin yardimci
testler;

1. Olgek
a. Koku Islevi ( UPSIT; Sniffin Sticks )
2. Goriintiilleme
a. Yapisal MRG
b. MR-DWI
c. DAT-SPECT
d. MIBG-SPECT
e. FDG-PET
3. Transkraniyal Ultrason

4. Genetik test
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Sonug olarak, genetik, Parkinson hastalig1 teshisinin geleceginde énemli bir rol
oynayacaktir.*?

2.1.7. Giincel tedavi yaklasimlari

PH, bir¢ok motor ve motor olmayan 6zellikten olusan bir hareket bozuklugu ile
karakterize yaygin bir nérodejeneratif hastaliktir. Motor 6zelliklerinin ¢ogu, SNc'deki
dopaminerjik ndronlarin kaybindan kaynaklanir: Bu nedenle, PH i¢in mevcut
farmakolojik tedavi yaklasimlarinin ¢ogu, striatumdaki dopaminerjik hasar1 diizeltmeyi
amaglar.’

2.1.7.1. Onaylanmis Oral PH Tedavileri

DA onciileri PH semptomlarmin tedavisinde altin standart olarak kabul
edilmektedir. L-amino asit dekarboksilaz (AADC) enzimi ile biyosentetik olarak
dopamin’e doniistiiriilen levodopa (L-dopa), PH hastalarinda DA seviyelerini artirmak
icin yaygin olarak kullanilir. L-dopa, 1967'de piyasaya siiriilmiistiir. Sistemik yan etkileri
(bulant1, hipotansiyon ve terleme)’ni 6nlemek amaciyla genellikle L-dopa karbidopa ile
kombine edilmektedir.’®*” Motor dalgalanmalar PH’ nin yaygin bir komplikasyonudur.
L-dopa tedavisinden yaklasik 5 yil sonra hastalarda “On-Off” donemi gelisir. “On-Off”
fenomeninde, fonksiyonel dopamin (DA) seviyeleri striatumda dalgalanir. Dakikalar
icinde bir kisiyi hareketlilik ve hareketsizlik dongiisii igerisinde birakarak hastay1
neredeyse hareketsiz konumda birakir.*8

2.1.7.2. Dopamin Agonistleri

DA agonistleri DA reseptorlerini agonize ederek dopaminin etkilerini yiikseltirler.
Beyinde bes tip DA reseptorii vardir; D1, D2, D3 ve D4 ve D5. Bazal ganglionlarda var
oldugu bilinen; D1 ve D2 reseptorleri istemli hareketten sorumlu olup D3 reseptoriiniin
kesin islevi bilinmemektedir. D3, D4 ve D5 reseptorleri, beynin limbik sistem gibi

bolgelerinde bulunur. Bu nedenle PH’de goriilen biligsel ve duygusal degisikliklerde rol
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oynayabilir. PH tedavisi i¢in recete edilen onaylanmis DA agonist ilaglar1 arasinda;
apomorfin, bromokriptin, ropinirol, pramipeksol ve rotigotin yer alir. Bu molekiillerin her
biri en giiclii etkilerini D2 reseptorleri lizerinde gosterirler. En sik recete edilen DA
agonist ilaclar1 pramipeksol ve ropiniroldiir. Yapilan son ¢alismalara gére DA reseptor
agonistleri; "néro-koruyucu" veya hastaligi modifiye edici bir rol igerebilir. Béylece PH
tedavisinde tercih edilebilirlikleri daha da artmaktadir.

2.1.7.3. Katekol-O-Metiltransferaz inhibitorleri (COMT-I)

COMT, dopamini 3-metoksitiramine (3-MT ) doniismesini katalize eden bir
enzimdir., COMT’un inhibisyonu, beyinde DA seviyelerinin artmasina, motor
semptomlarin azalmasimi saglar (Entakapon ve tolkapon). Entakapon kullanimi daha
yaygindir. Yart omrii kisa oldugu i¢in etkisi de kisa stirmektedir.

2.1.7.4. Monoamin Oksidaz-B Inhibitérleri (MAO-B)

Beyinde MAO-B'nin inhibe edilmesi sonucunda sinapsta DA seviyeleri artirilarak
semptomatik iyilesme saglanir. PH tedavisi i¢in onaylanan ilk MAO-B inhibitori
selegeline’dir. DA konsantrasyonlarini artirmak i¢in PH tedavisi icin terapotik rejime
dahil edilmistir. Onaylt MAO-B inhibitorleri arasinda rasagilin’ de bulunur. Her iki ilacta
geri doniisii olmayan inhibitorlerdir

2.1.7.5. Antikolinerjikler

Antikolinerjikler (Benzatropin, triheksifenidil), dogrudan dopaminerjik sistem
tizerinde etki etmeyip asetilkolinin aktivitesini modiile ederek PH’de tremor ve
distoni lizerinde faydali etki gosterebilirler. Yan etki potansiyeli nedeniyle de genellikle
dopaminerjik ajanlara direngli tremor tercih edilirler. Antikolinerjik ajanlarin yan etkileri
arasinda bulanik gérme, kuru mukus zarlari , idrar retansiyonu ve bilissel/zihinsel durum

degisiklikleri yer alir.
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2.1.7.6. Amantadin

Gegmiste anti-viral terapi olarak kullanilan, PH’de ise diskineziyi hafifletmek i¢in
recete edilen bir NMDA tipi glutamat reseptor antagonistidir. PH’ nin erken evrelerinde
faydalidir. Tremor {izerine biiyiik etki gosterir. Mental durum degisiklikleri, alt ekstremite
odemi ve livedo retikiilaris ilacin yan etkileri arasindadir.¢-’

2.1.7.7. a-2a antagonistleri

a-2a reseptorleri, Striatopallidal noronlarda lokalizedir. Daha ¢ok D2 reseptorleri
ile birlikte lokalize olurlar. a-2a antagonistleri, a-2a reseptorlerine etki ederek striatal
pallidal noronlarinin asir1 aktivitesini azaltirlar. Boylelikle anti-parkinson etkilerinin
ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir.>¢

2.1.7.8. Diger Tedavi Yontemleri

2.1.7.8.1. immiinoterapiler

a-sintiklein, vezikiiler tasimanin iglev bozuklugunu, lizozom-otofaji sistemindeki
bozulmalari, mitokondriyal islev bozuklugunu ve oksidatif stress gibi patojenik
mekanizmalara neden olur. o-siniikleinin yayilmasini engellemek icin hiicre dis1 o-
siniikleini hedef alacak ve pargalayacak oOzel antikorlar iiretmek i¢in deneysel bir
yaklagimlar disiiniilmektedir. Boylece komsu hiicrelerin enfekte edilmesi de
onlenmektedir.

Faz 1 klinik deneylerinde olan a-siniikleinin  (prasinezumab veya
PRXO002, Prothena ) C-terminalini hedefleyen bir monoklonal antikorun, serbest serum
a-sintikleini yaklagik %97 oraninda azalttigi gosterilmistir. Ayrica o-siniikleinin N-
terminal kismini hedefleyen baska bir antikor suan da faz II denemesinde olup, o-
siniiklein patolojisinin yayilmasini azaltmaktadir.

Ancak hedef antikorlarin kullanimlarinda; kan-beyin bariyerini gegme ve

beyindeki a-siniiklein homeostazini etkileme yetenegi, islevi tam olarak anlagilmayan bol
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miktarda bulunan a-siniiklein proteininin fizyolojik islevinin baskilanmasinin zararh
olabilecegi gibi potansiyel bir takim engelleyiciler vardir. Bu nedenle giivenliginin uzun
vadeli degerlendirilmesi 6nemlidir.

2.1.7.8.2. Norotrofik Faktorler

Glial hiicre tiirevi norotrofik faktor (GDNF), glial hiicre dizisinden tiiretilir.
Dopaminerjik noronlar iizerinde faydali etkileri oldugu i¢in noéroprotektif tedavilerin
gelistirilmesinde biiyiik ilgi odagidir.

Bir GDNF analogu olan Neurturin de hastalarda denenmistir. Yakin zamanda
ajanin, hastalar i¢in terapotik faydalari olup olmadigini sdylemek i¢in heniiz ¢ok erken
olmasina ragmen, 6nemli yan etkiler olmaksizin verilebilecegi bildirilmistir.

2.1.7.8.3 Rejeneratif Tedaviler

Yukarida agiklanan farmakolojik yaklasimlarina ek olarak, kayip dopaminerjik
ndronlara yonelik hiicre bazli ve gen terapilerinin kullanimi biiyiik ilgi odagidir. Bu
tedavilerin amaci, mevcut dopaminerjik tedavilere nazaran daha hedefe yonelik olup
onceki fizyolojik yapisina geri dondiirmektir. Bu yaklagimlarin bir¢ogu suan klinik
deneylere girmektedir.

