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OzET

GOK-DURSUN E., Alfa-siniiklein fibrili ile olusturulan Parkinson hastaligi sigan
modelinde alfa-siniiklein patolojisinin siddet ve dagiliminda glimfatik sistemin rolii,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Noroloji Uzmanlik Tezi. Ankara, 2022.

Parkinson hastaligi (PH), ikinci en sik nérodejeneratif hastaliktir ve yasli popilasyondaki
artisla beraber sikhigl giderek artmaktadir. Patofizyolojisinde a-sin patolojik
birikimlerinin norotoksisitesi ve dopaminerjik hiicre kaybi rol oynamaktadir. Bu
¢alismanin amaci, beyinden makromolekiillerin temizlenmesinde rol oynayan bir yolak
olarak énemi yakin dénemde daha iyi anlasilan glimfatik sistemin PH patofizyolojisine
katkisinin arastiriimasidir. Bu amagla striatuma a-siniklein pre-formed fibrilinin (a-sin
PFF) enjeksiyonu ile olusturulan PH sican modelinde, derin servikal lenf nodlarinin
(dsLN) lenfatik damarlari baglanarak glimfatik sistem disfonksiyonu olusturulmustur.
Ardindan 6. haftada lomber ponksiyon ile intratekal paramanyetik kontrast madde
enjeksiyonu sonrasinda aralikli olarak (¢ kez kontrasth beyin MRG gorintileri alinarak
glimfatik sistemin isleyisi incelenmistir. Fibril enjekte edilen ve dsLN ligasyonu yapilan
sicanlarda, ligasyon yapilmayanlara goére subaraknoid araliktan parankime kontrast
gecisinde postkontrast 30 ve 60. dakikalarda belirgin azalma izlenmistir. Ayrica dsLN
ligasyonu yapilmayan sadece fibril enjekte edilen grupta da naive kontrollere gére beyin
sap! ventralinde parankime kontrast gecisinde 30. dakikada azalma izlenmis, 1. saatte
bu etki kaybolmustur. 7. haftada uygulanan acik alan ve apomorfin ile indiiklenen
lokomotor aktivite testlerinde gruplar arasinda fark izlenmemistir (p>0,05). Silindir
testinde tim gruplarda naive kontrollere gore kontralateral ekstremite kullaniminda
diisiis egilimi olsa da istatiksel fark saptanmamistir (p>0.05). immunohistokimyasal
isaretlemeler ile striatumda ve substansiya nigrada dopaminerjik noéronlarda ve
cevresinde a-sin ekspresyonu ve agregat benzeri olusumlar gosterilmistir. Sonug olarak
a-sin PFF modelinde glimfatik sistem isleyisinin Ozellikle de a-sin patolojisinin daha
yogun oldugu beyin bodlgelerinde bozuldugu, dsLN ligasyonu ile bu bozuklugun ¢ok daha
siddetli ve yaygin hale geldigi saptanmistir.

Anahter Kelimeler: Glimfatik sistem, Parkinson hastaligi, a-sinlklein pre-formed fibril

modeli, manyetik rezonans goriintiileme



ABSTRACT

GOK-DURSUN E., The role of the glymphatic system on the severity and distribution of
alpha-synuclein pathology in alpha-synuclein fibril induced rat model of Parkinson's
disease. Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis in Neurology. Ankara,2022.
Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease and its
prevalence increases in the aging population. Neurotoxicity of a-synuclein (a-syn)
pathological accumulations and dopaminergic cell loss play a key role in the
pathophysiology of PD. The aim of this study is to investigate the contribution of the
glymphatic system to the pathophysiology of PD. The importance of the glymphatic system
has recently been better understood as an important pathway in the clearance of
macromolecules from the brain. For this purpose, glymphatic system dysfunction was
created by ligating lymphatic vessels of deep cervical lymph nodes (dcLN) in a PD rat model
induced by injection of a-syn preformed fibrils (PFF) into the striatum. Then, at 6th week,
contrast enhanced MRI was performed three times intermittently following intrathecal
paramagnetic contrast agent injection by lumbar puncture, and glymphatic system function
was evaluated. The transition of contrast agent from subarachnoid space to the brain
parenchyma was decreased in the a-syn PFF injected and dcLN ligated group compared to
the a-syn PFF group without ligation at 30" and 60" minutes. In the a-syn PFF injected but
not dcLN ligated group, decrease in contrast transition was prominent especially in the
ventral brainstem at 30" minute post-injection compared to the naive controls. However,
this difference disappeared at 60" minute. In the open field and apomorphine-induced
locomotor activity tests performed at week 7, there was no significant difference between
the groups (p>0.05). In the cylinder test, although there was a trend towards a decrease in
the use of contralateral limb in all groups compared to naive controls, no statistical
significant difference was detected (p>0.05). Immunohistochemical staining showed a-syn
expression and aggregate-like formations in the striatum and substantia nigra, both in the
dopaminergic neurons as well as surrounding them. In conclusion, glymphatic system
dysfunction is detected in the a-sin PFF model of PD, especially in the brain regions where
a-sin pathology was more intense, and dcLN ligation aggravate the dysfunction making it
more widespread.

Keywords: Glymphatic system, Parkinson disease, a-synuclein pre-formed fibril, magnetic

resonance imaging
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: Lentivirus

: Major doku uygunluk kompleksi-II

: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin
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: Normal basingl hidrosefali
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PINK1
PVS
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SN
SNpc
SNr
STN
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a-sin

: Ortogonal pargacik dizini

: Preformed fibril

: Parkinson Hastaligi

: PTEN ile induklenen kinaz 1

: Perivaskdiler bosluk

: REM uyku davranis bozuklugu

: Substansiya nigra

: Substansiya nigra pars kompakta
: Substansiya nigra pars retikulata
: Subtalamik niikleus

: Tirozin hidroksilaz

: Ubikitin proteozom sistemi

: Vaskuler endotelial buylime faktori

: Alfa-siniklein
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1. GIRIS

Parkinson hastaligi (PH), Alzheimer hastaligindan (AH) sonra ikinci sik goriilen
norodejeneratif hastaliktir [1]. Hastaligin patofizyolojisinde sitozolik bir protein olan
alfa-sinlklein (a-sin) proteininin anormal katlanmasi ve birikimi sonucu olusan
intrandral Lewy cisimciklerinin (LC) ve Lewy ndritlerinin (LN) norotoksisitesi rol
oynamaktadir [2, 3]. Patolojik a-sin formlarinin yalnizca hiicre icinde toksisiteye yol
actigi dislnulse de calismalar a-sin ve agregatlarinin hiicre disinda da
bulunabildigini, hiicreden hiicreye aktarilarak hastalik gelisiminde rol oynadigini
gOstermektedir [4].

Mekanizmasi henliz net olarak gosterilememis olsa da artan kanitlar a-sin
patolojik bicimlerinin kendi kendine ¢ogaldigini ve kademeli olarak birbirine bagl
sinir sistemi bolgelerine yayildigini 6ne siirmektedir [5]. Bu hipotezi destekleyen
deneysel parkinsonizm modellerinden biri de a-sin preformed-fibril (PFF) modelidir
[6]. Bu modelde eksojen yolla verilen a-sin fibrilinin endojen a-sin’i patolojik,
insolubl inklGzyonlara donistlrdGgi gosterilmistir [7].

Patolojik a-sin birikiminde altta yatan mekanizma a-sin Uretimi ve beyinden
temizlenmesi arasindaki dengenin bozulmasindan kaynaklanmaktadir [8].
Ekstraselller a-sin proteolitik enzimler tarafindan yikilarak ya da mikroglia ve
astrositler tarafindan alinip lizozomlarda degrede edilerek ortamdan
uzaklastinimaktadir [9]. Ekstraseliler ortamdan makromolekullerin
uzaklastirilmasinda bir diger mekanizma olarak glimfatik sistem modeli 6ne
strdlmustar [10].

Glimfatik sistem modelinde beyin omurilik sivisinin (BOS), paraarteriyel
araliktan astrosit son ayaklarindaki Akuaporin-4 (AQP-4) su kanallari araciliglyla
interstisyuma gectigi, interstisyel sivi ile birleserek paravendz araliktan dural
lenfatiklere ve buradan da derin servikal lenf nodlarina drene oldugu gosterilmistir
[10, 11]. Derin servikal lenf nodlarinin efferent lenfatik damarlarinin baglanmasi ile
glimfatik sistem fonksiyonlari ve beyinden makromolekillerin temizlenmesi

bozulmaktadir [12].



Manyetik rezonan gorintileme (MRG) insan ve hayvan calismalarinda
glimfatik sistemin degerlendirilmesi amaciyla kullanilabilmektedir. intratekal yoldan
verilen paramanyetik konstrast maddenin subaraknoid aralikta dagilimi, beyin
parankimine alinip parankimden temizlenmesinin incelenmesi ile glimfatik sistem
fonksiyonlari hakkinda bilgi edinilebilmektedir [13, 14].

Bu calismada glimfatik sistemin PH patofizyolojisindeki yeri ve glimfatik
sistemin MRG ile degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bu amacla unilateral striatuma 2
bolgeden a-sin PFF enjeksiyonu ile olusturulan deneysel parkinsonizm sican
modelinde bilateral derin servikal lenf nodu ligasyonu yapilmistir. Derin servikal lenf
nodu ligasyonu sonucu gelisen glimfatik sistem disfonksiyonunun patolojik a-sin
birikim siddeti ve motor beceriler lizerine etkileri, cift yonlii olarak da patolojik a-sin
birikiminin glimfatik sistemde olusturdugu degisiklikler kontrol gruplariyla
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Ayrica a-sin fibril modelinde bilateral derin
servikal lenf nodu ligasyonunun glimfatik sistem ve BOS dolasimina etkileri

kontrasth MRG ile incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Hastalig1 ve Patogenezi

Parkinson hastaligi ilk olarak 1817 yilinda James Parkinson tarafindan titrek
felg (shaking palsy) olarak tanimlanmistir [15]. Karakteristik klinik 6zellikleri rjidite,
istirahat tremoru, bradikinezi ve postural instabilitedir. Bu motor bulgularin
yaninda otonomik disfonksiyon, kognitif ve psikiyatrik bozukluklar, uyku
bozukluklari gibi non-motor semptomlar, motor semptomlardan ¢ok daha 6nce
baslamakta ve hastalik stiresince motor semptomlar kadar ozirlilik yaratmaktadir.
Motor bulgular genellikle asimetriktir ve dopaminerjik tedaviye iyi yanit verir.
Vakalarin kiictk bir bolimi ailesel 6zellik gbsterse de bliyik cogunlugunda etiyoloji
belirsizdir ve idiopatik Parkinson hastaligi olarak adlandirilir. Hastalik prevelansi
genel poplilasyonda %0.3 civarinda iken 60 yasin bu oran %1’e ylikselmektedir [16].
Hastaligin patofizyolojisinde yer alan lizerinde 2 temel bulgu; Substansiya nigra pars
kompaktada (SNpc) dopaminerjik néron kaybi ve patolojik a-sin birikimleridir [17].
1912 vyilinda Friederich Lewy, hastaligin patofizyolojisini olusturan sitoplazmik
inklGzyonlari tanimlamistir [3]. Tretiakoff tarafindan ise Lewy cisimlerinin PH
patogenezi ile iliskisi kesfedilmistir [18]. LC hlicre somasinda bulunan, eozinofilik
boyanan, karakteristik bir cekirdegi ve periferik halosu olan inklizyonlardir [2].
Ancak inklizyonlar bulundugu beyin bdlgelerine ve hastalik evresine gore daha
bulutsu ve soluk halolu gorilebilir. Hastalik evresi ilerledikce daha dens ve
kompakt, belirgin halolu inklizyonlar goriilmektedir [19]. LN ise LC ile ayni
immunokimyasal boyama 6zellikleri gésteren filamentoz yapida birikimlerdir, hiicre
uzantilarinda yer alirlar, ve lewy cisimcikleri gibi reaktiftirler [20].

Parkinson hastaliginda bu inkliizyonlar 6zellikle substansiya nigradan (SN)
kaudat ve putamen (striatum)’a projekte olan dopaminerjik hiicrelerde izlenmekte
ve fonksiyon kaybina neden olarak hastaligin klinik semptomlarina yol agmaktadir
[3]. Striatal dopaminin %80’i, SN’deki noéronlarin ise %50'sinin kaybi ile Parkinson
hastaliginin karakteristik motor klinik bulgulari ortaya ¢ikmaktadir [16]. LC yalnizca

SN’de degil korteks, amigdala, lokus seruleus, vagal niikleus ve periferik otonomik



sinir sisteminde de izlenmektedir. LC yayilimi hastalik evreleriyle ve non-motor
belirtiler ile yakindan iligkilidir [17, 21]. 1997 yilinda a-sin genindeki (SNCA) missens
mutasyonun PH nadir bir ailesel formuna neden oldugunun gosterilmesi [22] ve
idiyapatik PH’larinda LC ve LN’lerinin a-sine karsi immunreaktivite gostermesi
Uzerine LC ana bileseninin a-sin oldugu anlasiimistir [20]. A-sin ve ubikuitin LC ve
LN’nin major bilesenler olsa da inkliizyonlar nérofilamentler gibi bircok baska yapiyi
da barindirmaktadir [2, 19]. PH disinda Lewy cisimcikli demans (LBD), Multisistem
atrofi (MSA), AH, Down sendromu, Pick hastaligi gibi diger norodejeneratif
hastaliklarda da santral sinir sisteminin farkli bélgelerinde farkh siddette LC dagilimi
izlenebilmektedir [19].

LC’'nin patolojik olmadig gorisini savunan arastirmacilar da mevcuttur.
Hiicre icin asil toksik olanin a-sin ve toksik formlari oldugu, LC olusumunun a-sin
detoksifikasyonunu sagladigi dusliindlmektedir. Asemptomatik bireylerde de
yaslanma ile LC'nin gorilmesi, LC'nin presemptomatik evreyi mi temsil ettigi yoksa
normal yaslanmanin bir 6zelligi mi oldugu sorusunu akla getirmektedir. Ayrica
hastaligin primer mekanizmasinin hiicre o6liminden ziyade LC’nin degil, a-sin
aggregatlarinin indikledigi presinaptik bozukluk oldugu ve bu presinaptik
bozulmaya sekonder olarak hicre o6limi ve noérodejenerasyonun gelisiyor
olabilecegi distnulmektedir [23]. Bu bulgular 1sinda PH patofizyolojisinde a-sin
proteini ve patolojik birikimlerinin rolli giderek 6nem kazanmis hem patofizyolojik
mekanizmalari arastiran hem de tedaviye yonelik yapilan ¢alismalarda odak noktasi

haline gelmistir.

2.1.1. Alfa-siniiklein Proteini

A-sin proteini 140 aminoasitten olusan beyinde yliksek seviyelerde eksprese
edilen, sinir terminallerinde sinaptik vezikillerle yakin iliskide bulunan bir
presinaptik proteindir [3]. 1997 yilinda LC'nin temel bileseninin a-sin oldugu [20] ve
a-sin genindeki mutasyonlarin ailesel PH’a yol actiginin gosterilmesi ile [22] PH
patofizyolojisinde a-sin proteininin anahtar role sahip oldugu anlasiimistir.

Hiicredeki rolii tamamen agiklanmamis olsa da sinaptik vezikiil trafiginde rol



oynamaktadir ve Ozellikle dopamin basta olmak (izere nérotransmitter saliniminda
onemli role sahiptir [23]. Proteinin N-teminal bolgesi amfipatik a-heliks yapisindadir
ve membranlara baglanmayi saglar [24]. Bunu hidrofobik ya da non-amiloid
komponent (NAK) bolgesi takip eder ve bu bolge protein kiimelenmesinden
sorumludur. C-terminal bolgesi ise post-translasyonel modifikasyon bolgesidir ve
diger proteinler, ligandlar ve metal iyonlariyla etkilesime aracilik yapar [25].
Cozlinebilir a-sin dogal haliyle yapilanmamis ve monomerik halde bulunur. Sinaptik
vezikiller gibi membranlara baglandiginda konformasyonel degisime ugrayip
katlanarak amfipatik a-heliks yapisina dontslir. Patolojik durumlarda, ¢6zinir a-sin
kiimelenerek beta yapraktan zengin oligomerler, protofibriller, amiloid fibriller ve
Lewy cisimcikleri seklinde hiicre icin toksik olan formlara donuslir [25]. Protofibriller
ve amiloid fibriller prion benzeri yayilim ile hiicreden hiicreye aktarilabilen
formlardir [7]. Patolojik a-sin agregatlari ve LC’'nin olusum mekanizmasi heniiz tam
olarak aydinlatilamamis olsa da, norotoksisiteye yol acan temel mekanizmalar;
genetik mutasyonlar ve yaslanma sonucunda protein miktarinda artis ve yanls
katlanmaya yatkinlhk gelismesi, a-sin’in hicre igindeki yikiminin bozulmasi,
mitokondriyal islev bozukluklari, oksidatif stres, noroinflamasyon ve extraseliler
protein temizlenmesinin bozulmasi olarak 6zetlenebilir [17].