Kok hiicreler, hastalara dopaminerjik néron progenitdr hiicre kaynagi sunar ve
klinik denemeleri su anda devam etmektedir. Partenogenetik kok hiicre, tiirevli noral kok
hiicreleri igerir. Denemeleri birka¢ yildir devam eder. Indiiklenmis pluripotent kok
hiicrelerden (iPSC'ler) iiretilen dopaminerjik progenitdrlerin Japonya’da klinik denemesi
baslamistir. Cin'de ise embriyonik kok hiicre (ESC) tiirevli hiicreleri iceren denemeler
devam etmektedir.

2.1.7.8.4. Derin Beyin Stimiilasyonu

Derin beyin stimiilasyonu (DBS), subtalamik ¢ekirdek ve globus pallidus internus

dahil olmak {iizere subkortikal yapilari uyaran elektrotlarin cerrahi implantasyonunu
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igerir. Dopamine bagimli motor semptomlarin tedavisinde ve levodopanin neden oldugu
yan etkiler iizerine yararhidir. Ozellikle PH icin bir baska yerlesik bir tedavidir. DBS,
tremor disindaki dopamine direngli semptomlar (yiirlime bozuklugu ve postural
instabilite)’a kars1 kotii yanit verir.>>

2.2. Anti-oksidan ve PH Iliskisi

Redoks dengesinin korunmasi noronal hayatta kalmak i¢in 6nemli bir faktordiir.
PH'nin patogenezinde ve ilerlemesinde rol oynayan mekanizmalar tam olarak
anlasilmamis olsa da, dopaminerjik noronlardaki dejenerasyonda oksidatif stres 6nemli
bir rol oynar. ROS beyinde esas olarak; DA metabolizmasi, mitokondriyal disfonksiyon
ve noroinflamasyondan sorumludur. Boylece PH nérodejenerasyonuna katkida bulunur.
Bu nedenle koruyucu siireclerin diizenlenmesinde yer alan mekanizmalar, énemli bir
arastirma odagi olmustur.

PH ile ilgili yapilan son deneysel c¢alismalar, ndronal dejenerasyonun molekiiler
yollarina daha 6nce bilinmeyen mekanizmalarin altini ¢izmistir. Sonuglar, simdiye kadar
elde edilen terapotik tasarimlardir (L-dopa, DA agonistleri, MAO-B ve KOMT
inhibitorleri, NMDA antagonistleri v.b). Bugiline kadar hayvan modelleri ve klinik
deneylerden alinan sonuglara ragmen; hastaligin ilerlemesi {izerinde bir etki
gosterilmemistir.*°

2.3. Noroprotektif ve PH Iliskisi

Noroproteksiyon,  oksidatif  stresi,  ndroinflamasyonu,  mitokondriyal
disfonksiyonu, eksitotoksisiteyi, protein yanlis katlanmasini, yikici otofajiyi ve apoptoz
gibi ndrodejenerasyona sebebiyet verecek olaylari sinirlayarak néronal hasar1 6nlemede
yetkindir. Bdylece PH’nin ilerlemesini yavaglatarak terapotik stratejiye Onciiliik
etmektedir. Glivenilir bir ndéroprotektif ajan; PH hayvan modellerinde ve daha sonra

klinik deneylerde, fonksiyonel nigral dopaminerjik noronlarin korunmasi, apoptotik
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hiicre 6liimiinii azaltarak ve glutatyon bagimli antioksidan sistemleri aktive etmesi, motor
disfonksiyonunu azaltmasi gibi niteliklere katkida bulunmasi gerekir.

PH'nin ilerlemesini yavaglatmak ic¢in ndroprotektif ajanlar umut verici sonuglar
yansitmaktadir. PH ve ndroprotektif ¢alismalar incelendiginde kafein, Koenzim Q10
(CoQ10), kreatin, minosiklin ve rasagilin, nérodejeneratif hastaliklar1 6nlemede en 1yi
adaylar olarak tanimlanmistir. Bununla birlikte, mevcut arastirmalar PH'de
noroproteksiyon i¢in en umut verici ajanlarin; minosiklin, kreatin ve rasagilin'in
oldugunu ve iiciiniin de su anda Faz I1I denemelerinde oldugunu gostermektedir. PH i¢in
umut verici diger noroprotektif ajanlar; nikotin, kafein, ibuprofen ve DHA, melatonin,
D.E ve C vitamini, NSAID'ler, aspirin, GSH, CoQ10 olarak gosterilmektedir. Geriye
kalan ajanlardan IP6, riboflavin, beta-karoten, Liraglutide, Ex-4, Phenylbutirate ve
Isradipine, PH riskini azaltmada umut verici sonuglar gosterir. Yine de insanlarda
ndroprotektif olup olmadiklarmi belirlemek icin daha fazla calismaya ihtiyac vardir.*!

2.4. Diacerein

Diinya ¢apinda 20 yildir farkli endikasyonlarla ilgili bircok ¢alisma da umut verici
farmakolojiketkiler gostermistir. Nefrotoksisite ve bobrek hasarini koruyucu etki igerir,
glisemik kontrol, insiilin duyarliliginda ve glukoz toleransinda iyilesme, anti-noéropatik
agri, anti- inflamatuar, anti-iilseratif kolit, testis hasar1 koruyucu etki, servikal
hiperkeratoz Onleyici etki, kanser Onleyici etki, hepatoprotektif etki, epidermolizis
biilloza, tiroid disfonksiyonu ve intervertebral disk dejenerasyonu gibi bulgularda
terapotik bir rol oynar.** Ek olarak anti-osteoartrit,* anti-oksidan, anti-apoptozve
glutamaterjik iletimi inhibe ederek antinosiseptif etki de gosterir.** Parkinson
hastalarindan alinan serumda ve BOS'ta IL-1B, IL-2, IL-6, IFN-y ve TNF-a sitokin

seviyeleri artar.** Yamsira diacerein kullanim sonucunda proinflamatuar sitokinlerin
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(interlokin-1p [IL-1B] ve tiimor nekroz faktor alfa [TNF-a] gibi) saliimini ve iiretimini
azalttig1 goriilmiistiir.*

2.5. Silazapril

Giicli ve uzun etkili ACE inhibitorii ilactir.*® Anti-oksidan etkilidir.’
Anjiyotensin doniistliriici enzim (ACE) inhibitér ilaglarmin, bradikinin yikimini
engellemesi sonucu mitokondriyal adenozin trifosfata duyarli potasyum kanallarim
actiklarindan dolay1 ndroprotektif etkilerinin olduklari diisiiniilmektedir.*® Ek olarak
antioksidan etkilerinden dolay1 da ndroprotektif etkileri oldugu diisiiniilmektedir.®

2.6. Benazepril-HCl

Intraserebral kanama, eksitotoksisite ve diyabetle iliskili bilissel hasarlar
tizerindeki noroprotektif etkilerine ek olarak melanom, renal iskemi-reperfiizyon hasari
ve pulmoner hipertansiyona karsi etkileri ile de dogrulanan antioksidan ozellikler
sergileyen ACE inhibitérii ilactir.’

Antioksidan, anti-inflamatuvar ve noroprotektif etkilere sahip oldugu bilinen
Diacerein, Silazapril ve Benazepril 6-OHDA ile indiiklenmis SH-SYSY hiicre hattinda
etkinligini arastiran herhangi bir ¢alisma literatiirde mevcut degildir.

2.7. PH ve Deneysel Modeller

PH, SNc ndrodejenerasyon sonucu dopaminerjik ndronlarin sayisinin azalmasiyla
karakterize, motor ve motor olmayan semptomlari iceren en yaygin ndrodejeneratif
hastaliklardan biridir.

PH hayvan modellemeleri yontemi dort kategoriye ayrilir;

1. Norotoksin modeli,
2. Genetik model,
3. Norotoksin ve genetik model

4. Diger model gruplari
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Norotoksin model grubu, harhangi ilag enjeksiyonu kullanilarak yapilan hayvan
modellerini igerir. Genetik model ise, herhangi bir gen manipiilasyonu ile yapilan hayvan
modelleridir.

2.7.1. Norotoksin modeli

Dopaminerjik noronlarin  dejenerasyonuna birgok farkli  toksin sebep
olabilir. Toksinlerin ¢ogusu, Kompleks I'i giliclii bir sekilde inhibe edebilir veya
mitokondri tizerindeki etkileri yoluyla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini
artirabilir.

2.7.1.1. 6-Hidroksidopamin

Norotoksin, 6-OHDA, yapisal olarak DA ve norepinefrine (NE)
benzer. Noronlarin igine girdikten sonra kolayca oksitlenir ve toksik olan hidrojen
peroksit ve parakinon iiretir. 6-OHDA, kan-beyin-bariyerini kolayca gecmez, ancak
dogrudan beyne uygulandiginda, spesifik olarak DA ve NE noéronlarini ve bunlarin
terminallerini 6ldiriir. 6-OHDA, enzimatik olmayan hizl1 bir oto-oksidasyona ugrayarak;
hidrojen  peroksit, siiperoksit radikalleri, kinonlar ve hidroksil radikalleri
tiretir. Mekanizma tam olarak anlasilmasa da, bu reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu
stresin 6-OHDA'dan kaynaklandigi diistiniilmektedir ve bu modelde Lewy ile iligkili
patoloji yoktur. Baz1 bilesiklerin noroprotektif islevini incelemek i¢in 6-OHDA modelleri
tizerinde ¢ok sayida calisma yapilmistir 6-OHDA modeli PH patolojisini miitkemmel bir
sekilde taklit ettigi bilinmektedir.->0!

2.7.1.2. Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP)

MPTP, dopaminerjik noronlar1 harabiyete ugratan norotoksinlerden
biridir. MPTP, lipofilik bir molekiil olup kan beyin bariyerini kolayca gecer. Sistemik
uygulamadan sonra MPTP, astrositlerde = MAO-B tarafindan MPDP+'ya

doniistiiriiliir. Daha sonra DA tastyici aracilifiyla dopaminerjik noronlar tarafindan
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emilen toksik bir metabolit olan MPP+'a oksitlenir. A MPP+, mitokondriyal elektron
tasima zincirinin kompleks-I'ini bozar, bdylece oksidatif stres ve ATP olusumunda
azalmaya neden olur. MPTP'nin dopaminerjik néronlar1 dejenere ettigi mekanizma bu
sekilde gerceklesir. Insanlarda MPTP tarafindan indiiklenen siddetli parkinsonizm bu
modelin gelistirilmesine yol agmustir. PH i¢in hayvan c¢alismasindaki ana Onemli
siirlamalardan biri, hizli ve gegici nérodejenerasyondur. Ancak MPTP'nin neden oldugu
semptomlar yavas ortaya ¢iktigindan, bu sinirlama MPTP modeli i¢in gegerli degildir.
2.7.1.3. Diger Norotoksinler

PH hayvan modelleri yapmak i¢in kullanilan diger norotoksinler; rotenon,
parakuat, maneb ve trikloroetilen gibi bazi pestisitlerdir. , norotoksinler olarak
kullanilir. Pestisitlere maruziyet, PH i¢in iyi bilinen bir risk faktoriidiir.

Rotenon, lipofiliktir. ~ Kan-beyin bariyerini ve hiicre zarlarin1 kolayca
gecer. Kronik rotenon uygulamasi, striatumdaki DA terminallerinin kaybina ve ardindan
SN'deki dopaminerjik noronlarin dejenerasyonuna neden olur. Dezavantajlari; yiiksek
mortalite, fenotipik degiskenlik ve PH ile iligkili olmayan semptomlardir.

Paraquat, mitokondriyal kompleks I'in zayif bir inhibitoriidiir. SN'de DAerjik
noron kaybina neden olur. Kemirgen c¢alismalarinda Lewy benzeri yapilar
gbzlemlenmistir.

Maneb, kompleks III'iin bir inhibitorii olan, ndrotoksindir. Maneb ve parakuat
kombinasyonu SN'de 6nemli bir ndronal kayiba neden olur.

Trikloroetilen, son zamanlarda kullanilmaya baglanan bir
norotoksindir. Trikloroetilen ile tedavi edilen kemirgenler, striatumda DA tiikenmesi ve

davranissal eksiklikler gozlenmektedir.
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Norotoksin modellerinin neredeyse higbiri PH'nin herhangi bir patolojik 6zelligini
taklit etmeyip, bunun yerine sadece semptomlar1 taklit ederler. Ayrica, ndrotoksin
modelleri geg, kronik, DA eksikligi durumunu yansitir.>>%3

2.7.2. Genetik Modeli

PH'daki en 6nemli genetik faktorlerden biri, a-siniiklein ( SNCA )’ dir. SNCA,
PH'nin 6nemli patolojik 6zelligi olan Lewy cisimciklerinin ana bileseni olan a-siniikleni
kodlar. SNCA'nin duplikasyonu ve triplikasyonu, ek olarak A53T ve A30P gibi nokta
mutasyonlart PH’ye neden olur. PH'de yapilan, genom ¢apinda iliskilendirme ¢alismasi
(GWAS), en yiiksek riskli Single niikleotid P (SNP)min SNCA 'da lokalize oldugunu
gostermistir.

Yapilan c¢aligmalar dogrultusunda PH’nin patolojisi ve tedavisinin
aydinlatilmasina katkida bulunan bir dizi o-siniiklein transgenik hayvan modeli
olusturulmustur. a-siniiklein transgenik modeli, insan PH'sine benzer. Deneysel
modelde yaplan fenotipler esas olarak a-siniikleini asir1 ifade etmek i¢in kullanilan giiglii
eksojen promotorlere baghdir. Ancak diger yontemlere kiyasla istenen fenotipleri elde
etmek genellikle zaman alir ve bazen zordur.

Genetik modellemeli PH i¢in; genlerin asir1 ekspresyonu veya silinmesiyle baska
genetik modeller de olusturulur. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, a-siniikleinin prion
benzeri 6zelligi ile PH'nin patolojik bir durumunu olusturmak i¢in katkida bulunacagina
dair yayilma hipotezleri dikkat ¢ekmistir. Eksojen olarak uygulanan a-siniiklein fibrilleri
tarafindan olusturulan yayilma modeli hala gelistirme asamasindadir, ancak bir fenotip
elde etme; nispeten kolaydir ve transgenik modele gore deney i¢in gereken siire daha
kisadir. Boylece bu modelin insan dist primatlara ve diger hayvanlara uygulanabilmesi
biiylik bir avantaj saglar. Ancak yayilma hipotezi dogru olsa bile, baslangictaki o-

siniiklein kiimelerinin nerede ve nasil olustuguna dair eksik bilgiler yer alir. Yanisira
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fibrilleri hazirlama ve enjekte etme yontemi, tesisler arasinda farklilik gosterir, bu da bu
modelde a-siniikleinin yay1lma derecesini ve hiicre kaybim etkiler.>*

2.8. 6-OHDA ve PH Hiicre Kiiltiirii Modeli

SH-SYS5Y hiicre dizisi, ilk olarak 1970'lerin baginda sempatik adrenerjik gangliyal
kokenli bir noroblastom hastasinin kemik iligi biyopsisinden olusturulan SK-N-SH
hiicrelerinin ti¢ kez klonlanmuis bir alt dizisidir.

SH-SYSY hiicre dizisi, noronal farklilasma, metabolizma ve nérodejeneratif ve
ndroadaptif siiregler, norotoksisite ve noroproteksiyon ile ilgili fonksiyon analizi dahil
olmak tizere deneysel norolojik ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. SH-SYS5Y
hiicreleri, Dopaminerjik néronlarin birgok 6zelligine sahip oldugundan, SH-SYSY hiicre
cizgisi, son zamanlarda PH arastirmalari i¢in bir dopaminerjik néronal model olarak
kullanilmustir.

SH-SYSY hiicreleri, DA’y1 sentezleme yetenegine sahiptir, ¢iinkii hiicreler tirozin
ve DA-B-hidroksilazlar eksprese eder. Ikinci olarak, SH-SY5Y hiicreleri, merkezi sinir
sistemi i¢indeki sadece Dopaminerjik noronlarda ifade edilen bir protein olan DA
tastyicisin1 (DAT) ifade eder; Ugiinciisii, SH-SY5Y hiicreleri sadece diisiik seviyelerde
DA reseptorii eksprese etmesine ragmen, noroprotektif olabilen DA agonistleri SH-SYSY
hiicrelerinde degerlendirilebilir. Son olarak, SH-SYS5Y hiicreleri, bazi ajanlarin
varliginda daha belirgin bir dopaminerjik ndronal fenotipe farklilastirilabilir ve bazi
farklilagmis SH-SYSY hiicreleri, birincil mezensefalik ndronlara benzer.

Farklilasmamig SH-SY5Y hiicrelerinin PH hiicre modeli olarak kullanilmas1 bazi
dezavantajlar igermektedir. ilk olarak, siirekli boliinen bir hiicre c¢izgisi olarak,
farklilagmamis SH-SYSY hiicrelerinin sayisi deney siiresince artar, bu nedenle
noroprotektif veya norotoksik ajanlarin proliferasyon hizini veya hiicre 6liim oranini

etkileyip etkilemedigini ayirt etmek zordur. Ikincisi, kiiltiirlerdeki SH-SY5Y hiicreleri
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senkronize degildir ve her zaman olgun ndronlarin tipik belirteglerini sergilemez, bu da
deneylerde belirsizlige yol acar.>

PH, SN dopaminerjik néronlarin 6liimii ile karakterize edildiginden, bu hiicre
hattinin bir dopaminerjik fenotip gosterme derecesi, modelin gegerliligi ile ilgili 6nemli
bir husustur. Bu baglamda 962 makaleden 392'si SH-SYS5Y hiicrelerinin dopaminerjik bir
fenotipe sahip oldugunu, ancak ger¢ekte destekleyici kanit gostermedigini
belirtmektedir.