Mutant a-sin asiri ifadesi: A-sin, 4.kromozom (zerindeki SNCA geni
tarafindan kodlanmaktadir ve bu gendeki nokta mutasyonlari otozomal dominant
kalitilan PH tipleri ile iligkilidir. A53T, AP30, E46K gibi mutasyonlar sonucunda fazla
miktarda a-sin sentezlenir ve olusan fazla miktardaki mutant a-sin, yabanil tipteki a-
sin’e gore kiimelenmeye ve fibrilizasyona daha yatkindir [26, 27]. Bazi sporadik PH
vakalarinda da SNCA genindeki polimorfizm nedeniyle a-sin ifadesinde artis
izlenmistir [28].

Hiicresel yikimda bozulma: Yanlis katlanmis proteinlerin hiicreden
temizlenmesi hiicre sag kalimi icin elzemdir. intraseliiler o-sin ve agregatlari,
ubikitin-proteazom sistemi (UPS) ve otofajik yolaklarla yikima ugramaktadir. PH’de
UPS’deki  hasarlanma hiicrede istenmeyen proteinlerin uygun sekilde

parcalanmasinda basarisizliga neden olur, bu da anormal protein birikmesi ve



toplanmasi, inkliizyon cisimciklerinin olusumu ve son olarak segici dopaminerjik
noéronal hiicrelerin 6limda ile sonuglanir. Ailesel PH ile iligkili UCH-L1, parkin ve a-sin
genlerindeki mutasyonlar sonucunda normal UPS aktivitesindeki bozulmalar, PH
patofizyolojisinde UPS rolline i1sik tutmaktadir [29].

Lizozomal otofaji 3 farkli mekanizma ile meydana gelmektedir. Bunlar
makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji yolaklaridir. Yanhs katlanmis ya
da kiimelenmis proteinleri iceren cift membranli otofagozomlarin lizozomlar ile
birlesmesi makrootofaji yolagidir. Mikrootofajide sindirime ugrayacak molekdiller
lizozomal pinositoz ile iceri alinmaktadir. Saperon iliskili otofajide ise, HSC-70 ile
isaretlenmis molekiiller lizozomal membrandaki LAMP-2A (lizozom iliskili membran
proteini tip 2A) reseptori araciligiyla lizozomlara alinirlar [30]. Dogal a-sin, hiicre
icinde saperon aracili otofaji ile yikima ugramaktadir. Ancak yabanil tipteki o-sin
lizozomal reseptore yiiksek afinite ile baglansa da membrandan iceri alinamaz ve
reseptori bloke ederek saperon aracili otofajiyi inhibe eder. PH beyinlerinde SNpc
ve amigdalada saperon aracili otofaji proteinleri olan LAMP2A ve HSC70
seviyelerinin azaldigi tespit edilmistir [30]. A-sin, fosforilasyon basta olmak lizere
oksidasyon, asetilasyon, glikasyon, glikozilasyon, nitrasyon ve ubikiitinasyon gibi
posttranslasyonel modifikasyonlara ugramaktadir. Bu modifikasyonlar sonucunda
proteinin diger molekillerle etkilesimi bozulmakta ve saperon aracili otofajiye
direncli hale gelmesine yol agmaktadir [31]. insan SN ve LC néronlari okside olmus
dopamin (retmektedir. Okside olmus dopaminin modifikasyona ugramis a-sin ile
etkilesimi sonucu olusan protein kompleksi, saperon aracili otofajiyi bozarak a-sinin
yaninda diger substratlarin da yikimini sekreye ugratma ve hiicre sag kalimini
tehlikeye atmaktadir. Bu mekanizma PH’daki SN ve LC’'deki hicre olimine 1sik
tutmaktadir [32]. Saperon aracih otofajideki inhibisyon makrootofajide
kompansatuar artisa yol ac¢maktadir, ancak yabanil tipteki a-sin otofagozom
sentezini bozarak makrootofajide de bozulmaya yol agmaktadir [33].

Mitokondriyal disfonksiyon : Mitokondriyal bir toksin olan MPTP’nin madde
kotlye kullanimi olan hastalarda toksin ile kontaminasyon sonucunda levodopaya

cevapli hizli baslangich parkinsonizm gelisimine neden olmasi ve bu hastalarin



otopsisinde substansiya nigrada hasarlanmanin gosterilmesi, PH patofizyolojisinde
mitokondriyal disfonksiyonun 6neminin anlasilimasini saglamistir [34]. Genetik
parkinsonizme neden olan Parkin, PINK-1, DJ-1 ve POLG genetik mutasyonlari
mitokondriyal islev bozukluguna neden olmakta ve mitofajiyi indiiklemektedir. SNCA
ve LRRK2 mutasyonlarinin da mitokondriyal disfonksiyona neden oldugu
gosterilmistir [35]. Mitokondriyal disfonksiyon sonucunda eneriji ihtiyaci fazla olan
dopaminerjik néronlarda eneriji ihtiyaci karsilanamamakta ve hiicre 6limi meydana
gelmektedir.

Oksidatif stres: PH'de oksidatif stres dopaminerjik ndéronlarin
dejenerasyonunda o6nemli bir rol oynar. Dopamin metabolizmasinin kendisi,
mitokondriyal disfonksiyon, demir, kalsiyum, ndroinflamasyon ve yaslanma reaktif
oksijen radikallerinin olusumuna neden olan kaynaklardir [36]. Oksidatif strese
neden olan norotoksinler ile indiiklenen PH hayvan modelleri de (MPTP, 6-OHDA,
rotenon ve parakuat modeli) oksidatif stresin PH patofizyolojisindeki roliine isik
tutmaktadir [37].

Néroinflamasyon: Calismalar SN’da mikroglia aktivasyonu, proinflamatuar
sitokinler ve norotoksik faktorlerinin salinimi ile karakterize olan inflamatuar siirecin
PH’da noérodejenerasyonu arttirdigini géstermektedir [38]. Parkinson hastalarinin
BOS orneklerinde IL-1B, IL-6, IL-2, IL-4 gibi proinflamatuar sitokin ylksek seviyelerde
bulunmasi, PH’da noroinflamasyonun rolini desteklemektedir [39]. Hicre
kiltirlerine ekstraseliler a-sin eklenmesi sonucunda mikroglial aktivasyon
gerceklesmekte ve bu etki a-sinin fagositozu ve NADPH oksidaz aktivasyonu sonucu
olusan reaktif oksijen radikalleri araciligi ile olmaktadir [40, 41]. in-vivo ¢alismalarda
da SN’ya yabanil tipte a-sin enjeksiyonunun, proinflamatuar sitokinlerin ve
endotelyal belirteglerinin ekspresyonunu indiikledigi ve mikroglial aktivasyona

neden oldugu gosterilmistir [41].
2.1.2. Ekstraseliiler Alfa-siniiklein ve Prion Benzeri Yayilim

A-sin agregasyonu Lewy patolojisinin temellerini olustursa da yanhs katlanmaya,

fibrilizasyona ve LC olusumuna etki eden faktorler ve a-sin proteinin beyinde nasil



yayildigi hala tam olarak anlasilamamistir. A-sin proteinin sekretuar sinyal peptid
dizilimine sahip olmamasi, yalnizca intraseliiler bir protein oldugu ve patolojik
fonksiyonun vyalnizca hiicre iginde gergeklestigini distindirmektedir. A-sin esas
olarak sitoplazmik bir proteindir ancak insan ve hayvanlarda BOS ve plazma gibi
ekstraseliiler sivilarda a-sin tespit edilmesi, bu proteinin ekstraselller ortamda da
bulundugunu ve ekstrasiiler ortamdaki a-sin’in PH patofizyoloji ile iliskili oldugunu
distindirmektedir [4].

Parkinson  hastalarinin  striatumuna nakledilen insan  embriyonik
dopaminerjik hicrelerinin hem a-sin hem de ubikitin pozitif Lewy cisimcikleri
gelistirmesi, a-sin'in hiicreden hiicreye aktarilabildigini ve etkilenen hiicrelerden
saglikh noéronlara yayilabildigini gostermektedir [42]. Hayvan modellerinde ise
eksojen yoldan verilen a-sin fibrilleri internalize olup normal monomerik a-sin
proteinini LC-benzeri inkllizyonlara donlstiirmekte ve hiicreden hiicreye prion
benzeri yayilim gostermektedir [7].

Son yillarda a-sin’in ekzositoz yoluyla saglikli hiicrelerden ektraseliler siviya
salinabildigi gosterilmis ve bu salinimin mekanizmalari, ekstraseliler a-sin’in PH’daki
yeri aydinlatilmaya calisiimaktadir. Stres durumlarinda a-sin’in  vezikillere
transportu artmaktadir [43]. Vezikiler a-sin agregasyona sitozolik formdan daha
yatkindir ve stres kosullarinda vezkiillere alinan a-sin oligomerik formlara déniserek
ekstraseliiler siviya salinabilmekte, daha sonra endositoz yoluyla diger néronlar ve
glialar tarafindan hiicre igine alinabilmektedir [44]. Ekstraselliler ortamdaki a-sin
metalloproteinazlar gibi ekstraseliiler proteazlar yoluyla ya da néronlar, astrositler
ve mikroglialar tarafindan alinarak hicre icinde yikima ugratiimaktadir[44].
Ekstraselliler ortama salinan a-sin komsu hicreler tarafindan alinarak direkt
norotoksisiteye neden oldugu gibi, astroglial hicreler ve mikroglia aktivasyonu
yoluyla néroinflamasyona da yol agmaktadir [38, 45].

Beyinden makromolekiillerin temizlenmesinde bir diger mekanizma da
glimfatik sistem vyoluyla ekstraseliiler atiklarin drenajidir [10]. Bu sistemin
ekstraselliler a-sin temizlenmesine de katkida bulundugunu ve PH patogenezinde

rol oynayabilecegine dair kanitlar mevcuttur [46]. PH’'de glimfatik sistemin roliine



"2.8.Norodejeneratif hastaliklarda glimfatik sistemin rolG" basligi altinda ayrintih

olarak deginilecektir.

2.1.3. Braak Evrelemesi

SN’deki Lewy patolojisi ve dopaminerjik kayip PH'nin ana motor
semptomlariyla iliskili olsa da Lewy cisimleri yalnizca bu bolgede degil sinir
sisteminde dagilmis halde gosterilmistir. Vagus sinirinde, hipotalamusta, Meynertin
bazal cekirdeginde, serebral kortekste, olfaktor bulbusta ve otonom sinir sisteminde
de Lewy cisimleri izlenmektedir [2]. Braak ve ark. Lewy patolojisinin periferden
santrale dogru yayildigini ve bunun hastalik evreleri ve semptomlar ile iliskili
oldugunu 6ne sirmuslerdir [21].

Evre 1'de periferik sinir sistemi, olfaktor sistem ve medulla oblongata, evre
2’de lokus seruleus, gigantoseliiler retikiiler ¢ekirdek, evre 3’de pedinkiilopontin
niikleus, substansiya nigra pars kompakta, bazal 6n beyin- magnoseliiler niikleus ve
limbik sistem-amigdala santral subniikleusu, evre 4’te limbik sistemin diger yapilari,
temporal mezokorteks-CA2 ve evre 5-6'da yiksek kortikal yapilarda Lewy patolojisi
izlenmektedir [21].

Ancak Braak evrelemesi vakalarin yaklasik %25’inde hastalik progresyonunu
aciklamamaktadir ve yalnizca PH 6zelinde bir skorlama saglamaktadir [47]. 2009
yilinda Lewy patolojisinin zamansal ve mekansal yayiliminin daha iyi anlasiimasi
amaciyla olusturulan skorlama sisteminde Parkinson ve diger Lewy cisimcikli
hastaliklardan olusan vakalar; 1- yalnizca olfaktor bulbus, 2a- beyinsapi baskin, 2b-
limbik sistem baskin, 3- beyin sapi ve limbik sistem ve 4- neokortikal olarak 5 evreye
ayrilmistir [48]. Bu evrelemeye Lewy cisimcikli bozukluklar icin birlesik skorlama
sistemi (Unified staging system for Lewy body disorder-USSLB) adi verilmistir.
Hastalarin USSLB evresi ile motor ve nonmotor semptomlarinin korelasyon
gosterdigi, ayrica bu siniflama sistemi ile Braak evrelemesine gore vakalarin ¢ok

daha blyik bir cogunlugu klasifiye edilebildigi belirtilmistir [47].
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2.1.4.Bazal Ganglionlar

Bazal ganglionlar hareketin kontrol( basta olmak lizere 6grenme, planlama,
calisma bellegi ve emosyonda gorev yapmaktadir. Korteksten gelen veriyi isleyerek
talamus yoluyla kortekse geri gondererek istemli hareketlerin dogru sekilde
uygulanmasini saglarlar. PH basta olmak Uzere istemli hareketlerin kontrollinde
bozulmaya yol acan norodejeneratif hastaliklar bazal ganglionlarin fonksiyonel ve
anatomik baglantilarinin 6nem kazanmasina yol agmistir. Bazal ganglionlar, kaudat
nikleus, putamen, globus pallidus, substansiya nigra ve subtalamik niikleus olmak
Uzere baglantili 5 ntkleustan olusmaktadir. Kaudat ve putamen birlikte neostriatum
adini almaktadir. insanlarda kaudat ve putamen internal kapsiil ile ayrilmistir ancak
rodentlerde striatum anatomik olarak homojen bir yapidir. Striatuma major girdiler
korteks, subtalamik c¢ekirdek ve substansiya nigradan gelir ve genel olarak
eksitatuardir. Striatum ana girdi merkezi olmasi nedeniyle farkh nérotransmitter
reseptorlerinden zengindir ancak ana eksitatuar noérotransmitter glutamattir ve
striatal aktivitenin regililasyonunda ¢ok onemli bir role sahiptir. Korteks ve
talamustan gelen glutamaterjik girdilerin yaninda, pedinkilopontin cekirdekten
asetilkolinerjik, rafe ¢ekirdeginden seratonerjik, lokus seruleustan noradrenarjik ve
substansiya nigra pars kompaktadan gelen dopaminerjik noronlar striatumda

sonlanmaktadir [49].

Striatumun c¢iktilarin ana hedefi ise globus pallidusun internal (GPj) ve
eksternal segmenti (Gpe) ile substansiya nigra pars retikiilatadir (SN;). GP.'ye giden
projeksiyonlar enkafalin icerirken, GP; ve SN/'ya gidenler ise substans P ve dinorfin
icermektedir. Striatum c¢iktilarinin bu fonksiyonel segmentasyonu direkt ve indirekt
yol olarak tanimlanan bazal gangliyon devrelerinin temelini olusturmaktadir [50].
Direkt yolakta kaudat/putamen (striatum), Gpi, SN; ve talamus goérev alir. GP;jve
SNr'dan talamusa ciktilar inhibitér 6zelliktedir. Serebral korteksten striatuma gelen
eksitatuar uyari sonucunda striatum Gp; ve SN/ya inhibitér uyarilar génderir.
Striatumun uyarimi sonucunda GP; ve SN¢/nin talamus (zerindeki inhibisyonu

ortadan kalkar ve talamokortikal baglantilardaki artis sonucunda korteks tzerindeki
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net etki eksitasyon olur (Sekil 2.1). indirekt yolak ise kaudat/putamen(striatum),
Gpe, Subtalamik nikleus (STN), GP;ve talamustan olusur. Normalde GP. STN’e
inhibitér projeksiyonlar génderir, STN ise GP; ‘I eksite eder. indirekt yolakta
kortekten striatuma gelen uyari sonucunda striatumun GP. Uzerindeki inhibisyonu
artar. Bunun sonucunda STN Uzerindeki inhibisyon ortadan kalkar ve GPi aktive olur.
Talamus Uzerindeki inhibisyonun artmasi sonucunda korteks Uzerindeki net etki
inhibisyon olur [51] (Sekil 2.1) . Direkt ve indirekt yolakta korteksten ciktilar striatum
Uzerinden iletilir, ancak korteksten direkt STN’e giden projeksiyonlar da mevcuttur
ve bu yol hiperdirekt yol olarak adlandiriir ve hareketin durdurulmasindan

sorumludur [52].
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Sekil 2.1. Bazal ganglion devresi

SN, krus serebri ve orta beyin tegmentumu arasinda yer alan, ylksek
yogunlukta dopaminerjik néron iceren bir yapidir. Pars kompakta ve pars retikiilata

olarak 2 boélimden olusur. SN, pallidal néronalara benzer morfolojidedir ve ana
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noérotransmitteri Gama-amino bditirik asit (GABA)’tir, direkt ve indirekt yolakta
talamus Gzerinde inhibitor etki gosterir. SNyc ise striatuma dopaminerjik uzantilar
gondererek direkt ve indirekt yolu modile eder. Direkt yolakta yer alan putaminal
noronlar D2 reseptorleri igerirler ve dopamin ile fasilite olurlar. Bunun aksine
indirekt yolaktaki putaminal néronlar ise D1 reseptori icerir ve dopamin ile inhibe
olur. Boylece nigrostriatal yolak indirekt yolu inhibe edip direkt yolu fasilite ederek
hareketi kolaylastirir [51].