SH-SYS5Y hiicreleri, PH ile ilgili bazi toksinlerin etkilerinin altinda yatan
molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1 incelemek, ailesel PH genleri iizerinde fonksiyonel
calismalar yapmak ve PH tedavisi i¢in varsayilan koruyucu bilesikleri test etmek igin
kullanilmigtir. Bu nedenle, bu hiicre dizisi, PH'nin molekiiler karmasikligin1 ¢6zmeye
yardime1 olmak igin degerli bir varlik olmustur.>®

6-OHDA, dopaminin oksidatif bir metabolitidir. Parkinson hastaliginin deneysel
modellerini olusturmak icin yaygin olarak kullanilan bir norotoksindir. Farkli hiicre
tiplerinde 6-OHDA'nin sitotoksisiteyi indiikleme yetenegi konusunda bir fikir birligi
olmasina ragmen ilgili mekanizma hala tartismalidir

Mitokondriyal olaylarin fizyolojik 6nemi tam olarak anlasilmasa da, elde edilen
kanitlar, fisyon ve fiizyon yoluyla mitokondriyal morfolojiyi korumanin hiicre
fonksiyonu i¢in kritik oldugunu gostermektedir. Bu fikir, fisyon/flizyon proteinlerini
kodlayan genlerdeki mutasyonlart insan hastaliklarina baglayan son bulgularla
desteklenmektedir

6-OHDA'nin SH-SYSY hiicre kiiltiirlerinde derin mitokondriyal fisyona neden
oldugu, mitokondriyal membran potansiyelinin ¢okmesinden ve sitokrom ¢ salinimindan

once gelen bir olay oldugu gosterilmektedir.>’
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Bu tez calismasinin amaci antioksidan, anti-inflamatuar ve noroprotektif
Ozeliklere sahip Diacerein, Silazapril ve Benazepril’in SH-SYSY noéroblastoma hiicre
hattinda 6-OHDA ile indiiklenen in vitro Parkinson modelinde oksidatif hasar iizerine

tedavi etkilerinin arastirilmasidir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu tez ¢alismasi, Atatiirk Universitesi'nde Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji
blinyesinde As1 Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi Hiicre Kiiltiiri
Laboratuvari’nda yapilmistir.

3.1.1. Kullanmilan Kimyasallar

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasallar ve ¢oziiciiler

Kimyasalin Ad1 Mensei
Silazapril Saba
Benazepril Meda
Diacerein Bio-Gen
6-Hidroksidopamin Sigma Aldrich

3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Thermo
DMSO Merck

3.1.2. SH-SYSY Hiicre Kiiltiirii

Yaptigimiz c¢alismada, SH-SYSY Noroblastoma adli hiicre hatti, Atatiirk
Universitesi (Erzurum, Tiirkiye) Tibbi Farmakoloji béliimii As1 Gelistirme Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’nden elde edildi. Hiicre slispansiyonu, 5 dakika stiresince 1200 rpm
hizinda santrifiijlendi. Hiicrelerimizi, taze ortam DMEM F-12 medyum besiyeri, %10
Fetal bovin serumu (FBS) ve %1 antibiyotik (penisilin, streptomisin ve amphotrisin B)
ile yeniden siispanse edilerek, hiicreler 25 cm?’lik flask icersinde toplandi. (Corning,
ABD) Hazirlanan flask %5 CO2 ve 37°C ortamina sahip inkiibatdrde depolandi. Flaskin
%75-80’1 kanser hiicreleri ile kaplaninca Tripsin- Etilendiamintetraasetikasit (EDTA)

(%0.25 tripsin-%0.02 EDTA) isimli enzim yardimiyla ile kaldirilarak santrifiij yapildi.
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Stipernatant kisimi atilarak hiicre siispansiyonu 96 kuyucuklu doku kiiltiiri plakalarina
100 ul/kuyucuk (10.000 hiicre / kuyucuk) dagitildi.

3.1.3. 6 Hidroksi Dopamin (6-OHDA) ile Parkinson Modeli Olusturma

Yaptigimiz deney platelerinde bulunan No6roblastom hiicreleri %80°lik bir
yogunluga ulastigi zaman ¢alismada kullanilacak maddeleri i¢in konsantrasyonlar
belirlenerek deney tasarimi yapildi. Kiiltiir plaklarinda mevcut ilaglardan Silazapril igin
(0.32, 0.64, 1.28, 2.56 ve 5.12 uM), Benazepril i¢in (0.04, 0.08, 0.16, 0.32 ve 0.64 uM)
ve Diacerein i¢in (0.02, 0.04, 0.08, 0.16 ve 0.32 uM) dozlar1 uygulandi. Sonrasinda model
olusturulacak olan kuyucuklara 200 uM 6-OHDA eklenerek in vitro Parkinson hastaligi
modeli olusturuldu. Hiicreler %5 CO2 ve 37°C sartlarinda inkiibasyona birakildi. Her
konsantrasyon i¢in 8 tekrar kullanilacaktir. 24 saat sonra 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) eklenip 4 saat inkiibasyonda bekletildi ve 570 nm'de
okutuldu. Sonuglar SPSS, IBM 21.00 programi kullanilarak tek yonli ANOVA
yontemiyle analiz edildi.

3.1.4. MTT Testi

Yaptigimiz bu testin temelinde MTT adli PBS’te ¢0ziinebilir bir madde
bulunmaktadir. Canli hiicreler MTT’yi formazan kristallerine indirgerler. Ortaya c¢ikan
mor renkli boya ile spektrofotometre cihazi yardimiyla ilgili dalga boylarinda absorbans
Olgiiliir.

MTT uygulandiktan sonra olusan formazan kristallerini ¢6ziiniir hale getirmek
icin her kuyucuga 100 pl dimetilsiilfoksit (DMSO) ilave edildi ve 4 saat boyunca tekrar
inkiibasyona birakilacaktir. Daha sonra absorbans, 570 nm dalga boyunda
spektrofometrede (uQuant, Bad Friedrichshall, Biotek) 6l¢iildii. Veriler SPSS one way

anova yontemiyle ile analiz edildi.
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3.2. Metot

3.2.1. Deney Plam

Calisma gruplarimiz su seklinde planlandi. Gerekli makale taramalarindan;
Silazapril i¢in (0.32, 0.64, 1.28, 2.56 ve 5.12 uM), Benazepril i¢in (0.04, 0.08, 0.16, 0.32
ve 0.64 uM) ve Diacerein i¢in (0.02, 0.04, 0.08, 0.16 ve 0.32 uM) dozlarinin kullanilmas1
planlandi. Ayrica kontrol, DMSO kontrol ve 6-OHDA gruplar1 da deney gruplarina dahil
edildi.

3.2.2. Oksidan ve Antioksidan Aktivite Analizleri

3.2.2.1. Total Antioksidan Durum Testi (TAS) Aktivite Analizi

TAS analizi, 2-2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6- siilfonat) radikal olusumunu
inhibe ederek antioksidan seviyesiolgiilmiistiir. Analiz isleminde Rel Assay Diagnostics®
(Gaziantep, Tiirkiye) firmasi ile tiretilen TAS ticari kitleri kullanilmistir.

TAS Ticari Kitinin I¢erdikleri Bilesenler; 1. Reaktif Soliisyonu: 50 ml, 2. Reaktif
Soliisyonu: 10 ml, 1. Standart Soliisyonu: 10 ml, 2. Standart Soliisyonu: 10 ml’dir.

Kuyucuklara ilk olarak 18 pl Standart-1 soliisyonu ve orneklerden eklenerek
sonrasinda her kuyucuga 300 pl 1. Reaktif soliisyonundan ilave edilerek 660’nm
absorbansta ilk kez okutulmustur. Ardindan ayni kuyucuklara 45 pl 2. Reaktif eklendi ve
10 dk. siire boyunca bekletilmistir. Daha sonra 660’ nmde ikinci absorbans degeri 6l¢tildii.
Absorbans degerleri mmol Trolox equiv / mmol L' olarak TAS diizeyleri tespit
edilmistir.

3.2.2.2. Total Oksidan Durum Testi (TOS)

Total Oksidan Durum Testi (TOS)’inde, spektrofotometrik olarak ol¢iilmesi
numunede bulunan oksidantlarin miktartyla iligkili olan rengin yogunluguna gore
degerlendirme yapilmistir. Calisgmamizda TOS kitleri Rel Assay Diagnostics®

firmasindan kullanilmustir.
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Kit Bilesenleri; 1. Reaktif Soliisyonu: 50 ml, 2. Reaktif Soliisyonu: 10 ml, 1.
Standart Soliisyonu: 10 ml, 2. Standart Soliisyonu: 10 ml’dir.