Bazal ganglion devresinin cesitli bolgelerinde olan patolojiler hipo ve hiper
kinetik hareket bozukluklarina yol acar. PH’da dopaminerjik noronlardaki
dejenerasyon sonucunda tUm bazal ganglion devresini etkileyen degisimler
meydana gelmektedir. indirekt yolaktaki inhibisyonun azalmasi sonucunda STN aktif

hale gelir ve hareketin baslatilip stirdiirilmesi zorlasir [49].
2.2. Deneysel PH Modelleri

Parkinsonizm hayvan modelleri, hastaligin patofizyolojisi, molekiler
mekanizmalari, genetik / cevresel faktorler, motor/non-motor semptomlar ve
tedavi stratejileri konusunda arastirmacilara oldukca degerli bilgiler saglamaktadir.
Hastaligin patofizyolojisinin tamamen aydinlatilamamis olmasindan da kaynakli
olarak tim fenotipik ve patolojik 6zelliklerini kopyalayabilen bir model heniiz
mevcut degildir.

PH'yi farkli yonleriyle arastirmaya olanak veren 3 temel hayvan modeli mevcuttur.
Bunlar noérotoksin temelli modeller, genetik modeller ve a-sin'in prion-benzeri
yaylhmini inceleyen modeller olarak siniflandirilabilir. PH deneysel hayvan modelleri

Tablo 2.1.’de 6zetlenmistir.
2.2.1. Toksin Temelli Parkinsonizm Modelleri

Noérotoksin  ile indiklenen PH hayvan modellerinde nigrostriatal
dopaminerjik néronlarda dejenerasyon ve bunun sonucunda Parkinson benzeri
fenotip elde edilmektedir. Bu amacla, 6-Hidroksidopamin (6-OHDA), 1-metil-4-fenil-

1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP), parakuat ve rotenon kullanilabilmektedir [37].
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Parkinson

hastaliginin orta-ileri evrelerindeki motor semptomlari taklit edilebilmektedir ve bu

modeller semptomatik tedavi gelistirilmesi icin kullanilmaktadir[53].

Tablo 2.1. Deneysel PH hayvan modelleri

PH modeli

Ozellikleri ve kullanimi

Kisithliklari

MPTP- nérotoksin

Hizh ve giiclii dop jik nérod

Guiglii motor defisit

o-sin agregasy yok
Sistemik enjeksiyon ( bilateral parkinsonizm)

Sicanlarin direngli olmasi
Fare ve insan olmayan primatlarda
fonksiyonel diizelme

6-OHDA -nérotoksin

Kompleks-1 inhibisyonu
ve oksidatif stres

Enjeksiyon tarafina bagli lezyon gelisimi

Hizl ve glicli dopaminerjik nérodejenerasyon

Guigli asimetrik motor defisit

a-sin agregasyonu olmaz

SNpc, striatum yada medial 6nbeyin demetine enjeksiyon
Hemiparkinsonizm

Bilateral enjeksiyon sonucunda yiiksek
mortalite

Rotenon- pestisid

K leks 1 inhibi

Orta derecede dopaminerjik nérodejenerasyon
Hafif derecede motor defisit

a-sin agregasy olabilir

insanlardaki toksisite tartismal

Parakuat ve maneb —

herbisid ve fungisid

Oksidatif stres

SNCA transgenik rodentler

Hafif derecede dopaminerjik nérodejenerasyon
Hafif derecede motor defisit
a-sin agregasyonu olabilir

Fareler ve siganlarda
Yaygin o-sin agregasyonu

insanlardaki toksisite tartismal
Yiiksek doz parakuat pulmoner fibroza
yol agar

Gelismi etkileyebilir

Transgenik ve viral vektor
aracili

Zayif dopaminerjik dejenerasyon
Cogunda motor defisit gelismez
LRRK2’nin rolii ve a-sin ile interasiyonu tizerine calisilabilr

A53T, A30P,E46K nokta Dopaminerjik nérodejenerasyon olusmaz
mutasyonlan ve a-sin asiri | Hafif derecede motor defisit gelisimi
ekspresyonu(ASO) Ailesel SNCA mutasyon modeli
a-sin fonksiyonu, yayilimi ve siniikleopatileri ¢alismaya olanak verir
LRRK2 Fare ve ratlarda Buiyiik gen boyutu AAV vektor

kullanimini engeller

Parkin, PINK1, DJ-1

Transgenik, viral vektor
aracili agin ifadelenme

ral vektor aracili
a-sin agiri ifadesi

Adeno-asosiye viriis yada
lentiviriis vektor

Siganlarda

a-sin modellerinde agreasyonu etkiler
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2.2.2. Genetik Modeller

Blylik bir kismi sporadik olarak izlenmekle beraber PH vakalarinin % 5-25’si
familyal oOzellik tasimaktadir ve ginimizde PH ile ilgili 20’den fazla gen
tanimlanmistir [54]. SNCA, LRRK2, PRKN, PINK-1 ve DJ-1 gibi otozomal dominant ve
resesif genlerin manipilasyonu ile hayvan modelleri olusturulabilmektedir [55] .
Genetik modeller, kalitsal PH formlariyla iligkili genetik mutasyonlari ifade etmeleri
ve sOz konusu proteini hastalikta meydana geldigi gibi uzun silireler boyunca
fizyolojiye yakin seviyelerde ifade etmeleri bakimindan avantajlidir ve
arastirmacilarin ailesel PH formlarindaki mekanizmalari arastirmasina ve terapotik
miuidahaleleri test etmesine izin vermektedir[56]. Ancak gercek hayatta hastalarin
blyik cogunlugunda altta yatan bir ailesel 6zellik bulunmamakta ve vakalar
sporodik olarak gelismektdir. Transgenik modellerde patolojik a-sin birikimi olussa
da bu, PH'nin kendisinde gorilen kalici, progresif nérodejeneratif degisiklikleri taklit
etmekte yetersiz kalmaktadir [57].

Viral vektor araci modelde ise rekombinant adeno-assosiye virlis (AAV)
yada lentivirtis (LV) aracili olarak yabanil yada mutant a-sin asiri ekspresyonu
olmaktadir [57, 58]. Bu sayede a-sin’in dogal ve yavas yayilimi ve nérodejenerasyon
sireci tekrarlanabilmekte ve kognitif bozukluk gibi hastaligin non-motor

semptomlarinin taklit edilmesine olanak saglamaktadir [58].

2.2.3. Alfa-siniiklein Yayilim Modelleri

Noérotoksin temelli modellerde hizli motor defisite neden olan nigrostriatal
dejenerasyon gelisse de a-sin ve LB/LN patolojisi olusmamakta, genetik modellerde
ise uzun surede orta seviyede bir a-sin birikimi olsa da bu nigrostriatal dejenerasyon
ve motor bozukluk gibi hastaligin karakteristik patolojik 6zelliklerini olusturmaya
yetmemektedir.

AAV modelinin ise PH ana patolojik 6zellikleri taklit edebilmesine ragmen,
fizyolojik seviyelerin Gzerinde, ¢ok hizli ve sinirlandiriimis bir bdlgede a-sin

birikimine neden olmasi gibi kisitliliklari bulunmaktadir [59].
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A-sin hicreden hiicreye prion benzeri yayilim gosterdigine dair kanitlar
olmasi Gzerine [42], dagiliminin daha iyi anlagilabilmesi amaciyla a-sin propagasyon
modelleri olusturulmustur [60-62]. Bu modelde rekombinant a-sin monomerik
proteinleri agrege olan amiloid fibrilleri (a-sin PFF) olusturmak Uzere belirli
kosullarda inkiibe edilmektedir. Daha sonra sonikasyon islemi ile fibriller daha kiiguik
boyutlu hale getirilmektedir. Bu kiicik boyutlu fibrillerin in-vivo yada in-vitro olarak
canl ortama verilmesi sonucunda hiicre igine alinan PFF, endojen a-sinin
hiperfosforile, cozinmez inkliizyonlara dontsiimini indikler [56, 62]. Endozomlar
yoluyla internalize olan PFF’i bir kismi lizozomlar tarafindan yikilir, yikimdan kagan
fibriller endojen a-sin ile birlesip giclendirilir, fosforilasyon ve ubikuitinasyon gibi
posttranslasyonel modifikasyonlara ugrayarak uzatiir ve lateral baglantilarla
filamentoz agregatlara dondsir. Organellerin, endomembranlarin, protein ve
lipidlerin birikmesi ile organize hale gelerek insan LC benzer morfolojiye sahip olur
[63]. LC-benzeri inklGzyonlarin olusumu mitokondriyal degisimlere, sinaptik
disfonksiyona ve progresif nérodejenerasyona sebep olmaktadir [63]. Bu modelde
de suprafizyolojik seviyelerde patolojik a-sin olussa da viral vektor aracili ve bazi
transgenik modellerle karsilastirildiginda insan patofizyolojine daha yakin bir birikim
meydana gelmektedir.

Striatum bazal ganglion devresinin ana girdi niikleusdur. Korteksten aldigi
uyarilan diger bazal ganglionlara ileterek hareketin baslatilip strdiiriilmesinde ana
rol oynar. Rodentlerde a-sin fibrilinin striatuma enjeksiyonu sonucunda striatum ve
striatuma projeksiyon gonderen baglantili beyin bélgelerinde zamana bagh olarak
fosforile a-sin intrandral birikimleri izlenmektedir. Bu birikimler en belirgin olarak
frontal ve insular korteks, amigdala ve SNpc’de olusmaktadir. inkliizyonlar, ubikuitin
icermesi, tioflavin-S pozitif olmasi ve proteinaz-K resistans olmasi ile insan Lewy
cisimciklerine benzer 6zellikler gostermektedir [6, 61]. PFF, enjekte edildikten sonra
beyinde hizla yayllmakta ve karsi hemisfere ge¢cmektedir. Fibrilin unilateral
enjeksiyonu sonucunda nigral dopaminerjik néronlarda bilateral kayip meydana
gelmesi [6, 61] ve PFF enjeksiyonu Oncesinde kallozotomi yapilan hayvanlarda

kontralateral hemisferde a-sin patolojisi anlamli olarak azalirken, enjeksiyondan 24
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saat sonra kallozotomi yapilan hayvanlarda, kallozotomi yapilmayan hayvanlarla
benzer dagilim izlenmesi [64] bu hizli ve bilateral yayillimi desteklemektedir. PFF’'in
direkt olarak SNpc’ya enjeksiyonu ile dorsal striatum enjeksiyonuna benzer yayilim
ve dopaminerjik nérodejenerasyon izlenmektedir [65].

Striatuma enjekte edilen PFF'in miktari ¢alismalar arasinda degiskenlik
gostermektedir ve verilen miktara baglh olarak olusan inkllzyonlarin miktari
zamansal degisiklik gostermektedir. Pauimer ve ark.’nin [6] calismasinda striatuma 2
bolgeden yapilan enjeksiyonun tek bolgeye gore daha yaygin patolojiye neden
oldugu, Patterson ve ark.’nin [61] galismasinda ise 2 bolgeden toplam 16ug fibril
enjeksiyonunun toplam 8ug’a gore 2.ayda ipsilateral SNy’'da 2.5 kat daha fazla
fosforile a-sin birikimine neden oldugu gosterilmistir. Calismalarda PFF enjeksiyonu
sonrasindaki 4 ila 24 hafta arasindaki patolojik a-sin birikimleri ve dopaminerjik
hiicre kaybi incelenmistir [6, 61, 66, 67]. 4. Haftadan itibaren SNy.'da fosforile a-sin
birikimleri izlenmeye baslamaktadir [6]. Ancak dopamin hiicrelerinde dejenerasyon -
tirozin  hidroksilaz (TH) ekspresyonunda azalma ise 12-16. haftalarda
gerceklesmektedir [61, 66, 67]. Dopamin asimetrisinin motor testlere etkisine
bakildigindaysa en uzun takip sliresi olan 6.ayda bile dopamin asimetrisinin motor
defisit gelistirmek icin yeterli olmadigini grmekteyiz [6, 61].

intrastriatal PFF enjeksiyonu ayni zamanda mikroglial aktivasyonu da
indiiklemektedir. ipsilateral striatumda PFF enjeksiyonu sonrasinda MHC-II
ekpresyonunda artis izlenmistir. Bunun baslangi¢ta verilen ekstrasiiler PFF’in etkisi
olabilecegi duslinilmistr. Ancak zaman icinde bu ekspresyonun azalmayip fosforile
a-sin birikimleriyle paralel olarak artis gostermesi, mikroglial aktivasyonun a-sin
agregatlar sonucu gelistigini gostermektedir [67]. Mikroglial aktivasyon SNpc
noéronlarini dejenerasyona hassas hale getirerek dopaminerjik defisiti artirmaktadir
[68].

Parkinson hastaliginin premotor semptomlarinin ve Braak hipotezine goére
baslangic evrelerinin modellemesi (zerine yapilan c¢alismalarda PFF sistemik
intravaskiler olarak, gastrointestinal sisteme yada olfaktér bulbusa enjekte

edilebilmektedir [69-71]. A-sin PFF’'in intravaskiler olarak enjeksiyonu sonucunda
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premotor idiopatik PH benzer, bolgesel ve zaman bagiml néronal patoloji gelisimi
izlenmektedir. Bu modelde gastrointestinal ve olfakor defisite ek olarak beyin sapi
ve orta beyinde norojenerasyon izlenmistir [71]. Olfaktor bulbusa fibril enjeksiyonu
ile de patolojik birikimler olusmakta ve 12 ay icinde transnéral olarak bircok beyin
bolgesine yayilmaktadir [72]. Gastrointestinal sisteme enjekte edilen fibril de kaudo-
rostral yayilim gostererek santrale gecmekte ve bu gecis vagus siniri yoluyla

olmaktadir [70].
2.3. BOS Dolasimi

Geleneksel hipoteze gbére BOS primer olarak koroid pleksusta (retilir,
foramen Monro araciligiyla 3.ventrikiile, serebral akuaduktus ile 4. Ventrikile
buradan da foramen Magendie ve Luschka araciligiyla subaraknoid araliga bosalir.
Subaraknoid araliktaki BOS araknoid granuasyonlardan emilerek vendz sisteme
drene olur (Sekil 2.2). Ancak sonraki yillarda BOS’un tek drenaj yolunun araknoid
granulasyonlar olmadigi ortaya koyulmustur. Kribriform lamina, kraniyal ve spinal
sinir kiliflart ve dural lenfatikler yoluyla lenfatik sisteme BOS drenaji oldugu
gosterilmistir [11, 73, 74]. Eriskinlerde BOS toplam hacmi 90-200 mL arasindadir ve
glinde ortalama 500 mL BOS iretilmektedir [74]. Yasla beraber BOS devir hizi
azalmakta ve beyinde metabolitlerin birikmesine neden olmaktadir. Bu durum bazi

norodejeneratif hastaliklarda da izlenmektedir [75].
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Sekil 2.2. Klasik BOS dolasim modeli
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Uzun yillar beyin omurilik sivisinin asil gorevinin santral sinir sistemini saran
bir yastik islevi gorerek mekanik etkilere karsi korumak oldugu distnilmustir.
Ancak son yillardaki kanitlar BOS’un beyin parankimindeki interstisyel sivinin
homeostazi, noronal ve imminolojik fonksiyonlarda  hayati roli oldugunu

gostermektedir [76].

2.4. Glimfatik Sistem

Periferik organlarda oldukca gecirgen kapillerler ve lenfatik sistem

intersitisyel sividan proteinlerin ve metabolik artiklarin uzaklagtiriimasini
kolaylastirmaktadir. Merkezi sinir sisteminin yiksek metabolik hizi ve noéronlarin
toksik molekiillere yilksek hassasiyetine ragmen uzun vyillar boyunca beyinde
konvansiyonel bir lenfatik sistemin olmadigi goriist kabul gérmekteydi [77].
2012 yilinda lliff ve ark. [10] tarafindan ‘glia’ ve ‘lenfatik’ kelimelerinden gelen
‘glimfatik sistem’ modeli ortaya koyuldu. Bu sistem bir psédo-lenfatik sistem olarak
tanimlanabilir ve beyinden makromolekdillerin uzaklastiriimasinda gorev almaktadir
[77].

Glimfatik sistem modeli ortaya atilmadan o6nce de beyindeki damarlarin
cevresinde perivaskiiler bir bosluk oldugu ve bu boslugun sivilarin beyin
parankimine giris ¢ikisi icin bir yol olabilecegine dair kanitlar mevcuttu [78]. Kediler
ve tavsanlar Uzerinde yapilan c¢alismalarda ise servikal lenfatiklerin baglanmasi
sonucu beyinlerinde 6dem gelisimi oldugu, beyine karbon isaretleyici verildiginde de
isaretleyicinin damar cevresinde ve komsu lenf nodlarinda lokalize oldugu
gosterilmistir [79].

Glimfatik sistem modeli ilk tanimlandiginda BOS’a verilen isaretleyicilerin
lenf nodlarina nasil drene oldugu belirsizdi ve hala tam bir lenfatik doku
gosterilememisti. Aslinda meninkslerde lenfatik dokularin oldugu ilk defa 1787’de
Mascagni ve ark. [80] tarafindan bildirilmisti, ancak 2015 yilinda 2 farkh ¢alisma ile
periferik lenfatiklerin karakteristik 6zelliklerini tasiyan meningeal lenfatiklerin
gosterilmesiyle santral sinir sisteminin de lenfatik drenajinin oldugu gorist kabul

gormustir [11, 81].