Kuyucuklara ilk olarak 45 pl 1. Standart soliisyonu ve 6rneklerden eklenerek
sonrasinda her kuyucuga 300 ul 1. Reaktif soliisyonundan ilave edildi. 530°’nmde ilk
absorbans okutulmustur. Sonrasinda ayni1 kuyucuklara 15 pl 2. Reaktif eklenerek 10 dk.
oda sicakliginda bekletilmistir. 530°’nmde ikinci absorbans degeri Ol¢iildii. Elde edilen
verilerde absorbans degerleri mmol TOS diizeyleri H2O2 equiv/ mmol L™ cinsinden
hesaplandi. Caligmamizda yer alan hiicrelerdeki oksidatif stres, Toplam oksidant
sayisinin toplam antioksidan sayisina orani alinarak hesap edilecektir.

3.2.2.3. IL-10 Testi
1. Test icin gereken kuyucuk sayisini belirlendi.

2. Standart kuyucuga 50 pl standart eklendi.

3. Numune kuyularina 40 pl numune eklendi.

4. Sonra numune kuyularma 10ul TIAF1( IL-10) antikoru eklendi.

5. Standart kuyulara ve numune kuyularma 50 pl streptavidin-HRP eklendi. lyice
karistirildiktan sonra plaka bir kapatici ile ortiildii ve 37°C'de 60 dakika inkiibasyona
birakildi.

6. Inkiibasyon sonrasi plaka yikama tamponu (wash buffer) ile 5 kez yikandh.

7. Her kuyucuga 50 pl’ser substrat soliisyonu A ve B eklendi. Karanlikta 37°C'de 10
dakika boyunca yeni bir kapatici ile kaplanmis plak inkiibe edildi.

8. Son olarak her kuyucuga 50 pl Stop Soliisyonu eklendi.

9. Stop soliisyonu eklendi ve 10 dakika i¢inde 450 nm'de OD degeri olgiildii.

Gereken kuyucuk sayisini belirlendi.
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3.2.3. istatistiksel Analiz

Hiicre kiiltiirii ile yapilan testlerin verilerinin istatistiksel olarak analizi IBM SPSS
20.0 sofware programi yardimiyla gergeklestirildi. Deneysel calismalarin sonuglari
ortalama =+ standart sapma olacak sekilde ifade edildi. P degerleri, 0.05’in altinda ise
istatistiksel bakimdan anlamli olarak kabul edilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklarin
onemlilik derecesi tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA) testi araciligiyla

saptandi.
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4. BULGULAR

Hiicre kiiltiirtinde 6-OHDA 1ile Parkinson hastalig1 modeli olusturulmus hiicrelere
24 saat boyunca Diacerein, Silazepril ve Benazepril ilaglar1 ile muamele edilmistir. 24
saat sonra her kuyucuktan toplanan silipernatantlara TAS, TOS ve IL-10 testleri
yapilmistir. Kuyucuklarin zemininde bulunan hiicrelere de MTT verilerek canlilik testleri

yapilmistir.
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KONTROL 6-OHDA  D-0,02 D-0,04 D-0,08 D-0,16 D-0,32
GRUPLAR

Sekil 3.1. Diacerein ilacinin MTT sonuglar1 (*p<0.05; kontrol grubu ile 6-OHDA
karsilastirildiginda, # p<0.05 6-OHDA ile ila¢ dozlar1 karsilstirildiginda)

Diacerein ilacina ait MTT sonuglari sekil 3.1°de sunulmustur. Yapilan ¢calismada
kontrol grubu ile 6-OHDA grubu arasinda anlamh farklilik bulunmustur. 6-OHDA ve
kontrol grubu karsilastirildiginda 6-OHDA grubunda canlilik oran1 %69,1 olarak tespit
edilmistir (*P<0.05). Diacerein ve 6-OHDA grubu karsilastirildiginda Diacerein’in 0.04,
0.08 ve 0,16 uM’lik ila¢ dozlar1 sirastyla %74.3, %77.2 ve %74.9 degerleri ile en yiiksek

canlilik oranlar1 bulunmustur (#P<0.05).
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KONTROL 6-OHDA  D-0,02 D-0,04 D-0,08 D-0,16 D-0,32
GRUPLAR

Sekil 3.2. Diacerein ilacinin TAS sonuglar1 (*p<0.05; kontrol grubu ile 6-OHDA
karsilastirildiginda, # p<0.05 6-OHDA ile ila¢ dozlar1 karsilstirildiginda)

Diacerein ilacina ait TAS test sonuglar1 Trolox equiv / mmol L-1'e dayanarak sekil
3.2°de gosterilmistir. Test sonuglarina gére kontrol grubu 1.68 ve 6-OHDA grubu 1.20
olarak antioksidan seviyesi bulunmustur. Bu degerler karsilastirildiginda anlamli bir fark
bulunmustur (*P<0.05). Diacerein ve 6-OHDA grubunun TAS sonuglari
karsilastirildiginda Diacerein’in 0,16 puM’lik ila¢ dozu 1.39 degeri ile en yliksek

antioksidan seviyesine sahiptir (#P<0.05).
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KONTROL 6-OHDA  B-0,04 B-0,08 B-0,16 B-0,32 B-0,64
GRUPLAR

Sekil 3.3. Diacerein ilacininTOS sonuglar1 (*p<0.05; kontrol grubu ile 6-OHDA
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karsilastirildiginda, # p<0.05 6-OHDA ile ilag¢ dozlar1 karsilstirildiginda)

Diacerein ilacina ait TOS test sonuglarimiz H2O2 equiv/ mmol L' degerleri sekil
3.3’de gosterilmistir. Bulunan TOS sonuglarma gore kontrol grubu 0.91 ve 6-OHDA
grubu 0.89 oksidan seviyesine sahiptir. Bu degerler birbiriyle karsilastirildiginda

aralarinda anlaml bir fark bulunmamaktadir.
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KONTROL 6-OHDA  D-0,02  D-0,04  D-0,08 D-0,16  D-0,32
GRUPLAR

Sekil 3.4. Diacerein ilacinin IL-10 sonuglar1 (*p<0.05; kontrol grubu ile 6-OHDA
karsilastirildiginda, # p<0.05 6-OHDA ile ila¢ dozlar1 karsilstirildiginda)

Diacerein ilacina ait IL-10 test sonuglari sekil 3.4’de gosterilmistir. Test
sonuglarina gore kontrol grubu 175.2 ve 6-OHDA grubu 135.9 olarak hesaplanmistir. Bu
degerler karsilagtirildiginda anlamli bir fark bulunmustur (*P<0.05). Diacerein’in ilag
dozlar1 ve 6-OHDA grubunun IL-10 sonuglart karsilastirildiginda Diacerein’in biitiin

dozlar yiiksek IL-10 seviyesine sahiptir (#P<0.05).
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Sekil 3.5. Silazapril ilacinin MTT sonuglar1 (*p<0.05; kontrol grubu ile 6-OHDA
karsilastirildiginda, # p<0.05 6-OHDA ile ila¢ dozlar1 karsilstirildiginda)

Silazapril ilacina ait MTT sonuglari sekil 3.5°te sunulmustur. Yapilan ¢alismada
kontrol grubu ile 6-OHDA grubu arasinda anlamli farklilik bulunmustur. 6-OHDA ve
kontrol grubu karsilagtirildiginda 6-OHDA grubunda canlilik oran1 %71,5 olarak tespit
edilmigtir (*P<0.05). Silazapril ve 6-OHDA grubu karsilastirildiginda Diacerein’in 2.5

uM’lik ilag dozu %80.11 degerleri ile en yliksek canlilik oran1 bulunmustur (#P<0.05).
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Sekil 3.6. Silazapril ilacinin TAS sonuglar1 (*p<0.05; kontrol grubu ile 6-OHDA
karsilastirildiginda, # p<0.05 6-OHDA ile ila¢ dozlar1 karsilstirildiginda)

Silazapril ilacina ait TAS test sonuglar1 Trolox equiv / mmol L™!'e dayanarak sekil
3.2°de gosterilmistir. Test sonuglarina gére kontrol grubu 1.49 ve 6-OHDA grubu 1.17
olarak antioksidan seviyesi bulunmustur. Bu degerler karsilastirildiginda anlamli bir fark
bulunmustur  (*P<0.05). Silazapril ve 6-OHDA grubunun TAS sonuglari
karsilastirildiginda Diacerein’in 2.5 pM’lik ilag dozu 1.36 degeri ile en ylksek

antioksidan seviyesine sahiptir (#P<0.05).
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Sekil 3.7. Silazapril ilacinin TOS sonuglar1 (*p<0.05; kontrol grubu ile 6-OHDA
karsilastirildiginda, # p<0.05 6-OHDA ile ila¢ dozlar1 karsilstirildiginda)

Silazapril ilacina ait TOS test sonuglarimiz H202 equiv/ mmol L degerleri sekil
3.7°de gosterilmigtir. Bulunan TOS sonuglarina gore kontrol grubu 0.95 ve 6-OHDA
grubu 1.03 oksidan seviyesine sahiptir. Bu degerler birbiriyle karsilastirildiginda

aralarinda anlaml bir fark bulunmamaktadir.
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Sekil 3.8. Silazapril ilacinin IL-10 sonuglart (*p<0.05; kontrol grubu ile 6-OHDA
karsilagtirildiginda, # p<0.05 6-OHDA ile ilag dozlar karsilstirildiginda)