19

2.4.1. Glimfatik Sistem Anatomisi

Beyin parankimine penetre olan damarlar arteriyolleri ve dallanarak teminal
kapiller yatagi olusturmaktadir. BOS subaraknoid araliktan penetran arteriyollerin
cevresindeki paravaskiler bosluga dolar. Bu penetran damarlar leptomeningeal
hiicreler ve glia limitans ile cevrelenmistir ve BOS dolu perivaskiler bosluklari, diger
adiyla Virchow -Robin bosluklarini olustururlar [82]. Glimfatik sistem modelinde,
subaraknoid bosluktaki BOS bu periarteriyel araliktan astrosit son ayaklarindaki
AQP4 su kanallarn araciligiyla interstisyuma, interstisyuma gecen BQOS, interstisyel
sivi ve solut maddeler ile karisarak paravendz yoldan dural lenfatikler araciligiyla

derin servikal lenf nodlarina drene olmaktadir [10, 11] (Sekil 2.3).

Meningeal lenfatikler
Dura mater ‘

Araknoid granulasyon

BOS

Subaraknoid aralik

Metabolik atiklar,
antijenler,
makromolekiiller

AQP-4 su kanallari

Astrositler

Astrositson ayaklari
Perivendz
bosluk

Periarteriyel «——
bosluk

Sekil 2.3. Glimfatik sistemin sematik goésterimi [10]

BOS’un perivaskiiler araliktan interstisyuma gecisi ve interstisyel sivi ile
karismasinda arteriyel ve vendz basing, kardiyovaskiiler pulsasyonlarin itici giici,
solunum ve intrakraniyal basing rol oynar [83, 84].

interstisyel sivi ile birlesen BOS’un beyinden perifere drenaji birkag farkh
sekilde olmaktadir ; i) meningeal lenfatikler araciligi ile derin servikal lenf nodlarin
drenaj, ii) araknoid granulasyonlar araciliglyla venoz sinislere drenaj, iii) kraniyal

sinirler boyunca (olfaktor, optik, trigeminal sinir vb.) perindral kiliftan emilere
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servikal lenf nodlarina drenaj, iv) kan-beyin bariyeri yoluyla kan akimina drenaj v)
glimfatik sistem yoluyla paraven6z bosluga drenaj [85] (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. BOS’un beyinden perifere drenaj yollari [85] 1) Meningeal lenfatik yolagi,
2) Venoz sinis yolagi, 3) Perinoral yolak 4) Glimfatik ve paravaskdiler yolak, 5)

Perivaskiler yolak 6) KBB yolagi

2.4.2. Akuaporin 4 Su Kanal

Su molekiilleri lipid plazma membranini direkt olarak gecebilse de bu gegis
hem yavas hem de bir diizenlemeye tabi degildir. Suyun transmembran olarak hizli
gecisini dlizenleyen kanallarin var olmasi gerektigi dusliniilmekteydi ve 1992 yilinda
akuaporin kanallarinin kesfi sonrasinda [86], ilerleyen yillarda 11’i memelilerde,
150’ye yakini bitkiler, mikroblar ve diger hayvan tiirlerinde olmak lzere ¢ok sayida
su kanahnin varligi ortaya koyuldu [87]. Aquaporin kanallari selektif olarak suya
gecirgen olan kanallardir. AQP kanallarinda 1, 4 ve 9 memeli beyninde ekprese
edilmektedir [87, 88]. AQP1 koroid pleksustaki epitelyal hiicrelerde bulunur ve BOS
Uretiminde rol oynamaktadir [89]. AQP9 ise baskin olarak katekolaminerjik
noronlarda bulunmaktadir ve bir metabolit kanali olarak beyin enerji

metabolizmasinda rol oynadigi distlmektedir [90].
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AQP4 su kanallar, sican beyinlerinde ilk defa 1994’te gosterilmis olup
beyinde 6zellikle serebellum, hipotalamus, spinal kord ve ventrikiillerin ependimal
hiicrelerinde bolca bulunmaktadir ve diger akuaporin kanallarinin aksine civa ile
inhibe olmamasi nedeniyle civa-duyarsiz su kanali olarak isimlendirilmigtir [91, 92].
Hiicresel dagilimina bakildiginda vaskularizasyonu fazla olan bélgelerde, astrositlerin
ayaksi g¢ikintilarinda ve 6zellikle kan damarlarina en yakin olan bolgede eksprese
edilmektedir (polarizasyon) [93].

AQP4 plazma membraninda tetramer olarak ekprese edilir ve M1 ve M23
olmak Gzere 2 major izoformu vardir [94]. M23 formu ortogonal parcacik dizinleri (
orthogonal arrays of particles — OAP) olarak adlandirilan supramolekiiler yapilari
olustururken, M1 tek basina bu yapilar olusturamaz ancak M23 ile birleserek yapiya
katilabilir[95]. Ortogonal parcacik dizinleri su gecirgenligini artirir, hlicre-hiicre
adezyonunu diizenler ve astrosit ayaksi cikintilarinda AQP4 polarizasyonunu
kolaylastirir[94]. AQP4 kanallarinin astrosit ayaksi cikintilarindaki polarizasyonu
glimfatik sistemin isleyisi icin elzemdir. Periarteriyel aralikta bulunan BOS, damarlari
cevreleyen astrositlerin ayaksi cikintilarindaki AQP4 kanallari aracihigi ile
interstisyuma gecmekte, burada interstisyel sivi ve metabolik atiklar ile birleserek
yine AQP4 kanallari araciligi ile paravenoz araliga drene olmaktadir [10].

AQP4 kanallarinin polarizasyonun bozulmasi sonucunda, kan damarlarini
cevreleyen ayaksi ¢ikintilarda kiimelenmesi gereken kanallar hiicrenin iginde daginik
halde izlenmektedir ve glimfatik disfonksiyon gelismektedir. Yaslanma ve AH'de
glimfatik sistem fonksiyonlarindaki bozulmanin mekanizmalarindan biri de AQP4

polarizasyonun bozulmasidir [96, 97].

2.5. Meningeal Lenfatikler

Meningeal lenfatik damarlar dural sinlslerin her iki yaninda yer almakta ve
beyin parankimindeki BOS ile karisan interstisyel sivinin servikal lenf nodlarina
drene olmasini saglamaktadir. Bu lenfatik damarlar Prox1, CD31, Lyve-1,
Podoplanin, VEGFR3 ve CCL21 gibi lenfatik endotel hicrelerinin geleneksel

belirteclerinin hepsini ekprese etmektedir [11, 81]. Calismalar bu damarlarin bir ¢cok
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immun hicre tasidigini ve sadece beyinden atiklarin uzaklastirilmasinda degil, ayrica
beynin normal immun regiilasyonunun da saglanmasinda 6nemli roli oldugunu
gostermektedir[83]. Bu lenfatik damarlar glimfatik sistem araciligiyla komsu
subaraknoid araliktaki BOS ve interstisyel siviyl absorbe etmekte, kafa tabanindaki
bir foraminadan gecerek derin servikal lenf nodlarina drene olmaktadir [11].

Hayvanlarda intraserebroventrikiiler olarak verilen floresan boyanin
sinUslerin her iki yaninda bulunan meningeal lenfatiklerde izlenmesi bu lenfatiklerin
BOS drenajini sagladigini géstermektedir [81]. Yine intraventikiiler olarak enjekte
edilen Evans mavisinin 30.dakikada meningeal lenfatiklere ek olarak derin servikal
lenf nodlarinda izlenmesi ancak bu zaman diliminde yizeyel derin servikal lenf
nodlarinda izlenmemesi, primer drenaj bodlgesinin derin servikal lenf nodlari
oldugunu kanitlamaktadir [81].

BOS’un servikal lenf nodlarina drenaj yollarindan biri de kribriform lamina
yoluyla servikal lenfatiklere drenajdir. Ancak calismalar BOS’un ekstrakraniyal
drenajinda primer yolun kribriform lamina yoluyla degil, meningeal lenfatikler
yoluyla oldugunu gostermtektedir [11, 81]. Yapilan calismalarda derin servikal lenf
nodlarinin lenfatik damarlarinin baglanmasi sonucunda BOS drenajinin bozuldugu,
ayrica periferik lenfédeme benzer sekilde meningeal lenfatiklerde ¢ap artisina

neden oldugu gosterilmistir [81].
2.5.1. Meningeal Lenfatikler ve Glimfatik Sistem Arasinda iliski

Meningeal lenfatiklerin ve glimfatik sistemin kesfi ile bu iki sistem arasindaki
yakin iliski cesitli calismalarla aydinlatilmaya calisiimistir. Dural lenfatiklerin aplazik
oldugu hayvanlarda beyin parankimine enjekte edilen makromolekdillerin beyinden
temizlenmesi bozulmaktadir [11]. Unilateral ligasyon sonucu ise ipsilateral
hipokampliste amiloid-beta birikimi artmaktadir [98]. Baska bir calismada ise AQP4
ekspresyonu bozularak glimfatik sistem disfonksiyonu olusturulan farelere bilateral
derin servikal lenf nodu ligasyonu yapilmis, bu hayvanlarda lenfatik drenajin
bozulmasi sonucunda AQP4 ekpresyonundaki degisikliklerin AB birikimini artirdigini

gosterilmistir [99]. Derin servikal lenf nodu ligasyonu AQP4 polaritesi ve
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ekspresyonunu bozarak ve noroinflamasyonu tetikleyerek glimfatik sistem

fonksiyonalarinda bozulmaya yol agmaktadir [46, 100].

2.6. Glimfatik Sistem Goriintiilemesi

Glimfatik sistem insanlarda ve hayvan calismalarinda farki gorintileme
yontemleriyle incelenebilmektedir. Hayvan calismalarinda in-vivo ve ex-vivo olarak
inceleme vyapilabilmektedir. MRG goriintileme hem hayvan hem insan
calismalarinda tiim beynin goriintlilenmesine olanak saglarken, floresan mikroskopi
ile dar bir alanda mikroskopik dilizeyde ylksek ¢ozundrlUkli gorinti elde

edilebilmektedir.

2.6.1. Manyetik Rezonans Goriintiileme

Glimfatik sistemin MRG ile goriintilenmesi in-vivo incelemeye olanak
saglamasi, tim beynin incelenebilmesi ve dinamik bir gorintlii elde edilebilmesi
yoniinden avantajlidir ve bircok hayvan ve insan calismasinda farkh teknikler
kullanilarak uygulanmakta ve son zamanlarda ¢alismalar giderek hiz kazanmaktadir
[101].

Dinamik kontrastli manyetik rezonans gériintiileme: Hayvan modellerinde
en sik kullanilan yoéntemlerden biri dinamik kontrasth MRG’dir. Paramanyetik
kontrast maddenin intratekal olarak verilmesi sonrasi belirli zaman araliklarinda
alinan gorintiler ile kontrast maddenin BOS’a yayilimi, parankime alinmasi ve
temizlenmesinin olglilmesi ile glimfatik sistem fonksiyonlari hakkinda bilgi
edinilebilmektedir. Kontrasth MRG goriintileme icin segilen paramanyetik kontrast
maddenin paravaskiler araliktan beyin parankimine gecebilecek boyutta olmasi
gereklidir. Blyuk molekll agirligina sahip paramanyetik maddeler paravaskiler
aralikta kalmakta ancak parankime gecememektedir [102].

Literatlrde rodentler izerinde yapilan glimfatik sistem MRG calismalarinda
intratekal kontrast maddenin verilis yolu olarak sisterna magna [14, 102, 103] yada
intraventrikiler [104] yol secilmistir. Ancak yapilan c¢alismalar glimfatik sistem

gorlintlilemesi icin intratekal isaretleyici verilme yolu olarak lomber intratekal yolun



24

kullanilabilecegini de gostermektedir [105]. Calismalarda intrakraniyal basincta
artisa yol agmadan glimfatik sistem fonksiyonlarinin korunmasini saglamak amaciyla
1.6ul /dk infuzyon hizi ve toplam 80ul Gd-DTPA tercih edilmistir [14, 102, 103].
Ancak bazi galismalarda 2ul/dk infuzyon hizinin da kullanilabilecegi, intrakraniyal
basinctaki degisimin infuzyon bitiminde normalde doéndigid ve fizyolojik akimi
bozmadigi gosterilmistir [96, 106]. Glimfatik sistemin kontrastli MRG ile incelenmesi
iskemik inme [107], diyabetes mellitus [14, 108], travmatik beyin hasari [109] gibi
farkh norolojik ve sistemik hastalik hayvan modellerinde uygulanmistir.

intratekal paramanyetik kontrast madde enjeksiyonu ile glimfatik sistem
gorintilemesi insanlar da uygulanabilmaktedir. Verilen isaretleyicinin insan
beyninde sentripedal olarak ylizeyden derin yapilara dogru, vaskiiler pulsasyonlar
aractligiyla iletildigi gosterilmis olup, bu bulgu glimfatik sistem hipotezini
dogrulamaktadir [110]. insanlarda intratekal yoldan verilen kontrast madde
yogunlugu kortekste yaklasik 10-15.saatlerde maksimuma ulasirken [111],
rodentlerde bu siire 30-60.dakikadadir [102]. insan calismalarinda ve klinikte
siklikla kullanilan gadobutroliin intratekal kullanimi bilinen kontrast alerjisi olmayan
hastalarda givenli olarak kabul edilmektedir ancak hastalarda lomber ponksiyona
bagh bas agrisi, bulanti, sersemlik gorilebilmektedir [13]. Saglikli insanlarda
gadolinyum bazli kontrast maddelerin intravendz yoldan verildiginde subaraknoid
boslukta ve paravaskiiler boslukta izlenebildigi gésterilmistir [112, 113]. intravenéz
ve intratekal enjeksiyon yontemlerinin genel olarak glivenli olmasina ragmen invaziv
islem gerektirmesi, kontrast maddenin dagilimi igin uzun sire gerektirmesi
nedeniyle insanlarda glimfatik sistemin gorlintilenmesi icin noninvaziv ve hizli
teknikler olusturulmustur.

Diffiizyon tensér gériintiileme: DTi teknigi ile lateral ventrikil gévdesinin dig
tarafindaki beyaz cevherdeki perivaskiler bosluktaki diffuzyon kapasitesi, ana beyaz
cevher liflerine dik bir yondeki diffuzyon kapasitesi olarak oranlarak degerlendirilir
ve buna ALPS (along the perivascular space) indeksi denilmistir. Bu oranin hafif
kognitif bozukluk ve Alzheimer hastalarinda mini mental test skorlariyla ters orantili

oldugu gosterilmistir ve glimfatik sistem fonksiyonlarinin belirteci olabilecegi 6ne
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surilmugtlr [114]. Bu teknik Parkinson hastalari ve idiyopatik REM uyku davranis
bozuklugu (RUDB) olan hastalardaki glimfatik aktivitenin degerlendirilmesi amaciyla
da kullanilmigtir. Parkinson hastalarinda hastalik siddeti ile ve kognitif yikim ile ALPS
indeksi arasinda ters oranti gosterilmistir ve ALPS indeksinin Parkinson hastalarinda
glimfatik sistem biyobelirteci olarak kullanilabilecegi belirtilmistir [115, 116].
Genislemis perivaskiiler bosluklar: Virchow-Robin bosluklari (VRB) olarak da
bilinen perivaskiler bosluklar (PVS), mikrodamarlarin etrafinda bir bosluk agi
olusturan BOS dolu, metabolik artiklarinin drenajinin gerceklestigi bolgelerdir ve
glimfatik sistemin ana birlesenidir. Normal perivaskiler bosluklar konvansiyonel
MRG’de goriilemezler ancak genislediklerinde goriiniir hale gelirler. Siklikla sentrum
semiovale, bazal ganglionlar ve beyin sapinda, T1 ve FLAIR sekanslarda hipo, T2
agirlikl sekanslarda hiperintens goriintirler [117]. PVS’lerin genislemesine neden
olan mekanizmalar hala net degildir, ancak bunun potansiyel olarak glimfatik sistem
disfonksiyonunu yansittigi disiintilmektedir. Teorik olarak perivaskiler bosluktan
parankime BOS aliminin ve disari atiliminin bozulmasi sivi birikimine neden
olmaktadir. Kognitif yikim, PH, travmatik beyin hasari, normal basin¢h hidrosefali
(NBH) gibi bircok hastalikta genislemis PVS’ler ile hastalik arasinda iliski
gosterilmistir [118].
intravoksel tutarsiz hareket diffuzyon gériintileme (intravoxel incoherent motion
diffusion weighed imaging- IVIM-DWI), MR perflizyon, MR spektroskopi gibi diger
MRG teknikleri de glimfatik sistem goriintilemesi icin c¢esitli c¢alismalarda

kullanilmistir [118].
2.6.2.Hayvan Galismalarinda Kullanilan Diger Goriintiileme Yontemleri

iki-foton mikroskobi ile canli hayvanlarda anestezi altinda gériintiileme
yapilabilmektedir. Genellike sisterna magnaya vyerlestirilen bir kandl yardimiyla
floresan isaretleyici subaraknoid bosluga verildikten sonra parankime dagilimi
incelenmektedir. Bu yontem kiglik paravaskiler bosluklarin goériintiilenmesine

imkan vermektedir. Milkemmel uzaysal ¢6ziinlrliik saglamasi yoniinden avantajhidir,



26

ancak beynin sadece kiiclik bir bélimiinin incelenebilmesi ve invaziv bir kraniyal
pencere acllmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir [10, 119, 120] .

Ex-vivo floresans goriintiilemede ise floresan isaretleyici subaraknoid araliga
verildikten sonra belirli bir stre sonra perflizyon yapilip beyin c¢ikarilmakta ve
kesitler alinmaktadir [96, 105, 121]. Bu yontem ile o kesitin tamaminda floresan
dagihmi degerlendirilebilmektedir. Ancak bu yéntem hayvan sakrifiye edildikten
sonra yalnizca tek bir andaki isaretleyici dagilimini gostermekte ve perivaskiler
boslukta meydana gelen kollaps nedeniyle isaretleyicilerin dagiliminda fizyolojik
duruma gore ciddi degismeler olmaktadir [122].

Her iki goriintlileme yontemindeki dezavantajlarin ortadan kaldirilmasi
amaciyla yeni gorintileme teknikleri gelistirimeye baslanmistir. Transkraniyal optik
goruntileme, canli hayvanlarda iki-foton goriintiilemenin aksine daha genis bir

alanin incelenmesine olanak vermektedir [123].

2.7. Glimfatik Sistemi Etkileyen Faktorler

BOS’un perivaskiiler bosluktan beyne gecisi bliyik oranda kardiyak sistol ile
ortaya cikan arteriyal pulsasyonlar sonucu olmaktadir [106]. Ancak bu gecisi
etkileyen tek faktor kardiyovaskiler pulsasyonlar degildir. Solunum, uyku, anestezi,
vicut pozisyonu, yaslanma gibi bircok faktor glimfatik drenaja etki etmektedir.

Solunum: Ulta-hizh  manyetik ensefalografi kullanilarak solunumla
indiklenen pulsasyonlarin da BOS’un konvektif akisina etki ettigi gosterilmistir
[124]. Solunumsal pulsasyonlar venoz tarafta disiik basing kaynagi olusturarak solit
ylklerin peri-venoz bolgeye dogru itilmesini saglamaktadir. Kardiyak ve solunum ile
ortaya ¢ikan pulsasyonlara ek olarak dusik frekansh (0.023-0.73 Hz) ve ¢ok disiik
frekansli (0.001-0.023 Hz) yavas vazomotor dalga fluktuasyonlari da glimfatik akima
katki saglamaktadir [124].

Uyku: Yillardir siren calismalara ragmen uykunun neden gerekli oldugu,
beyin icin nasil onarici oldugu ve uykusuzluk durumunda beyin fonksiyonlarinin nasil

kotllestigi hala anlasilamamistir. Uzamis uyku deprivasyonu kognitif performansta
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kotllesme, reaksiyon zamaninda uzama ve ekstrem durumlarda olime vyol
acabilmektedir [120].

Yasayan fareler lizerinde yapilan iki-foton goriintileme ile dogal uyku ya da
anestezinin interstisyel boslukta %60 artisa yol actigl, bunun BOS ve interstisyel
sivinin konvektif degisiminde ciddi artisa neden oldugu gosterilmistir. Bu artis
interstisyel sividan B-amiloid temizlenmesini de artirmaktadir[120]. Uyanikliktan
uykuya geciste, merkezi norepinefrin seviyeleri azaldik¢a, hilicre disi alanin
genisledigi ve doku direncindeki azalmanin daha hizli BOS akisi ve interstisyel solut
temizlenmesine yol actigi sonucuna varilmistir [120]. Uykunun glimfatik sistem
fonksiyonlarindaki roltyle ilgili bir kanit da, uykudaki 1-4 Hz yavas dalga delta
osilasyonlarinin giciliniin yiksek glimfatik akisla korele oldugunun gosterilmesidir
[125].

Uyku deprivasyonu AQP4 polarizasyonunu bozarak glimfatik sistemde
disfonksiyon olusturmaktadir [119] ve AQP4 knockout fareler Gzerinde yapilan bir
calismada bu hayvanlarda kronik uyku depriasyonu sonucunda B-amiloid ve tau
birikiminin arttig1, ayrica mikroglia aktivasyonu, noéroinflamasyon ve hipokampusta
sinaptik protein kaybinda da artis oldugu gosterilmistir [126].

Viicut Pozisyonu: Glimfatik sisteme etki eden faktorlerden biri de viicut
pozisyonudur. Viicut pozisyonu serebral hemodinamikleri ve intrakraniyal basinci,
boylece glimfatik sistem fonksiyonlarini etkilemektedir. Supin ve pron pozisyon ile
karsilastirildginda sag lateral dekibit viicut pozisyonunda glimfatik drenaj en
etkindir [127]. Sag lateral dekiibit pozisyonda kalbin daha yukarda yerlesimli olmasi
nedeniyle kan pompalamasinin kolaylasmasi ve vendz doénlste artis ile beraber
kardiyak strok volimde artis ve sempatik tonusta azalma ile glimfatik akistaki artis
aciklanmaya cahsiimistir [127]. Dik durus ve supin pozisyonun kraniyo servikal
bolgedeki BOS akimina etkilerinin arastirildigi bir calismada ise dik pozisyona gore
supin pozisyonda BOS osilasyonlarinin daha fazla oldugu ve 24 saatlik zaman
biliminde toplam BOS degisim voliminiin supin pozisyonda 2 kat daha fazla oldugu

gosterilmistir [128].
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Egzersiz: Egzersizin beyin saghgina olumlu etkileri mevcuttur ve
norodejeneratif hastalik riskini distrlip kognitif performansi artirmaktadir. Fiziksel
aktivite AH ve diger norodejeneratif hastaliklardan korunma stratejilerinin 6nemli
biri birlesenidir [129, 130].

Egzersiz ile beraber glimfatik sistem fonksiyonlarinda iyilesme, AQP4
ifadesinde ve polarizasyonunda artis, aktive mikroglia ve astrosit sayisinda azalma
ve beyinden AR temizlenmesinde artis meydana gelmektedir [131, 132]. Egzersiz
sirasinda akut olarak glimfatik iceri alimda disls gelismektedir ve durumun
adrenalin-noradrenalin degisimlerine baglh olarak gelistigi distnilmektedir [133].
Egzersiz ayrica vaskiler resistansi azaltmakta ve serebrovaskiiler reaktiviteyi
artirmaktadir [134]. Egzersizin beyin damarlari Gzerindeki etkisi glimfatik sistem
Uzerine olumlu etkilerini aciklayabilir.

Yaslanma: Yas norodejeneratif hastaliklar icin en glicli ve degistirilemez risk
faktoridir. Ozellikle AH ve PH icin yasla beraber hastalik riski artmaktadir[135].
Yasla beraber norodejeneratif hastalik olusumunda altta yatan etkenlerden biri de
glimfatik sistemdeki bozulmadir. Hayvan modellerinde yasla beraber AQP4
polarizasyonunda, serebral arteriyal pulsatilitede ve ekstraseliler volim
regllasyonunda bozulma sonucunda glimfatik drenajda azalma meydana

gelmektedir [96].
2.8. Norodejeneratif Hastaliklarda Glimfatik Sistem

Ozellikle gelismis ilkelerde hayat beklentisinin artmasi ile nérodejeneratif
hastaliklarin prevelansi ve beraberinde getirdigi toplumsal yik de artmaktadir.
Henlz kiratif bir tedavisi olmayan bu hastaliklara neden olan mekanizmalarin daha
iyi aydinlatilmasi tedavi calismalarina da 1sik tutacaktir. AH, PH, Huntington hastaligi
(HH), amyotrofik lateral skleroz (ALS), frontotemporal demans (FTD) yaslanmayla
iliskili nérodejeneratif hastaliklardir. Bu hastaliklarin patofizyolojisnde amiloid-B,
tau,
a-sin, TAR DNA-protein 43 (TDP-43) ve mutant huntingtin gibi proteinlerin yanlis

katlanmasi, yanhs yerlesimi ve toksik birikimleri sonucunda fonksiyon kaybi ve
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norotoksik etkileri rol oynamaktadir [136]. Bu anormal birikimlerin beyinden
temizlenmesindeki bozukluk patoloji gelisiminin ana mekanizmalarindan biridir.
intraseliler atiklar ubikuitin-proteozom sistemi ve otofaji yoluyla yikima
ugramaktadir. intraseliler olarak yikilamayan atiklar ise ekstraseliler ortama
salinmaktadir. Ekstraseliler alandaki atiklar ise proteazlar, kan beyin bariyeri ve
yakin zamanda kesfedilmis olan glimfatik sistem aracilligiyla beyinden
uzaklastinimaktadir [136]. Glimfatik sistemin kesfi ile metabolik atiklarin beyinden
uzaklastirilmasi ve buna etki eden faktorler yeniden ©6nem kazanmis ve
arastirmalarin konusu haline gelmistir.

Amiloid-B (AB), tau ve a-sin gibi proteinlerin BOS’ta bulunmasi, beyinden
toksik molekdillerin temizlenmesinde BOS’un roli oldugu disiindirmektedir ve
2012 yilinda glimfatik sistem modelinin tanimlanmasi ile beraber artan kanitlar
norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde glimfatik sistemin Onemine isik

tutmaktadir [10].
2.8.1. Alzheimer Hastaliginda Glimfatik Sistemin Roli

Alzheimer hastaligi diinyada en sik goriilen noérodejeneratif hastaliktir ve
ortalama yasam siiresinin artmasi ile ilerleyen yillarda prevelansinin daha yulksek
seviyelere ¢ikmasi beklenmektedir [137]. AH'nin molekiler patofizyolojisinde AB
plaklarinin parankim ve serebral damarlar c¢evresinde ve hiperfosforile tau
proteinlerinin intraseliiler birikimi yer almaktadir ve AB Uretimi ve temizlenmesi
arasindaki dengesizlik sonucu patolojik birikimler ortaya ¢ikmaktadir. Ekstraseliler
sividaki  AB’nin temizlenmesinde enzimatik yikim ve hiicresel alim, kan-beyin
bariyerinden (KBB) gecis ve glimfatik sistem etkili olmaktadir [10, 138]. Hakim gorus
KBB’den gecisin hakim temizlenme yolu oldugu yoéniinde olsa da son zamanlarda
glimfatik sistem ile ilgili calismalar bu gorisin degismesine neden olmustur. AQP4
ifadesi bozulmus farelerde AP temizlenmesinin %55 oraninda azaldig1 gosterilmis
olup, kanitlar ¢ozlinir AR’'nin biylik kisminin glimfatik sistem yoluyla beyinden
uzaklastinldigini géstermektedir [10]. Ayrica insan calismalarinda kanser cerrahisi

nedeniyle servikal lenf nodlari alinan insanlarda derin servikal lenf nodlarinda AB-
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tasiyan hicreler gosterilmistir, bu da beyinden AB temizlenmesinde glimfatik
sistemin de etkili oldugu kanitlamaktadir [139].

Gec baslangich AH icin en 6nemli risk faktori yaslanmadir [129]. Yaslanma ile
Alzheimer patolojisinde meydana gelen artis, arter duvarindaki pulsatilitenin
azalmasi, perivaskiler AQP4 polarizasyonun kaybi gibi etkilerle glimfatik drenajin
bozulmasi ve AB birikiminin artmasi icin aciklanabilir [96]. Glimfatik sistem ve
norodejeneratif hastalilar arasinda cift yonli bir iliski bulunmaktadir. Glimfatik
sistem fonksiyonlarinda bozulma, beyinde amiloid birikimini artirdigi gibi, AH modeli
olan APP/PS1 farelerde daha toksik AR formu olan AB oligomerlerinin birikiminin
glimfatik transportu azalttiginin gosterilmesi bu ¢ift yonli iliskiye kanit

olusurmaktadir [77].

2.8.2. Parkinson Hastaliginda Glimfatik Sistemin Rolii

Alzheimer hastaligina yol acan ekstraseliler amiloid birikimlerinden farkl
olarak PH'deki inklizyonlarin hiicre icinde izlenmesi, nérodejeneratif hastaliklarda
glimfatik sistemin incelenmesinde AH'nin daha on planda tutulmasina yol agmistir.
Ancak kanitlar a-sin ve patolojik formlarinin hiicrelerden ekzositoz vyoluyla
salindigini ve bu ekstraseliiler ortama verilen toksik formlarin diger hicreler
tarafindan alinarak a-sin patolojisinin yayilimina neden oldugunu gostermektedir
[44, 63]. Bu kanitlar PH patogenezinde glimfatik sistemin de rol oynadigini
disindirmektedir ve bu konuda yapilan ¢alismalar bu dislinceyi destekler
niteliktedir.

Zou ve ark.’nin [46] yaptiklari calismada A53T mutant farelerde derin servikal
lenf nodu ligasyonu sonucunda substansiya nigrada a-sin birikiminin arttig
gosterilmistir. Derin servikal lenf nodu ligasyonu, AQP4 polaritesinde bozulmayi,
daha yogun a-sin birikimini, glial aktivasyonu, inflamasyonu ve dopaminerjik hiicre
kaybini tetiklemektedir. Cui ve ark.’nin [140] ¢alismasinda ise AQP4 ekspresyonu
bozuk farelerde striatuma a-sin PFF enjeksiyonu sonucunda korteks ve striatumda

kontrol hayvanlarina gére daha hizli ve daha fazla patolojik a-sin birikimi oldugu
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gosterilmistir. AQP4 ekspresyonunadaki bozulma, a-sin yayiimindaki artisa ek
olarak nigral dopaminerjik hiicre kaybini da artirmaktadir.

insan c¢alismalarina baktigimizda ise AQP4 genindeki polimorfizmlerin
Parkinson hastalarinda degisen oranlardan kognitif yikim ile iliskili olabilecegi, AQP4
rs162009 polimorfizminin Parkinson hastalarinda glimfatik sistem fonksiyonlari ve
kognitif yikim icin yeni bir genetik prognostik belirte¢ olabilecegi 6ne siiriilmektedir
[141]. Ek olarak idiopatik Parkinson hastalarinda meningeal lenfatiklerdeki akimin
kontrollere gore azalmasi, bu hastalarda BOS drenajinin  bozuldugunu
gostermektedir [142]. Genislemis perivaskiiler bosluklarin perivaskiler akimdaki
bozulmadan kaynaklandigi ve glimfatik sistemki tikanmayr yansittigi
dislintilmektedir. Parkinson hastalarinda bazal ganglionlarda dilate perivaskiiler
bosluklar saglikli kontrollere gore artmis olarak izlenmekte ve bu artis kognitif yikim
ile pozitif korelasyon gostermektedir [117, 143].

Uyku bozukluklar glimfatik sistem disfonksiyonu yapan etkenlerden biridir.
Parkinson hastalarinda saglkli kontrollere goére total uyku siresinde, uyku
etkinliginde, N2 siresinde, REM yizdesinde azalma; REM latansinda, apne-hipopne
indeksinde ve periyodik bacak hareketi indesinde artma gibi uyku fizyolojisinde
bozulmalar izlenmektedir [144]. Bu verilerden yola ¢ikarak uyku bozukluklari
glimfatik sistem Uzerinden Parkinson hastaligl icin potasiyel bir risk faktori ve

progresyon faktori olarak karsimiza ¢ikmaktadir [145, 146].
2.9. Olasi Terapotik Yaklasimlar

Liu ve ark.’nin galismasinda, fare modelinde uyku deprivasyonunun AQP4
polaritesini bozarak glimfatik sistemde bozulmaya yol actig1 ve sirekli teta burst
stimulasyonu (cTBS) ile uyku deprivasyonu yapilan hayvanlarda AQP4 polarizasyonu
normale yakin hale getirerek glimfatik sistem fonksiyonlarinda iyilesme oldugu
gosterilmistir [147]. Surekli teta burst stimulasyonunun ayrica meningeal lenfatik
damarlarda genisleme ve vaskiler endoteliyal buyime faktori (VEBF)
upregilasyonuna vyol actigi ve bu yolla beyinden makromolekil ve atiklarin

temizlenmesine katkida bulunuyor olabilecegi gosterilmistir [147]. Uyku
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deprivasyonunun onlenmesi, uyku kalitesinin artirilmasi ve viicut pozisyonu
degisikligi gibi dnlemler de glimfatik sistem fonksiyonlarinda dizelme saglayacaktir.