Silazapril ilacina ait IL-10 test sonuglari sekil 3.8’de gosterilmigtir. Test
sonuclarina gore kontrol grubu 175.2 ve 6-OHDA grubu 135.9 olarak hesaplanmistir. Bu
degerler karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmustur (¥P<0.05). Silazapril’in ilag
dozlar1 ve 6-OHDA grubunun IL-10 sonuglari karsilastirildiginda Silazapril’in 1.25, 2.5
ve 5 uM’lik dozlar1 yiiksek IL-10 seviyesine sahiptir ve bu degerler istatistiksel olarak

anlamlidir (#P<0.05).
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Sekil 3.9. Benazepril ilacinin MTT sonuglar1 (*p<0.05; kontrol grubu ile 6-OHDA

48



karsilastirildiginda, # p<0.05 6-OHDA ile ilag¢ dozlar1 karsilstirildiginda)

Benazepril ilacina ait MTT sonuglar sekil 3.9°te sunulmustur. Yapilan ¢calismada
kontrol grubu ile 6-OHDA grubu arasinda anlamli farklilik bulunmustur. 6-OHDA ve
kontrol grubu karsilagtirildiginda 6-OHDA grubunda canlilik oran1 %70,8 olarak tespit
edilmistir (*P<0.05). Benazepril ve 6-OHDA grubu karsilastirildiginda Benazepril’in
0.16 uM’lik ilag dozu %78.58 degerleri ile en yiiksek canlilik orami bulunmustur

(#P<0.05).
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Sekil 3.10. Benazepril ilacinin TAS sonuglar1 (*p<0.05; kontrol grubu ile 6-OHDA
karsilastirildiginda, # p<0.05 6-OHDA ile ila¢ dozlar1 karsilstirildiginda)

Benazepril ilacina ait TAS test sonuglar1 Trolox equiv/ mmol L!"e dayanarak sekil
3.2°de gosterilmistir. Test sonuclarma gore kontrol grubu 1.53 equiv / mmol L ve 6-
OHDA grubu 1.30 equiv/ mmol L™ olarak antioksidan seviyesi bulunmustur. Bu degerler
karsilagtirildiginda anlamli bir fark bulunmustur (*P<0.05). Benazepril ve 6-OHDA
grubunun TAS sonuglart karsilagtirildiginda Benazepril’in 0.16 ve 0.32 uM’lik ilag
dozlar sirasiyla 1.48 ve 1.27 degerleri ile en yiiksek antioksidan seviyelerine sahiptir. Bu

degerler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (#P<0.05).
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Sekil 3.11. Benazepril ilacinin TOS sonuglar1 (*p<0.05; kontrol grubu ile 6-OHDA
karsilagtirildiginda, # p<0.05 6-OHDA ile ilag dozlar karsilstirildiginda)

Benazepril ilacina ait TOS test sonuglarimiz H2O2 equiv/ mmol L™ degerleri sekil
3.7°de gosterilmistir. Bulunan TOS sonuglarina gore kontrol grubu 0.99 ve 6-OHDA
grubu 1.03 oksidan seviyesine sahiptir. Bu degerler birbiriyle karsilastirildiginda

aralarinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.
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Sekil 3.12. Benazepril ilacinin IL-10 sonuglar1 (*p<0.05; kontrol grubu ile 6-OHDA
karsilastirildiginda, # p<0.05 6-OHDA ile ilag¢ dozlar1 karsilstirildiginda)
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Benazepril ilacina ait IL-10 test sonuglar1 sekil 3.8’de gosterilmistir. Test
sonuglara gore kontrol grubu 179.2 ve 6-OHDA grubu 141.2 olarak hesaplanmistir. Bu
degerler karsilastirildiginda anlamh bir fark bulunmustur (*P<0.05). Benazepril’in ilag
dozlar1 ve 6-OHDA grubunun IL-10 sonuglar1 karsilastirildiginda Benazepril’in biitlin
dozlar1 yiiksek IL-10 seviyesine sahiptir ve bu degerler istatistiksel olarak anlamlidir

(#P<0.05).
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5. TARTISMA

1855'te Dr. James, Parkinson'u ilk olarak tanimlamasindan kirk y1l sonra Ingiltere
ve Galler'de yaklasik 15 milyon kisi PH’den 6ldii. Norolojik bozukluklar su an diinya
capinda onde gelen 6nemli engellilik kaynagidir ve bu bozukluklarin en hizli biiyliyeni
ise PH’dir. Cesitli belgelerin analizlerinden elde edilen verilere gore, Parkinson hastaligi
insidansinin giderek artmakta oldugunu gdstermektedir.>®

Norodejeneratif bir bozukluk olan PH, temel olarak bir¢ok faktorle iligkilidir. PH,
substantia nigra pars compacta'nin dopaminerjik ndronlarmin ve sitoplazmik alfa-
sintiklein agisindan zengin Lewy cisimcikleri kayb1 ile karakterize nérodejeneratif bir
hastaliktir. PH motor ve motor olmayan semptomlar barindirir. Motor olmayan
semptomlar genellikle motor 6zelliklerden on yildan fazla bir siire 6nce belirir. PH
etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, genetik varyantlarin ¢evresel risk faktorleri
ile karmasik etkilesimlerine dayanir.>

PH, merkezi sinir sistemi enfeksiyonu ve kraniyoserebral travmanin etkisinin
yanisira, rotenon ve parakuat gibi pestisitlere ve mantar 6ldiiriiciilere maruz kalma ile de
iliskili goriinmektedir. PH esas olarak 60 yas ve {lizeri bireylerde sik rastlanir ve
erkeklerde goriilme sikligi daha yiiksektir. PH diinya ¢capinda en az 6 milyon insani
etkiler.

Klinik olarak PH i¢in gegerli iki tip tedavi vardir: cerrahi tedavi (derin beyin
stimiilasyonu) ve ila¢ tedavisi (levodopa, dopamin agonistleri). PH motor semptomlari
icin altin standart ilag olan 1 -dopa, kan-beyin bariyerini kolayca gecebilen bir dopamin
onciisiidiir. Yaygin olarak dopamin tiretimini artirmak i¢in L-Dopa kullanilir. Ayni1 amaci
tasiyan baska ilaclar da mevcuttur (COMT, MAO-B, dopaminerjik agonistler). Ancak bu
tedavi yontemleri yalmzca semptomlar: hafifletir, PH nin ilerlemesini engelleyemez.”-

Son yillarda, PH hastalar1 i¢in norotrofik faktor tedavisi ve hiicre transplantasyonu dahil
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olmak iizere iki yeni tedavi yontemi ortaya ¢ikmustir, ancak bu iki strateji esas olarak
giivenlik sorunlar1 ve yan etkilerin eslik ettigi oldukca invaziv stereotaksik cerrahiye
dayanmaktadir.®

Parkinson hastaligit (PH), Substantia Nigra'daki dopaminerjik (DAerjik)
noronlarin tercihli 6limi ile karakterize edilen dejeneratif bir nérolojik sendromdur. Bu
bozuklugun patogenezi tam olarak anlagilamamistir ve PH hala tedavi edilemez
durumdadir. Mevcut ilag tedavileri, yasam Kkalitesini iyilestirmek i¢in Oncelikle
semptomlarin tedavisine yoneliktir. Bu nedenle, sadece semptomatik rahatlama
saglamakla kalmayip ayn1 zamanda PH ilerlemesini engelleyen noronal hasar1 durduran
veya tersine ¢eviren yeni terapotik stratejiler bulmaya ihtiyag vardir. Oksidatif stres,
PH'nin hem sporadik hem de genetik formlarindaki nigral kaybin baslica katkilarindan
biri olarak tanimlanmustir.

Oksidatif stres, endojen antioksidan sistemlerin yetenegi reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimi tarafindan asildiginda ortaya ¢ikar. ROS, hem siiperoksit anyonu (+O?")
hem de hidroksil radikali (¢\OH) gibi serbest radikal tiirlerinin yani sira hidrojen peroksit
(H202) gibi diger radikal olmayan molekiilleri de kapsar. Mitokondri, ROS'un ana
kaynagi olarak kabul edilmektedir. Aslinda ROS, aerobik solunumun ve ozellikle
mitokondriyal diizeyde meydana gelen oksidatif fosforilasyonun yan tirtinleridir. Spesifik
olarak, mitokondriyal siiperoksit radikallerinin olusumu, temel olarak elektron tagima
zincirindeki iki ayr1 bolgede, kompleks I ve kompleks III seviyesinde gerceklesir. » O
iiretildiginde, H>O2 ve *OH gibi diger ROS'larin iiretimini indiikleyebilir. Ikincisi, hiicre
ici demir varliginda Fenton reaksiyonu yoluyla da iiretilebilir veya Harber-Weiss
reaksiyonu yoluyla olusturulabilir. Ayrica * O hiicre iginde sentezlenen NO ile
kendiliginden birleserek peroksinitrit (ONOQO"), oldukea reaktif bir azot tiirlidiir. Noronal

hiicreler, yiiksek enerji talebiyle iligkili biiyilik oksijen tiiketimleri ve post-mitotik yapilari
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nedeniyle diisiik rejeneratif kapasiteleri nedeniyle ROS kaynakli hasara kars1 asir1 duyarh
olarak kabul edilir. Bu 6zellikler, néronal dokularin PH dahil olmak iizere kronik ve
dejeneratif hastaliklara karsi savunmasizligini aciklayabilir. ROS, niikleik asitler,
proteinler ve lipidler gibi cesitli hiicresel bilesenlerle etkilesime girebilen ve hiicre
hasarina neden olabilen olduk¢a reaktif molekiillerdir.