Elektroakupunktur AH hayvan modellerinde ve klinik ¢alismalarda AH
tedavisi icin calisiilmakta olan tekniklerden biridir ve Aquaporin-4 kanallarinin
polaritesini etkileyerek glimfatik sistem fonksiyonlarinda diizelmeye vyol acgiyor
olabilecegini gosteren kanitlar mevcuttur [148]. Glimfatik sistemin ana
bilesenlerinden AQP4 kanallarinin aktive edilmesi teorik olarak glimfatik sistem
fonksiyonlarinda iyilesme saglayacaktir [136]. Bunun yaninda arteriyel pulsaliteyi
artiran dobutamin, vaskiiler reaktiviteyi onaran ve perivaskiler drenaji artiran
silositazol gibi vaskiiler vyapilar (izerine etkili tedavilerin glimfatik sistem

fonksiyonarinda dizelmeya yol agmasi olasidir.
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari

Calismada 250-300 gram agirhigindaki Sprague Dawley tipi erkek sicanlar
kullanildi. (s=21). Siganlar ¢alisma boyunca sabit nem ve 18-20 °C oda sicakhginda,
12 saat aydinhk, 12 saat karanhk ortamda tutuldu. Yiyecek ve icecek sinirlamasi
yapilmadi. Bu arastirma Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
izni ile yapilmistir (Toplanti sayisi 2022/01, dosya kayit numarasi 2021/64, karar
numarasi 2022/01-16)

3.2. Deney Gruplari ve Deney Plani

1- PFF-lig: Bilateral derin servikal lenf nodu ligasyonu yapildiktan sonra unilateral sol
striatuma 2 boélgeden a-sin pre-formed fibril (PFF) enjekte edilen grup (s=5)

2- Sadece-PFF: Bilateral derin servikal lenf nodu ligasyonu yapilmayan, unilateral sol
striatuma 2 bdlgeden PFF enjekte edilen grup (s=5)

3- Sham-lig: Bilateral derin servikal lenf nodu ligasyonu yapildiktan unilateral sol
striatuma 2 bdlgeden salin enjekte edilen grup — Sham cerrahi (s=5)

4- Naive kontrol: Derin servikal lenf nodu ligasyonu yapilmayan ve PFF ya da salin

enjekte edilmeyen grup (s=6)

Sol striatuma 2 bolgeden PFF

enjeksiyonu Kontrasth | Davranis
PFF-lig | Sadece-PFF MRG deneyleri | Perflizyon
Tim gruplar

PFF-lig ISham-Iig |
| Bilateral dsLN ligasyonu |

Sekil 3.1. Deney plani
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3.3. Parkinsonizm Modelinin Olugturulmasi

Parkinsonizm modeli olusturmak amaciyla hayvanlara sol striatuma 2
bblgeden a-sin PFF enjeksiyonu yapildi. A-sin fibrili ‘preformed fibril (PFF)’ olarak
Kanada’da bulunan Guelph Universitesi Ryan Laboratuvarindan 4 mg WT a-sin
preformed fibril olarak temin edildi. PFF -80 derecede alikotlanmis sekilde saklandi.
Enjeksiyon yapilmadan hemen 6nce oda havasinda eritilerek, Class-2 biyogiivenlik
kabininde Omni-Sonic Ruptor 400 sonikasyon cihazi ile literatlirdeki sonikasyon
onerileri dogrultusunda[149] %30 amplitiidde toplam 60 sn (1 sn on, 1 sn off
seklinde- i1s1 kontrolli yapabilmek i¢in) sonike edildi.

Denekler Stoelting stereotaksik cercevesine uygun sekilde yerlestirildikten
sonra yari steril kosullarda skalp temizligi ve takiben orta hat cilt insizyonu yapildi.
Striatuma 2 a-sin preformed fibril enjeksiyonu Sprague-Dawley sicanlar icin
belirlenmis olan koordinatlar [6] (1.BOlge : Anteroposterior +1.6, Mediolateral +2.4,
Dorsoventral -4.2 ve 2.Bolge: Anteroposterior -1.4, Mediolateral +0.2, Dorsoventral
-2.8 kafa tasindan) belirlendikten sonra dura mater goriilene kadar kemik doku
cerrahi “drill” yardimiyla cikarildi. Hamilton siringasi (5 ul, 26 gauge), 2 bolgeden
belirlenen dorsoventral koordinatlara gore indirildi. Her iki bolgeye 4 ul/8 ug sonike
edilmis fibril 0,5 ul/dakika hizinda Hamilton siringasi ile enjekte edildi. 3. Gruptaki
hayvanlara ise ayni teknikle esit hacimde salin enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyondan
sonra siringa 2 dakika yerinde birakildiktan sonra yavas¢a yukari g¢ekilerek beyin

dokusundan ¢ikarildi. Daha sonra cerrahi situr ile cilt kapatildi.
3.4. Bilateral Derin Servikal Lenf Nodu Ligasyonu

Siganlara glimfatik sistem fonksiyonlarinin bozulmasi amaciyla bilateral derin
servikal lenf nodu ligasyonu yapildi. intraperitoneal (i.p) ketamin (90mg/kg) ve
ksilazin (10mg/kg) ile genel anestezi uygulandi. Bilateral derin servikal lenf nodu
ligasyonu literatlirde tarif edildigi sekilde uygulandi [11]. Hayvanlar supin
pozisyonda sabitlenerek boyun bolgesi tras edildi (Sekil 3.2-A). Bolge povidon iyot
¢cOzeltisi ile dezenfekte edildikten sonra mandibula altindan sternuma uzanan

longitudinal kesi yapilarak yag doku, fasya ve sternokleidomastoid kas ayrildi ve
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bilateral olarak derin servikal lenf nodlari ekspoze edilerek (Sekil 3.2-B) efferent

damarlari 8.0 sutur ile baglandi.
3.5. intratekal Kontrast Enjeksiyonu ve Manyetik Rezonans Gériintiileme

Manyetik rezonans gériintiileme islemleri, Bilkent Universitesi Aysel Sabuncu
Beyin Arastirmalari Merkezi bilinyesindeki, UMRAM (Ulusal Manyetik Rezonans
Arastirma Merkezi)’'da gerceklestirildi. Hayvanlar ortama alismalari amaciyla 1 gin
onceden UMRAM’a getirildi. Goriintileme Oncesinde intraperitoneal (i.p) ketamin
(90mg/kg) ve ksilazin (10mg/kg) ile genel anestezi uygulandi. 3 Tesla MRG cihazinda
(Magnetom Trio, Siemens Healthcare), sican beyni icin uyarlanmis tek kanalli bas
sargisi kullanilarak gorintileme yapildi. 3 boyutlu T1-agirlikli MPRAGE sekansi
(TE/TR: 3.94/2300 ms, TI: 900 ms; 48 kesit, NEX: 2, goruntl matrisi: 128256, FOV: 50
100 mm?, ¢oziinirliik: 0.4 0.4 0.4 mm?3) ve 3B T2-agirhkh SPACE sekansidir (TE/TR:
427/6000 ms, Tl: 2100 ms; 24 kesit, NEX: 2, goruntl matrisi: 216512, FOV: 76 181
mm?, ¢éziinirlik: 0.35 0.35 0.7 mm?3) sekanslari kullanilarak kontrastsiz goriintiiler
elde edildi.

Kontrastsiz goriintiler alindiktan sonra lomber intratekal kontrast madde
enjeksiyonu igin lomber bélge tras edilerek spindz proseslerin araliklarinin daha iyi
acllmasi amaciyla hayvanlara pozisyon verildi (Sekil 3.2.-C) Boélge povidon iyot ile
dezenfekte edildikten sonra literatiirde belirtildigi sekilde 26G igne ile L5-L6
seviyesinden transkutanoz olarak ponksiyon yapildi [150] (Sekil 3.2.-D). Kuyrukta
seyirme olmasi ile ponksiyonun basarili oldugu dogrulanarak diliie edilmis 40ul
Gadobutrol (Gadovist®, Bayer Schering Pharma AG, Almanya) inflizyon pompasi

yardimiyla 2 pl/dk hiziyla 20 dakikada enjekte edildi.
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Sekil 3.2.Derin servikal lenf nodu ligasyonu ve lomber ponksiyon basamaklari A-
Bilateral derin servikal lenf nodu ligasyonu igin pozisyon verilmesi, B-Derin servikal
lenf nodlarinin ekspoze edilmesi, C-Lomber intratekal kontrast madde enjeksiyonu
icin pozisyon verilmesi, D-Kontrast enjeksiyonu

3.6. Motor-davranigsal Deneyler

Tum hayvanlara bilateral derin servikal lenf nodu ligasyonu ve/veya sol
striatum salin/PFF enjeksiyonunda sonraki 7. haftada rotarod, silindir, acik alan
motor aktivite ve apomorfin ile indiklenmis agik alan motor aktivite testleri

uygulanmustir.
3.6.1. Acgik Alan Motor Aktivite Testi

Bu test, hayvanlarda motor engel olup olmadigini 6lgmek igin kullanilir.
Hayvanlar ortama alismalar icin 30 dakika oncesinden testin yapilacagl odaya
getirildirler. Yatay ve dikey hareketleri algilamak icin 40x40x40 cm? seffaf pleksiglas
malzemeden yapilmis kare kutular ve kizilétesi sensorlerden olusan bir sistem
kullanildi (Commat Ltd.). Kafesler bilgisayara baglanip ve analiz sirasinda hayvanlarin
kafes icerisindeki tim hareketleri kayit altina alindi. Toplam hareket (stereotipik:
kendi etrafinda donme, koklama, kasinti, ambulatuvar: durma ve yeniden baslama
ve dikey: arka ekstremitelerde yiikselme), ylriime, ayakta durma, ayakta durma
suresi ve kat edilen mesafe ayni anda analiz edildi. Kafeste daha fazla vakit gecirdigi

bolgeler ve izledigi yol da grafiksel olarak aktarildi. 30 dakika icinde hayvanlarin



37

yatay ve dikey hareketlerindeki degisimler ve kat ettikleri mesafeler incelendi [151]

(Sekil 3.3).

3.6.2. Apomorfinle indiiklenmis Agik Alan Motor Aktivite Testi

Apomorfin selektif olmayan dopamin reseptdr agonisti olup striatumda
etkisini postsinaptik dopaminerjik reseptorler araciligiyla gosterir. D1 ve D2
reseptorlerinin  stimiilasyonu ile hayvanlarda lokomotor aktivitede artis ve
stereotipik davranislar gozlenir [151].

Bu test icin, actk alan motor aktivite testinde belirtilen dizenek kullanildi.
Hayvanlara teker teker 0,5 mg/kg dozunda subkitan apomorfin uygulandiktan

sonra hayvan test alanina yerlestirildi ve 30 dakika boyunca kayit alindi.

Sekil 3.3. Acik alan motor aktivite kafesleri ve bilgisayar aracili analiz sistemi

3.6.3. Silindir Testi

Silindir testi hayvanlarda tek tarafli enjeksiyon sonrasi olusan motor
asimetriyi degerlendirmek icin kullanilir. Motor asimetri, kontralateral 6n ayagin
silindir ceperine degme sayisi ile 6l¢tliir [152].

Test icin 25 cm c¢apndaki cam silindir kullanildi. Silindir arkasina uygun
acilarla yerlestirilen 3 ayna ile kayit esnasinda silindirin her tarafinin gérilebilir
olmasi saglandi. Hayvanlar silindire yerlestirildikten sonra 10 dakika boyunca

hayvanlarin davranislari kayit altina alindi. Daha sonra izlenen kayitlarda,
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hayvanlarin silindir ¢ceperine sag 6n ayaklariyla, sol 6n ayaklariyla ve hem sag hem
sol on ayaklariyla ayni anda kacar defa dokundugu sayildi. Her dokunma ayri ayri
birer dokunma olarak kaydedildi. Sonuclar ipsilateral (sag) ve kontralateral (sol) 6n
ayaklarla cepere dokunma sayisinin toplam dokunma sayisina oraninin yizdesi

olarak hesaplandi.

Sekil 3.4. Silindir test diizenegi
3.6.4. Rotarod Testi

Rotarod testi kemirgenin belli bir hizda donen ve dénus hizi giderek artan bir
¢ubugun Uzerinden disme latansinin 6lgtldigi bir testtir ve motor koordinasyon ve
motor 6grenmenin incelenmesine olanak saglamaktadir. Motor koordinasyon,
farelerin ilk denemedeki disme latanslari karsilastirilarak; motor 6grenme ise bir
farenin ilk denemesi ve takip eden denemelerindeki disme latanslari
karsilastirilarak degerlendirilmektedir. Test icin 5 cm ¢apinda ve 40 cm
uzunlugundaki dénebilen kolun 40 cm ¢apindaki yuvarlak plaklarla 4 kompartmana
bélindiigl rotarod aleti kullaniimistir (Commat Ltd.) (Sekil 3.4.). ilk giin alistirma
seansl icin hayvanlar 4 rpm hizinda 1 dakika boyunca roda yerlestirildiler. Deneme
10 dakika arayla her hayvan icin 4’er kez tekrarlandi. 2.glin rodun doénils hizi
4rpm’den 10 rpm’e 1 dakikada hizlanacak sekilde ayarlandi ve yine her hayvan igin

10 dakika araliklarla 4 deneme yapildi. Test glintinde rodun dénis hizi 4 rom’den 44
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rom’e 5 dakika iginde hizlandirilarak 10 dakika araliklarla 4 test yapilarak

hayvanlarin diisme latansi ve distikleri hiz kaydedildi [58].

Sekil 3.5. Rotarod testi cihazi
3.7. Beyinlerin izole Edilmesi ve Kesit Alinmasi

Davranis deneyleri tamamlandiktan sonra deney hayvanlari intrakardiyak
olarak perfize edilerek beyinleri ¢ikarildi. Perfuzyon islemi icin 6ncelikle yiksek doz
kloralhidrat ile derin anestezi saglandi. Daha sonra intrakardiyak olarak once
heparin ¢ozeltisi ardindan %4’lik paraformalehit ¢ozeltisi ile perflizyon saglanarak
beyin dokusu fikse edildi ve cerrahi olarak g¢ikarildi. Cikarilan beyinler PFA
solisyonunda 24 saat bekletildikten sonra %30 sukroz ¢ozeltisine koyularak +4
derecede saklandi. Stkroz soliisyonunda saklanan dokularin doku kabinin tabanina
¢okmesi beklendikten sonra kesit alma islemi uygulandi. Kizakli mikrotom cihazi
yardimiyla (Kriyostat-Leica CM 1100) 35 um kalinliginda kesitler alindi. Alinan beyin
kesitleri sira ile kuyucuklari anti-freeze ¢ozeltisi ile doldurulan 24’liik well-platelere

koyularak -20 derece saklandi.
3.8.immunfloresan Boyama, Kullanilan Antikorlar ve Cozeltiler

Anti-freeze soliisyonunda saklanilan beyinler dnce anti-freeze ¢ozeltisinin
uzaklastirimasi amaciyla 2 kez 5 dakika siireyle PBS-T (%0.1 triton-X iceren PBS) ile

yikandi. Ardindan 1 saat slireyle PBS-T ile sulandiriimis %10 oraninda normal kegi
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serumu (NGS) ile blokaj yapildi. Daha sonra dopaminerjik denervasyonun
saptanmasl amaciyla anti-tirozin hidroksilaz (1:1000 oraninda), incelenen
proteinlerin ifadesinin incelenmesi amaciyla anti-alfa siniklein (1:1000) ve anti-
alfasiniiklein phospho-S129 kullanildi. Primer antikorlar ile bir gece inkiibe edildi.
Kesitler 3 kez 10 dakika slireyle PBS-T ile yikandiktan sonra 90 dakika boyunca 1:200
oraninda sekonder antikor ile inktbe edildi. 2 kez 5’er dakika PBS-t ve 1 kez 5 dakika
PBS ile yikandiktan sonra lamlara yayilan kesitlerin kurumasi beklendi. Cekirdek
boyasi olan Hoechst 33258 ile kapatildiktan sonra floresan mikroskopta (Nikon

Eclipse E600, Ex 450-560 nm), NIS-Elements AR yazilimi araciligiyla incelendi.

3.8.1. Primer Antikorlar

Monoklonal antii-alfa-siniiklein (a-sin): (1:1000 diliisyon, ab80627, Abcam,
Birlesik Krallik). A-sin preformed fibrili enjeksiyonu sonrasi a-sin ifadesinin
degerlendirilmesi icin kullanildi. Farede tiretilmis monoklonal antikordur. insan a-sin
proteinine baglanir. immunhistokimyasal boyamalarda ve immunblotlama
calismalarinda kullanilabilir.

Monoklonal anti-alfa-siniiklein (phospho $129): (1:1000 diliisyon, ab75875,
Abcam, Birlesik Krallik). Ser129’dan fosforillenmis a-sin'i tespit etmek icin kullanildi.
Farede iretilmis monoklonal antikordur. immunhistokimyasal boyamalarda ve
immunblotlama ¢alismalarinda kullanilabilir.

Monoklonal anti-tirozin hidroksilaz (TH): (1:1000 dilisyon, ab75875,
Abcam, Birlesik Krallik). Striatum ve substansiya nigrada dopaminerjik hiicre ve
terminallerinin boyanmasi ve dopaminerjik denervasyonu tespit etmek amaciyla
kullanildi.  Tavsanda (retilmis monoklonal antikordur. immunhistokimyasal

boyamalarda ve immunblotlama ¢alismalarinda kullanilabilir.
3.8.2 Sekonder Antikorlar

Primer antikorlara baglanarak proteinlerin immunfloresan gorintilemede
gorlinlir hale gelmesi i¢in primer antikorlara 6zgl olan kegide Uretilmis sekonder

antikorlar kullanildi. Anti rabbit primer antikorlar icin Cyanine Cy2 (1:200 diltsyon,
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111-225-144, Jackson immunoresearch, Birlesik Krallik), anti-mouse antikorlar igin

Cyanine Cy3 (1:200 dilisyon, 115-165-003, Jackson immunoresearch, Birlesik Krallik)

kullanildi.