Oksidatif'stres ve DAerjik ndronlarin dejenerasyonu arasindaki iliski, analiz edilen
dokularda giiglii bir oksidatif hasar kanitinin bulundugu PH beyinlerinin 6liim sonrasi
incelemeleriyle vurgulanmistir. Lipid peroksidasyonu, ROS'un aracilik ettigi hiicre zar1
bilesenlerinin bozulmasi olarak tanimlanir. Doymamuis lipidler, 4-hidroksil-2,3-nonenal
ve malondialdehit iiretimine yol acan bir radikal zincir reaksiyonu olusturan karbon-
karbon ¢ift baglar1 seviyesinde oksidatif modifikasyonlara karsi hassastir. Bu belirteglerin
her ikisi de PH beyinlerinin DAerjik hiicrelerinde gézlenmistir. ROS aracili oksidasyonun
diger hedefleri proteinlerdir. Burada yine farkli aragtirmalar, PH hastalarinin beyinlerinde
ROS tarafindan indiiklenen oksidatif protein hasarinin bir 6zelligi olan yiiksek protein
karbonilasyon igeriginin varligini ortaya koydu. Bununla birlikte, yukarida bahsedilen
gozlemlerden oksidatif stresin PH'nin desteklenmesinde bir rol oynayip oynamadigini
veya bunun sadece noronal hiicre kaybinin bir sonucu olup olmadigini ayirt etmenin
imkansiz oldugunu belirtmekte fayda var. Oksidatif stres ve PH arasinda 6nerilen baglanti
ile uyumlu olarak, erken ve ileri PH hastalariin SN'sinde GSH konsantrasyonunda daha
fazla bir azalma tarif edilmistir.5!

PH'nin ilerlemesinde oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyonun oynadigi
merkezi roliin yukarida belirtilen kanitlar1 15181nda, antioksidan molekiillerin PH'yi tedavi
etmek icin ¢ekici terapdtik ilaglar oldugu distintilmiistir. PH patogenezinin
mekanizmalariin incelenmesinde dnemli bir rol oynayan birka¢ norotoksin bazli hayvan

modeli, siklikla cesitli terapdtik ajanlarin PH'deki etkinligini degerlendirmek igin
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kullanilir. Bu hayvan modellerinde gozlemlenen dopaminerjik néronlarin dejenerasyonu,
PH hastalarinda goriilenlere benzer ciddi duyusal ve motor bozukluklarla iliskilidirs>>.
Sicanlarin veya farelerin striatumuna 6-OHDA enjekte edilerek veya rotenon veya
parakuatin sistemik veya intraserebral uygulamasiyla elde edilir. MPTP’nin kullanildig:
hayvan modelleri de yaygindir. Fakat biz bu tez ¢alismamizda Parkinson Hastaligi’nin
hiicre kiiltiir modelini kullandik.

Parkinson hastalig1 i¢in yeni terapotik stratejiler gelistirmek, hiicresel modeller
gerektirir. Mevcut modeller, Parkinson hastaligi olan hastalarin beyinlerinde bulunan en
belirgin iki degisikligi yeniden iiretir: Dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonu ve esas
olarak a-siniikleinden olusan protein kiimelerinin olusumudur. Kiiltiirlenmis hiicreler,
Parkinson hastaligin1 dogrudan hastalarda veya hayvan modellerinde incelemeye gore
bir¢ok avantaj sunar. Ayn1 zamanda, belirli bir hiicresel modelin se¢imi, digerlerini goz
ard1 ederken, hastaligin bir yoniine odaklanmayi gerektirir. Hayvan modelleriyle
karsilastirildiginda, hiicresel modeller patolojiyi daha hizli gelistirir, daha az maliyetlidir
ve ¢cogu zaman etik onay gerektirmez. Genetik veya farmakolojik manipiilasyonlar ve
hizlandirilmig gortintileme daha kolay ve daha giivenilirdir. Bu o6zellikler, daha kisa
stirede daha biiyiik 6lgekli testlere izin verir. Ek olarak, PH patogenezine katkilarini
belirlemek icin 6nemli olabilecek spesifik hiicre tipleri (6rn. dopaminerjik ndronlar)
izolasyon iginde incelenebilir.® Ilk olarak, locus coeruleus noronlar: da dahil olmak iizere
diger noron tiirleri de PH seyrinin baslarinda dejenere olur.®> MPTP ve 6-OHDA
calismalarindan elde edilen sonugclar, oksidatif stres aracilt apoptotik hiicre 6liimiiniin,
PH modelinde dopaminerjik ndronlarin secici dejenerasyonuna onemli bir katkida
bulunan faktor oldugunu gostermektedir. 6-OHDA'nin ¢esitli hiicre dizilerinde ve birincil
noronal kiiltiirlerde mitokondriyal islev bozuklugu gésterilmistir.%

6-OHDA uygulamasi, serbest radikal {iiretimi, mitokondriyal disfonksiyon,
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sitokrom c¢ salimimi, kaspaz-9 ve kaspaz-3'liin aktivasyonu, PKCd'nin proteolitik
aktivasyonu ve DNA parcalanmas1 yoluyla dopaminerjik néronal hiicrelerde apoptozun
indiikledigi bildirilmistir.’

Oksidatif stres, ROS iiretimi, antioksidan seviyeleri ve/veya ROS'un enzimatik
veya enzimatik olmayan temizleyicilerinin tiikenmesi arasindaki dengesizlikten
kaynaklanir. Dopaminin hidroksillenmis bir analogu olan ndrotoksin 6-OHDA, hiicrelere
dopamin tastyict yoluyla girer. Hiicre icinde Fe?* ve H202, dopaminin enzimatik olmayan
hidroksilasyonu ile 6-OHDA olusumunu arttirir.%

Bu ¢aligmada, 6-OHDA'ya maruz kalan N27 hiicreleri, zamana ve doza bagl bir
sekilde sitotoksik hiicre 6liimiine neden oldu. Sitotoksisite deneylerine ve ayrica literatiir
incelemesine dayanarak, sonraki tiim caligmalar icin 200 uM 6-OHDA kullandik. Bu
calismada, 200 uM 6-OHDA ile uygulamanin, MTT tahlili ile belirlendigi gibi, hiicre
canliliklarinda degisikligi indiikledigini gosterdik.

6-OHDA ile indiiklenen hiicre 6liimii sirasinda oksidatif stres, onceki SH-SYSY
insan ndroblastom hiicreleri ¢calismalarla da uyumludur.®

Diacerein antioksidan etkisini yaninda glutamaterjik nérotransmisyonu azalttigina

4 Glutamat yiiksekliginin ve geri alimindaki

yonelik yayinlar da bulunmaktadir.
yetersizliklerin Parkinson’un erken doneminde olusan hiicresel hasardan sorumlu
tutuldugu diisiiniildiigiinde diacereinin diger antioksidan etkili ilaglara gore daha etkili
bulunmasinin glutamat iizerinden de bir azaltici etkisi olmasindan kaynaklandigini
diisiindiirtmektedir. Diacereinin apoptozdan koruyucu etkileri doz bagimli bulunmustur.
Cok yiiksek dozlarinda ise yine bu faydali etki azalmistir. MTT sonuglar1 (Sekil 3.1)
degerlendirildiginde 6-OHDA ile olusan norotoksisitenin Diacereinin 0.02,0.04,

0.06,0.08, 0.16 dozlarinda anlaml1 sekilde azaltmistir. Bu toksisitenin 6-OHDA grubunda

total antioksidan parametrelerle dogrudan iligkili oldugu gosterilmistir. Bu durum
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oksidan-antioksidan parametreler disindaki faktorlerin de PH hiicre kiiltiir modelinde
onemli olacagini gdstermistir. Ornegin Diacerein ilacina ait IL-10 test sonuglar1 sekil
3.4°de gosterilmistir. Test sonuglarina gore kontrol grubu 175.2 ve 6-OHDA grubu 135.9
olarak hesaplanmistir. Bu degerler karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmustur.
Diacerein’in ilag dozlar1 ve 6-OHDA grubunun IL-10 sonuglar1 karsilastirildiginda
Diacerein’in biitiin dozlar1 yiiksek IL-10 seviyesine sahiptir.