3.8.3. Kullanilan g¢oézeltiler

Anti-freeze Cozeltisi
Sodyum fosfat monobazik (NaxH2P04.H,0)
Sodyum fosfat dibazik heptahidrat (NasHPO4.7H,0)
Distile su
Etilen glikol
Gliserol

Paraformaldehit (PFA)
Di-natriumhidrojen (Na2HPOa4)
Natriumdihidrojen (NaH2POa)
Paraformaldehit
PBS

Fosfat tamponu (PBS)
Fosfat tampon tablet
Distile su

PBS-T Cozeltisi
Triton-x
PBS

Blocking Cozeltisi
Normal kegi serumu
PBS-t

Siikroz Cozeltisi
Suikroz

Distile su

1000 ml
13.75¢g
25.75¢g
400 ml
300 ml
300 ml
100 ml

29¢g
0,23 g
4g
100 mg

1 adet
100 ml

% 0,1
100 ml

% 10
100 ml

30 mg
100 ml
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3.9. MR Goériintilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen gorintilerden, ANTs yazilimi kullanilarak
(http://stnava.github.io/ANTs/) ortak bir sablon olusturulmus ve tim goruntiler bu
sablona uzamsal normalize edilmistir. Sablon uzayindaki gorintiler, sinyal
intensitelerini normalize etmek adina her goriintiide beyin disi kas dokusuna
yerlestirilen bir ilgi alaninin (ROI) ortalama sinyal intensitesine bolinmustr.

Boylece, her goriintliide kontrast tutulumuna bagl sinyal artisi tespit edilmistir.

3.10. istatiksel Analiz

MRG istatiksel analizi: Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar, genel lineer

model kapsaminda ve voksel diizeyinde, SPM12 (http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm)

programi kullanilarak hesaplanmistir. Farkh gruplardan hayvanlarin 0., 30. dakikada
ve 1. saatte alinan kontrast sonrasi gorintileri karsilastinlmis ve istatistiksel
haritalar p<0.05 esigi kullanarak goriintilenmistir.

Davranis  deneylerinin  analizi: Gruplar  arasi karsilastirmalar
karsilastirmalarda; gruplar normal dagilim gosterdiginde tek yonli varyans analizi
(ANOVA), normal dagihm gostermediginde ise nonparametrik testlerden olan
Kruskal Wallis testi uygulandi. Post-hoc test olarak ANOVA’nin ardindan Tukey’in ya
da Sidak’in ¢oklu karsilastirma testi, Kruskal Wallis’in ardindan ise Dunn’in ¢oklu
karsilastirma testleri uygulandi. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade

edildi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1. MR Gériintiileme On Calisma Bulgulari

Literatiirde lomber intratekal kontrast madde enjeksiyonu ile glimfatik
sistemin incelenmesine yonelik benzer bir ¢alisma olmadigi igcin mevcut glimfatik
sistem MRG calismalarinin verilerden yararlanarak yaptigimiz 6n deneylerde
oncelikle lomber yoldan verilecek kontrast madde dozunu optimize etmeye ¢alistik.
Bu amacla oOncelikle diger calismalarda kullanilan 80ul kontrast miktari denendi
[102]. Ancak bu calismalarda kullanilan Gd-DTPA’nin yogunlugu 0.5mmol/ml iken,
bu tez calismasinda kullanilan gadobutroliin 1.0 mmol/ml yogunlugunda olmasi ve
bazi hayvanlarda muhtemel nérotoksisiteye yol acarak kuyrukta daha belirgin olmak
Uzere alt ekstremitelerde kasilma, sicrama seklinde nobet benzeri anormal
hareketler seklinde yan etkilere neden olmasi Ulzerine toplam kontrast miktari
40ul’ye dusurilerek, enjeksiyon hizi 2 ul/dk olarak optimize edildi.Bu dizenleme
sonrasl norotoksisite gelismedigi saptandi. Ancak dsLN ligasyonu yapilan 2 hayvanda
oncekiler kadar siddetli olmasa da daha hafif sekilde kuyrukta seyirme ve kasiima
izlendi. Bunun ligasyonun neden oldugu kontrast birikimi nedeniyle olabilecegi
disinuld.

Literatirdeki MRG c¢alismalarinda sisterna magnadan intratekal kontrast
madde verildikten sonra kesintisiz sekilde belirli bir zaman diliminde kontrast
maddenin  beyne vyayillmi incelenerek dakika dakika dagilim grafikleri
olusturulmustur [103, 107]. Ancak c¢alismamizda teknik imkanlarin sinirli olmasi
nedeniyle dinamik goriintli alinamamuistir. Literatlirde sicanlarda intratekal verilen
kontrast maddenin beyinde 1l.saatte maksimuma ulastiginin gosterilmesi nedeniyle
[153] zaman araliklarimiz kontrast enjeksiyonu bittikten hemen sonrasi (5.dakika),
30.dakika ve 1.saat olarak belirlenmistir. Yaptigimiz 6n deneylerde beyinde 6zellikle
subaraknoid aralikta 2.saat gorintllerde goézle gorilebilen kontrast kalmamis
olmasi, yine teknik nedenlerden dolayt MRG cihazini kullanim slremizin kisith olmasi
nedeniyle optimum veri alabilecegimizi diistindigliimiz 1.saate kadar goriinti alindi.

insan calismalarinda intratekal verilen kontrast 10-15.saatlerde parankimde
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maksimuma ulasmaktadir [111]. On deneyler sirasinda 12 ve 24.saat gibi daha ileri

saatlerde aldigimiz goriintiilerde kontrastin tamamen temizlendigini izledik.

4.2. Bilateral Serin Servikal Lenf Nodu Ligasyonu ve Fibril Enjeksiyonunun

MRG Bulgular Uzerine Etkisi

A-sin PFF ile olusturulan Parkinson hastaligi sican modelinde bilateral derin
servikal lenf nodu ligasyonunun etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla prekontrast
goriintller alindiktan sonra lomber ponksiyon ile intratekal yoldan kontrast madde
enjeksiyonunun hemen sonrasinda (5-10 dk), 30.dakika ve 1.saatte poskontrast 3D
T1-MPRAGE ve 3D T2-SPACE sekans goruntiler alindi. PFF-lig (bilateral dsLN
ligasyonu ve fibril enjeksiyonu yapilan) ve sadece-PFF (lenf nodu ligasyonu
yapiimadan fibril enjeksiyonu vyapilan) karsilastirilarak fibril modelinde dsLN
ligasyonunun glimfatik sistem Uzerine etkileri incelendi. Sadece-PFF grubu ile naive
kontrollerin karsilastiriimasi ile ise PFF ile olusturulan a-sin patolojisinin glimfatik
sistem Uzerine etkileri incelendi. Teknik nedenlerden dolayi ligasyon yapilan ancak
fibril verilmeyen sham grubu hayvanlara MRG c¢ekilemedigi icin tez ¢calismamizda
dsLN ligasyonunun tek basina glimfatik sisteme etkilerini inceleme firsatimiz
olmamistir.

Kontrast maddenin intratekal enjeksiyonunuda hemen sonra alinan
gorintilerde fibril enjeksiyonunun sinyal intensitesi tzerine sinirli vokseller disinda,
gruplar arasi herhangi bir fark gostermedigi izlendi (Sekil 4.1). Fibril verilen 2 grubu
karsilastirdigimizda ise dsLN ligasyonu yapilmayan si¢anlarda ¢zellikle neokorteks ve
serebellumun dorsalinde yine yaygin olmayarak sinirli voksellerde, sinyal
intensitesinde artis izlendi (Sekil 4.2).

Kontrast enjeksiyonu sonrasi 30.dakika goriintiler incelendigindeyse, fibril
gruplarinda dsLN ligasyonu yapilmayanlarda (sadece-PFF) ligasyon yapilanlara (PFF-
lig) gore serebellum ve neokorteks dorsal kisimlarimda kisimlarinda sinyal
intensitesinin daha yaygin olarak arttigi izlendi (Sekil 4.3). Bu zaman diliminde naive

kontrollerde ligasyon yapilmadan fibril verilen gruba gére beyin sapi ventralinde
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(6zellikle substansiya nigra civarinda) kontrast intensitesinin belirgin olarak yiksek
oldugu goruldi (p<0,05) (Sekil 4.4).

Postkontrast 1.saat gorintilerde fibril verilen sadece-PFF grubunda intensite
farkinin PFF-lig grubuna gore 30.dakika goribtiilerde izlenen bolgelerin cevresinde
yayilarak Ozellikle serebellum da ve posterior beyin bodlgelerinde daha da
belirginlestigi izlendi (Sekil 4.5.). Naive kontroller ile, sadece-PFF grubu arasinda
30.dakikada gozlenen sinyal intensitesi farkinin 1.saatte 6enmli dlglide azaldigl ve
neredeyse kayboldugu izlendi (Sekil 4.6).

Naive kontroller ile PFF-lig grubu karsilastirildiginda, post-kontrast ilk
gorintilerde beyin sapinda daha belirgin olmak Uzere beyinde yaygin sekilde
daginik voksellerde intensite artisi izlendi (Sekil 4.7). Postkontrast 30.dakika
gorintilerde beyin sapi ventral yizde cok daha yaygin intensite farki olustugu
izlendi (Sekil 4.8). 1.saat gorintllerde ise serebellum ve beyin sapinin orta
kisimlarinda kontrast intensitesindeki farkin arttigi gorildi (Sekil 4.9)

Sonug olarak, fibril enjeksiyonu 6zellikle substansiya nigra olmak (izere beyin
sapinda kontrastin parankime aliminda bozukluga neden olurken, dsLN ligasyonu
daha cok serebellum ve neokorteks dorsalinde kontrast alimini — yani glimfatik
drenaji bozmaktadir. Calismamizda fibril enjeksiyonu sol striatuma yapildi ancak

MRG verilerinde glimfatik sistemdeki bozulmada herhangi bir taraf farki izlenmedi.
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Sekil 4.1. Postkontrast 5.dakika sagital plan gorintilerde naive kontroller ile fibril
enjeksiyonu yapilan grubun karsilastirilmasi. Renkli alanlar naive kontrollerde sinyal
intensitesinin anlamh (p<0,05) olarak daha yliksek oldugu vokselleri temsil etmekte

. -

t-degeri

Sekil 4.2. Postkontrast 5.dakika sagital plan gorintiilerde PFF enjeksiyonu yapilan
sadece-PFF ve PFF-lig gruplarinin karsilastiriimasi. Renkli alanlar dsLN ligasyonu
yapilmayan grupta sinyal intensitesinin anlamli (p<0,05) olarak daha yiiksek oldugu
vokselleri temsil etmekte
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t-degeri

Sekil 4.3. Postkontrast 30.dakika goriintlilerde Sadece-PFF ve PFF-lig gruplarinin
karsilastiriimasi, koronal (list) ve sagital (alt) kesitler. Renkli alanlar dsLN ligasyonu
yapilmayan grupta sinyal intensitesinin anlamli (p<0,05) olarak daha yiiksek oldugu
vokselleri temsil etmekte
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t-degeri

Sekil 4.4. Postkontrast 30.dakika gorintiilerde naive kontroller ile sadece-PFF
grubunun karsilastirilmasi, koronal (list) ve sagital (alt) kesitler. Renkli alanlar naive
kontrollerde sinyal intensitesinin anlamh (p<0,05) olarak daha yiksek oldugu
vokselleri temsil etmekte
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Sekil 4.5. Postkontrast 60.dakika gorintilerde sadece-PFF ve PFF-lig gruplarinin
karsilastiriimasi, koronal (list) ve sagital (alt) kesitler. Renkli alanlar dsLN ligasyonu
yapilmayan grupta sinyal intensitesinin anlamli (p<0,05) olarak daha yiiksek oldugu
vokselleri temsil etmekte
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t-degeri

Sekil 4.6. Postkontrast 60.dakika gorintiilerde naive kontroller ile sadece-PFF
grubunun karsilastirilmasi, koronal (list) ve sagital (alt) kesitler. Renkli alanlar naive
kontrollerde sinyal intensitesinin anlamh (p<0.05) olarak daha yiliksek oldugu
vokselleri temsil etmekte
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t-degeri

Sekil 4.7. Postkontrast 5.dakika goriintilerde naive kontroller ile PFF-lig grubunun
karsilastiriimasi, koronal (iist) ve sagital (alt) kesitler. Renkli alanlar naive

kontrollerde PFF-lig grubuna gore sinyal intensitesinin anlamli (p<0,05) olarak daha
ylksek oldugu vokselleri temsil etmekte
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t-degeri

Sekil 4.8. Postkontrast 30.dakika goriintiilerde naive kontroller ile PFF-lig grubunun
karsilastiriimasi, koronal (iist) ve sagital (alt) kesitler. Renkli alanlar naive

kontrollerde PFF-lig grubuna gore sinyal intensitesinin anlaml (p<0,05) olarak daha
ylksek oldugu vokselleri temsil etmekte
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t-degeri

Sekil 4.9. Postkontrast 60.dakika gorintiilerde naive kontroller ile PFF-lig grubunun
karsilastiriimasi, koronal (iist) ve sagital (alt) kesitler. Renkli alanlar naive

kontrollerde PFF-lig grubuna gore sinyal intensitesinin anlamli (p<0,05) olarak daha
ylksek oldugu vokselleri temsil etmekte.
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4.3. Bilateral Derin Servikal Lenf Nodu Ligasyonu ve A-sin Fibril

Enjeksiyonunun Motor Ogrenme ve Koordinasyon Uzerine Etkisi

Tim hayvanlarda bilateral dsLN ligasyonu ve a-sin PFF enjeksiyonunun
motor 6grenme ve koordinasyon (izerine etkileri 7.haftada yapilan rotarod testi ile
degerlendirildi (Sekil 4.10).

Ortalama rodda kalma siiresi (4 denemenin ortalamasi alindi); PFF-lig
grubunda 98,9 sn, sadece-PFF grubunda 76,85 sn, sham-lig grubunda 49.9, naive
kontrollerdee ise 74,3 olarak saptandi. Ortalama rodda kalma siiresi (4 denemenin
ortalamasi) gruplar arasinda benzer bulundu (p> 0.05).

Roddan dusiilen hizlarin ortalamasi; PFF-lig grubunda 16,5 rpm, sadece-PFF
grubunda 13,1 rpm, sham-lig grubunda 10,1 rpm, naive kontrol grubunda ise 13,5
rom olarak saptandi. Gruplar arasinda roddan disme hizinda istatiksel olarak
anlamli fark izlenmedi (p>0.05).

Rod tizerinde kalma siiresi Roddan diigme frekansi
150 25

20+

100+
< 15+ |
o | £ \\
g N g \
2 \
N \\\\
0- T 0- v
PFF-lig Sadece-PFF Sham-lig Naive PFF-lig Sadece-PFF Sham-lig Naive
Gruplar Gruplar
siire(sn) = ortalama (deneme 1-4 rodda kalma stiresi) frekans(rpm) = ortalama (deneme 1-4 roddan diigme frekansi)

Sekil 4.10. Rotarod testi; rod Uzerine ortalama kalma siresi (solda), roddan disme
frekansi (sagda). Veriler Ort £ SD olarak ifade edilmistir. nprriig=5, Nsadece-pFF =5, Nsham-

lig =5, Nnaive = 6. Tek yonli ANOVA ardindan post hoc Turkey’in ¢oklu karsilastirma
testi uygulanmistir.

4.4. Bilateral Derin Servikal Lenf Nodu Ligasyonu ve A-sin Fibril

Enjeksiyonunun Ekstremite Asimetrisi Uzerine Etkisi

Unilateral a-sin PFF enjeksiyonunun ve bilateral dsLN ligasyonuna bagh 6n

ayak asimetrisi gelisip gelismediginin degerlendiriimesi amaciyla 7.haftada silindir
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testi uygulandi (Sekil 4.11). Lezyon tarafinin tersi (kontralateral) 6n ayak ile silindire
dokunma yulzdesi gruplar arasinda karsilastirildi. Naive kontrollerde beklendigi gibi
kontralateral dokunma yuzdesi %50 civarindayken (%53,4), PFF-lig grubunda %42,4,
sadece-PFF grubunda %36,6, sham-lig grubunda ise %44,2 olarak saptandi. Tim
gruplarda naive kontrollere gore kontralateral dokunma yiizdesinde azalma izlendi.
Ancak yalnizca naive kontroller ile sadece-PFF grubunun karsilastiriimasinda p=0,05
olarak saptandi. Gruplar arasindaki diger karsilastirmalarda istatiksel anlamh fark

gOsterilemedi (p>0.05).

Silindir testi

o
A
<

()]
o
]

53.4

S
o
1

36.6

Kontralateral dokunma yiizdesi
(%)
N
o
1

0= 1 T
PFF-lig Sadece-PFF Sham-lig Naive

Gruplar
Sekil 4.11. Silindir testi, kontralateral ©6n ayak dokunma ylzdelerinin

karsilastirilmasi

4.5. Bilateral Derin Servikal Lenf Nodu Ligasyonu ve A-sin Fibril Enjeksiyonunun

Lokomotor Aktivite Uzerine Etkisi

Bilateral dsLN ligasyonu ve unilateral striatuma a-sin PFF enjeksiyonunun
motor fonskiyonlar Gzerindeki etkisi 7.haftada acik alan lokomotor aktivite testi ve
apomorfin ile indliklenen acik alan lokomotor aktivite testi ile degerlendirildi (Sekil
4.12). 30 dakika boyunca bazal aktivite kaydedildikten sonra s.c. apomorfin

(0.5mg/kg) enjekte edilerek aktivite kaydi yapildi. Bazal hareket agisindan gruplar
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arasinda fark izlenmedi. Tim gruplarda apomorfin enjeksiyonu sonrasi bazal
aktivitede artis izlenmekle birlikte bu artig agisindan gruplar arasinda fark izlenmedi.
Apomorfin ile indiiklenen aktiviteden bazal aktivitenin gikarilmasiyla degerlendirilen

fark da gruplar arasinda benzerdi.