Oksidatif stresin birgok patoloji ve bozuklugun oOnciisii oldugu bilindiginden,
ilaglarin antioksidan aktivitesi farmakolojik olarak Onemli bir faktdr olarak ortaya
cikmigtir.,  ACE-I alimmin noérodejeneratif bozukluklari olan hastalarin  sartlari
iyilestirdigine ve inflamatuar siirecleri yavaslatabilecegine dair birgok klinik rapor vardir.
Bir calismada silazapril, ramipril, imidapril, lisinopril, perindopril ve kinaprilin
antioksidan Ozelliklerinin karsilagtirmali bir analizi yapilmis, Elektron paramanyetik
rezonans, serbest radikal modeli ile segilen ACE-I etkilesimlerini incelemek igin
kullanilmistir. Test edilen tiim ilaglar antioksidan 6zelliklere sahip bulunmus, Silazapril,
en giiclii etkilesime sahiptir ilag olarak bulunmustur.® Silazapril ile yaptigimiz MTT
testinde 2,5 pg/mL dozu etkili bulunmustur (Sekil 3.5). Bu sonucun oksidan
parametrelerle iliskisi incelenince yine aynmi dozda total antioksidan parametrelerde
farklilik oldugu ve iligkili oldugu bulunmustur (Sekil 3.6). Total Oksidan parametreler ise
bunu desteklememis anlamli bulunmamigtir. IL-10 seviyeleri de 6-OHDA grubunda
goriilen diistis geri donebilmistir. IL-10’1n inflamasyonu sinirlamak ve dokulara olan
hasar1 azaltmak i¢in {iretildigi bilinmektedir. Bu ¢alismada da IL 10 6-OHDA grubunda
diismiis, silazaprilin 1.25, 2.5 ve 5 uM’lik dozlan istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulunmustur.

Benazepril, antioksidan etkili bir ACE inhibitorii ilagtir. Calismamizda, kontrol

grubu ile 6-OHDA grubu arasinda anlamli farklilik bulunmustur. 6-OHDA ve kontrol
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grubu karsilastirildiginda 6-OHDA grubunda canlilik orani1 %70,8 olarak tespit edilmistir.
Kontrol grubunda ise %100 olarak oranlanmistir. Benazepril ve 6-OHDA grubu
karsilastirildiginda Benazepril’in 0.16 uM’lik ila¢ dozu %78.58 degerleri ile en yiiksek
canlilk oram1 bulunmustur. Benazepril ve 6-OHDA grubunun TAS sonuglar
karsilastirildiginda Benazepril’in 0.16 ve 0.32 uM’lik ilag dozlar1 sirasiyla 1.48 ve 1.27
degerleri ile en yiiksek antioksidan seviyelerine sahiptir. Yani benazepril 0,16 uM’lik ilag
dozunda faydali etki olusturmus ve bu etki antioksidan parametrelerle iligkili bulunmustur
(Sekil 3.10). Benazepril’in biitiin dozlar1 yiiksek IL-10 seviyesine sahiptir ve bu degerler
istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 3.12). Bu durum benazeprilin de antioksidan
parametreler disinda da antiinflamatuvar ve ndoroprotektif etkilerinin olabilecegini
gostermektedir.

Ozetle, bu ¢alisma oksidatif stresér 6-OHDA'in hiicre kiiltiirinde PH hayvan
modellerinde apoptotik yolu aktive ettigini gostermektedir. Bu aktivasyonun yapilan

tedaviler sonrasi oksidan sistem disindaki sistemleri de ilgilendirdigi tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Parkinson hastaliginin  patogenezinde ve semptomatolojisinde ndronal
dejenerasyon, oksidatif stres ve glutamaterjik sistemin yer almasi, noroprotektif terapdtik
yeni hedefler icin 6nemli katki saglar. Anti-oksidan ve anti-inflamatuar nitelikte olan
diacerein; anormal seviyelerde artmis glutamaterjik iletimi inhibe eder ve proinflamatuar
sitokinlerin salinimin1 ve {retimini azaltmaktadir. Silazapril ve Benazepril ise
noroprotektif, anti-oksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir. Bu ¢alismanin amaci
antioksidan, anti-inflamatuar ve noroprotektif 6zeliklere sahip Diacerein, Silazapril ve
Benazepril’in SH-SYS5Y noroblastoma hiicre hattinda 6-OHDA ile indiiklenen in vitro
Parkinson modelinde oksidatif hasar iizerine tedavi etkileri arastirilmistir. Bu ¢alisma,
SH-SYS5Y hiicre hattinda 6-OHDA ile Parkinson modeli olusturulmus, TAS-TOS, MTT
ve IL-10 kitleri ile analizi yapilmistir. Antioksidan etkileri bulunan her 3 ilagta MTT
testlerinde 6-OHDA’nin olusturdugu deneysel Parkinson modeline kars1 etkili
bulunmustur. Bu etkilerin ise sadece antioksidan etkilerden kaynaklanmadig: IL-10 gibi

bazi farkli parametreler {izerinden de faydali etkilerini gosterebildikleri ortaya konmustur.
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EK-2: ETiK BiLDIRiM VE INTiHAL BEYAN FORMU

Uni
¥ rer,

®

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Graduate School of Health Sciences

5
T

ETiK BILDIRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU'

Ogrencinin Adi ve Soyadi Oznur ALTUNLU
Ogrencinin Numarasi 20024002001

Ana Bilim Dah Tibbi Farmakoloji
Ogrencinin Kayitli Oldugu Program Yiiksek Lisans
Tiirii

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazihmuyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda
elde edilen benzerlik oranlari asagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi hilde
dogacak hukuki sorumluluklari kabul ve beyan ederiz.

Biliimler Benzerlik Oram Maksimum Benzerlik Oranlan
L Girig % 5 % 15
11. Genel Bilgiler %4 % 35
II1. Materyal ve Metod % 31 % 35
IV. Bulgular % 6 % 15
V. Tartisma % | % 20

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Bashk, Kaynakga, Iindekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekler kasimiart
tarama digi birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlart yaninda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarmmn %5 'den biiyiik olmamasi gerekir.

Tez Yazar (Ogrenci) Tez Damgmani

Oznur Altunlu Prof. Dr Ahmet HACIMUFTUOGLU

5.8.2022 582022 N n
' Bu form bi gi giktist imzalanip Tez Savunmasi Jari Oneri Formu’yla birlikte Ana Bilim Dali Bagkanhgi araciligryla

UBYS dzerinden Enstitaye iletilmelidir,
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EK-3: ETIK KURUL ONAY FORMU

ATATURK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR
ETIK KURULU

Biliimii ;: Dekanlik

Servisi : Klinik Arastrmalar Etik Kurulu
Sayi  :B.J30.2.ATA.0.01.00/{95
Konu : Etik Kurul Karan

24.02.2022

Saym: Prof. Dr. Ahmet HACIMUFTTOGLU
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dah
Ogretim Cyesi

Degierlendirilmek tizere Klinik Arastrmalar Etik Kurulu’na bagvuruda bulundugunuz

“Anti-oksidan Etkili Olan Diacerein, Silazapril ve Benazepril'in in vitro Anti-Parkinson
Etkilerinin Arastinlmas:” isimli bilimsel tez ¢aligmasina ait Kurul Karan ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

[

ki |

1 Adet Etik Kurul Karan

Sorumlu Arastirmact __:
1. Prof. Dr. Abmet HACIMUFTUOGLU

Yardimer Arastirmac ¢
1, Yiksek Lisans Ogrencisi Oznur ALTUNLU
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I

ATATURK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR
ETIK KURULU
KARAR

o ETIK KURULUN ADI [ Atattrk Oniversitesi Trp Fakaltesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
:_r; L = AGIK ADRESI: Atattrk Oniversitesi Tip Fakaltesi Dekanli
FEF TELEFON +90 442 234 65 11
zT FAKS +90 442 236 09 68
= E-POSTA satipetikkurul @ gmail.com
ig':'liﬂtrn‘uas;?;m“q Prof. Dr. Ahmet HACIMUFTUOGLU

Anti-oksidan  Etkili Olan Diacerein, Silazapril ve
ARASTIRMACININ ACIK ADI Benazepril'in  in  vitro  Anti-Parkinson  Etkilerinin

lAra;tlnlmasl

 Toplant Saywsi: 2 Karar No: 18 ]Tlrih:14.l]2.2022

Yukanda bilgileri verilen bagvuru dosyasi ile ilgili belgeler aragtrmanin/galimanin gerekge, amag, yaklagim ve
yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve qalismanin blitgesinin BAP tarafindan kargilanmasi kogulu ile
yapilmasinda bilimsel ve etik agidan sakinca olmadigina oy birligi ile karar verildi.

Klinik Arastrmalar Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan arastirmalar/gahymalar igin Tirkiye llag ve
Tibbi Cihaz Kurumu'ndan izin alinmas: gerekmektedir.
| Arastirmactya gahsmalannda baganilar dileriz. A ¥

KARAR
BILGILERI

T
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