Agik alan motor aktivite testi

Bazal Aktivite . Apomorfin indiiksiyonu ile
50000=-

40000+

30000+

20000+

Lazer kesme sayisi

10000

0=

Gruplar

Agik alan motor aktivite testi

30000

20000

10000

Lazer kesme sayisi farki (apomorfin ile
indiiklenmis aktivite - bazal aktivite)

0 T T
PFF-lig Sadece-PFF Sham-lig Naive

Gruplar

Sekil 4.12. Agik alan motor aktivite testinde bazal ve apomorfin enjeksiyonu sonrasi
horizontal aktivitenin gosterimi (istte), apomorfin indiksiyonu sonrasi bazal
aktiviteye gore hareketlilikte meydana gelen artisin gosterilmesi (altta). Gruplar
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arasinda bazal aktivite ve apomorfin ile indiiklenen aktivite arasinda istatiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p>0.05)

4.6. immunofloresan Gériintiileme ile Tirozin Hidroksilaz ve Alfa-siniiklein

ifadelerinin Striatum ve Sustansiya Nigrada Degerlendirilmesi

Striatuma unilateral o-sin PFF enjeksiyonu ve bilateral dsLN ligasyonu
sonrasinda striatum ve substansiya nigrada a-sin patolojisinin  siddetinin
degerlendirilmesi, a-sin ifadesinin gosterilmesi amaciyla anti-a-sin ve dopaminerjik
hicre yogunlugunun degerlendirilmesi amaciyla anti-tirozin  hidroksilaz
immulnohistokimyasal isaretlemeleri yapildi (Sekil 4.13 ve 4.14). A-sin PFF
enjeksiyonu yapilan tim hayvanlarda a-sin patolojisinin olustugu bu deneyler ile
dogrulandi. A-sin ile es zamanli TH isaretlemesi de yapilarak, dopaminerjik
noronlarin a-sin patolojisinden etkilenme durumu da arastirildi. PFF-lig grubunda
sadece-PFF grubu ile karsilastirildiginda, 0Ozellikle substansiya nigrada a-sin
ifadesinin daha fazla oldugu izlendi (Sekil 4.14), ancak herhangi bir kantitatif
degerlendirme yapilmadi. TH isaretlemesi ile substansiya nigra pars kompaktada yer
yer dopaminerjik hiicre yogunlugunun karsi tarafa gore azaldigi izlenmekle birlikte
kantitatif bir degerlendirme ve gruplar arasi karsilastirma yapilmadi. Tez ¢alismasi
suresindeki kisitlik ve bazi teknik aksakliklar nedeniyle yalnizca immunofloresan
boyama yapilabildi. Takip eden dénemde dopaminerjik kaybin ve a-sin patolojisinin

siddet ve dagihminin kantitatif olarak da incelenmesi planlandi.
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TH a-sin/TH
) . ‘
Sadece-
PFF
o -
Sadece-
PFF

Sekil 4.13. immunfloresan mikroskopide striatumda a-sin, TH boyamalari ve a-
sin/TH st Uste getirildigi gorlintller. x4 bayUtme ile alinan gorintiler (A ve B), x 40
blylitme ile alinan goérintiler (C ve D).
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a-sin TH a-sin/TH

PFF-lig

Sadece-PFF

o - -
- ---

Sekil 4.14. immunofloresan mikroskopide substansiya nigrada a-sin, TH boyamalari
ve a-sin/TH Ust Uste getirildigi goruntiler. x 4 blyltme iginde hiicre yogunlugunun
fazla oldugu alanda x20 biyltmeyle alinan gorintiler yerlestirilmistir (A ve B). a-sin
agregatlarinin yogun oldugu bolgelerde x40 bliyitme ile alinan goriintiler (C ve D).
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5.TARTISMA

Parkinson hastaligi patofizyolojisi lizerine yapilan calismalarda 6zellikle son
10 yilda yanhs katlanmig a-sin proteininin prion benzeri yayilimi ve hiicreler arasinda
aktarilarak endojen proteinin agregasyonunu indiklemesi Uzerine wvurgu
yapiimaktadir [7]. Daha O6nce vyalnizca hiicre icinde patolojiye neden oldugu
dislinllen a-sin agregatlarinin hiicrelerden salinabildigi ve ekstraseliiler ortamdaki
a-sin’in tohumlanip saglikh hiicrelere alinarak normal proteinin agragasyonunu
kolaylastirdigi ve patolojinin yayillimina etki ettiginin gosterilmesi ektraselller a-
sinin  6nem kazanmasina neden olmustur [38]. Ektstraseliler a-sin
temizlenmesindeki mekanizmalar metalloproteinazlar gibi ekstraselller proteazlar
yoluyla temizlenme ya da noronlar, astrositler ve mikroglialar tarafindan alinarak
hiicre icinde yikilmasi seklindedir [44]. Son yillarda makromolekiillerin ekstraseliler
ortamdan temzilenmesinde gorev alan bir diger yol olarak glimfatik sistem modeli
one sudrdlmistlir. Bu sistemin amiloid betanin hiicre disi bir protein olmasi
nedeniyle Alzheimer hastaligindaki rolii bircok hayvan calismasinda ile gosterilmis
olsa da [10, 94] Parkinson hastlaigindaki roliine isik tutan sinirl sayida hayvan
¢alismasi mevcuttur [46, 140, 154].

PFF modelinde eksojen yoldan verilen fibriler a-sin proteini internalize olarak
endojen a-sin ile birlesip modifikasyona ugrayarak Lewy cisimciklerine benzer
inklizyonlar olusturmaktadir [63]. Bu ¢alismada ekstraseliiler ortamda bulunan a-
sin ve patolojik formlarinin hiicreler arasi aktarilarak PH patofizyolojisine katkida
bulundugu ve glimfatik drenajin bozulmasindan etkilendigi ayrica a-sin patolojisinin
de cesitli mekanizmalarla glimfatik sistemde bozulmaya yol actigi hipotezi izerinden
yola gikildi. Glimfatik sistem araciligiyla intestisyumdan temizlenen makromolekiiller
yeniden BOS’a karisarak buradan meningeal lenfatiklere ve daha sonra dsLN’lere
direne olmaktadir. Calismamiz da striatuma fibril enjeksiyonu 6ncesinde bilateral
dsLN lenfatik damarlari baglanarak glimfatik sistem fonksiyonlarinda bozulma
olusturulmasi amaclandi. A-sin fibrili ile olusturulan PH modelinde derin servikal lenf
nodu ligasyonunun ve ligasyon olmaksizin tek basina a-sin fibril patolojisinin

glimfatik sistem Uizerine etkileri, intratekal yoldan verilen paramanyetik kontrast
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maddenin beyin parakinkimine dagiliminin  MRG ile incelenmesi yoluyla
degerlendirildi. dsLN ligasyonu yapilan hayvanlarda kontrast enjeksiyonu sonrasi
30.dk ve 1.saatte kontrast maddenin beyin parankimine gegisinde anlaml azalma
izlendi. dsLN ligasyonu kadar belirgin etki yaratmasa da striatuma a-sin fibrili
enjeksiyonunun da postkontrast 30.dakika gorintiilerde kontrast maddenin beyin
parankimine dagiliminda azalmaya neden oldugu izlendi. Kontrast dagilimindaki
azalmanin 6zellkle substansiya nigrada ve cevresinde yogun izlenmesi, bu bolgede
PFF enjeksiyonunun yarattigl néroinflamasyonun [67] glimfatik sistemde bozulmaya
yol agmasi nedeniyle olabilir. Takip eden donemde mikroglial aktivasyon belirtecleri
ile immunhistokimyasal deneyler yapilmasi ve bu noéroinflamasyonun incelenmesi
amaclandi. Calismamizda fibril enjeksiyonu striatuma sol taraftan unilateral olarak
yapiimistir, ancak MRG’de kontrast dagilimda herhangi bir taraf farki izlenmemistir.
Bu durum unilateral verilen a-sin PFF'nin ¢ok hizli bir sekilde bilateral patolojiye
neden olmasinin bir sonucu olabilir [64]. Sadece-PFF grubunda kontrast verildikten
sonra 30.dakikada olusan intensite farki 1.saatte gosterilememistir. Bu durum fibril
patolojisinin glimfatik sistem (zerindeki etkisinin kisith olmasi ve kontrast
parankime girdikce bu etkinin ortadan kaybolmasi ile aciklanabilir.

PFF-lig grubunda ligasyonun etkisi karsilastirildiginda, ligasyon yapilmayan
grupta Ozellikle serebellum ve neokortekste beynin dorsal yliziinde kontrast
maddenin beyin parankimine daha az gectigi izlendi. Calismamizdaki teknik sorunlar
ve zaman kisitlamasi nedeniyle, ligasyonun fibril olmadan tek basina etkileri
incelenememistir. Bu amagla fibril enjeksiyonu yapilmadan yalnizca bilateral dsLN
ligasyonu uygulamasi ilerleyen dénemde gergeklestirilecektir.

Naive kontroller ile dsLN ligasyonu yapilan ve fibril enjekte edilen grup
karsilastirildiginda, hem fibril enjeksiyonunun etkisine benzer bazal ganglionlar ve
ventral bolgede, hem de ligasyonun etkisi oldugunu disiindiGgliimiz serebellum ve
neokortekste kontrast intensitesinde belirgin degisiklik saptanmistir.

Hayvan calismalarinda intratekal verilen kontrast madde yogunlugunun
beyin parankiminde ortalama 1.saatte maksimuma  ulastiginin gosterilmesi

nedeniyle [153] gorintiler kontrast verilmesinden hemen sonra, 30. dakikada ve 1.
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saatte alindi. Literatirde glimfatik sistemin MRG ile incelenmesi iskemik inme [107],
diyabetes mellitus [14, 108], travmatik beyin hasari [109] gibi farkli modellerde
incelenmistir. Ancak Parkinson modelinde glimfatik sistem ya da derin servikal lenf
nodu ligasyonunun etkilerinin MRG ile incelendigi bir calisma bulunmamaktadir. Bu
durum calismamizin 6zglnligu olmakla beraber MRG bulgularimizi destekleyecek
verilerin  olmamasi yonlyle de dezavantajlidir. Literatlirdeki PH hayvan
modellerinde glimfatik sistemin incelendigi calismalarda gortntileme, floresan
isaretleyici kullanilarak ex-vivo olarak yapilmistir [46]. Glimfatik sistemin MRG ile
goruntilenmesi in-vivo incelemeye olanak saglamasi, tim beynin incelenebilmesi ve
dinamik bir goriinti elde edilebilmesi yoniinden avantajlidir.

Literatlirde rodentler lizerinde yapilan glimfatik sistem MRG calismalarinda
intratekal kontrast maddenin verilis yolu olarak sisterna magna [14, 102, 103] yada
intraventrikiler [104] yol secilmistir. Ancak yapilan c¢alismalar glimfatik sistem
goruntilemesi icin intratekal isaretleyici verilme yolu olarak lomber intratekal yolun
kullanilabilecegini de gostermektedir [105]. Ancak bunun MRG icin paramanyetik
kontrast madde verilme yolu olarak kullanildigi bir calisma heniz mevcut degildir.
Iliff ve ark.nin calismasinda da sisterna magna enjeksiyonunun uzun siirmesi
nedeniyle tek seferlik lomber intratekal yolun tercih edilebilecegi tartisiimistir [102].

Calismamizda, kolay ve hizli uygulanabilir olmasi, stereotaksiye ihtiyag
duyulmamasi ve hayvanlara ek cerrahi islem gerektirmemesi ayrica cildin
acllmamasi nedeniyle daha az travmatik olmasi gibi avantajlari nedeniyle lomber
transkutanoz intratekal yol tercih edilmistir. Lomber transkutanéz yolun kullaniimasi
insan calismalarina benzerligi nedeniyle de degerlidir. insanlarda enjeksiyon sonrasi
kontrast madde 10.dakikada sisterna magnaya ulasmaktadir, ancak hastalar
arasinda farkliliklar izlenmektedir [13]. Hayvanlarda da kontrast maddenin spinal
gecis zamaninin optimize edildigi calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Gadolinum bazl
kontrast maddelerin intratekal kullanimi hem insanlarda hem hayvanarda glivenli
gorilmektedir. Ancak insan ¢alismalarinda nadir olarak yliksek dozlara bagh nébet,
biling degisikligi, ataksi, myoklonik sicramalar, kas tonusunda artis gibi noérotoksisite

belirtileri izlenebilmektedir [155]. Literatlirde hayvan calismalarinda benzer bir
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toksisiteden bahsedilmemektedir ancak g¢alismamizda dsLN ligasyonu yapilan 2
hayvanda kuyrukta kasilma ve istemsiz atimlar seklinde nérotoksisite belirtileri
izlendi. Bu hayvanlarda ligasyon sonucunda parankime alinamayan kontrast
maddenin subaraknoid aralikta toksik dizeye ulasarak bu semptomlara yol agmis
olmasi olasidir.

Glimfatik sistem gorintilemesi icin  kullanilacak kontrast maddenin
paravaskuler alandan beyin parankimine alinabilmesi igin diisiik molekil agirhgina
sahip olmasi gerekmektedir [102]. Calismamizda kontrast madde olarak molekdil
agirhigi 604.72 gr/mol (Da) olan [156] gadobutrol kullandik. Glimfatik sistem hayvan
modellerinde sikhkla kullanilan gadopentetik asit (Gd-DTPA) ‘in molekil agirhgr 938
Da’dur [102]. insan calismalarinda siklikla gadobutrol kullaniimasi [13], Gd-DTPA’nin
0.5 mmol/ml konsantrasyonuna karsin gadobutrol 1mmol/ml konsantrasyonda
olmasi, daha disik dozlarla kullanilabilmesine olanak saglamistir.Literatirdeki
calismalarda intrakraniyal basincin artirilmadan glimfatik sistem fonksiyonlarinin
korunmasini saglamak amaciyla 1.6ul /dk infuzyon hizi ve toplam 80ul Gd-DTPA
tercih edilmistir [14, 102, 103]. Ancak bazi c¢alismalarda 2ul/dk infuzyon hizi
kullanildiginda da fizyolojik BOS akim yonini degistirmedigi gosterilmistir [107,
122]. Bu verilere dayanarak g¢alismamizda 2ul/dk hiz ile toplam 40 ul gadobutrol
enjekte edilmistir.

Cahsmalarda sigan striatumuna PFF enjeksiyonu sonrasindaki 4 ila 24 hafta
arasindaki patolojik a-sin birikimleri ve dopaminerjik hiicre kaybi incelenmistir [6,
61, 66, 67]. DOrdlincii haftadan itibaren SNy.'de fosforile a-sin birikimleri izlenmeye
baslamaktadir [6]. Ancak dopaminerjik hiicrelerinde dejenerasyon -tirozin
hidroksilaz (TH) ifadesinde azalma ise 12-16. haftalarda gerceklesmektedir [61, 66,
67]. Cahsmamizda sicanlar a-sin PFF enjeksiyonu sonrasinda 8 hafta boyunca
izlendikten sonra perflize edilmistir. Bu c¢alismada, dsLN ligasyonu ile bozulan
glimfatik drenajin a-sin patolojisini daha siddetli hale getirecegi ve yayilimini
artiracagl hipotezinden yola ¢ikildi. immunohistokimyasal isaretleme ile a-sin PFF
enjeksiyonu yapilan tiim hayvanlarda a-sin patolojisinin olustugu dogrulandi. PFF-lig

grubunda sadece-PFF grubu ile karsilastirnldiginda, 6zellikle substansiya nigrada a-



64

sin ifadesinin daha fazla oldugu izlendi. TH isaretlemesi ile substansiya nigra pars
kompaktada yer yer dopaminerjik hlicre yogunlugunun karsi tarafa gore azaldigi
izlendi. Takip eden donemde a-sin ifadesinin miktari ve dagilimi, fosforile a-sin
boyamasi ile patojenik a-sin'in gosterilmesi, TH boyamasinda hiicre sayimi yapilarak
dopaminerjik hiicre kaybinin degerlendirilmesi, thioflavin S boyamasi ile olusan
birikimlerin gercekten aggregat olup olmadiginin degerlendirilmesi amacglandi.
Ayrica ilerleyen dénemde mikroglial belirtecler ile glimfatik sistemin ve a-sin PFF
enjeksiyonunun noroinflamasyon (zerine etkilerinin ve AQP4 boyamasi ile
polarizasyonuna etkilerinin arastirilmasi amaglandi.

Motor davranis deneyleri PH hayvan modellerinde olusturulmak istenen
motor defisitin degerlendirilmesi amaciyla sikhkla kullanilmaktadir. Lokomotor
aktivite testi ile hayvanlarin genel motor performansi test edilmektedir. Apormorfin
enjeksiyonu ile dopaminerjik denervasyonu olan hayvanlarda, normalde apomorfin
ile indiklenebilen hareket artisinda c¢ok daha fazla hareket artisi meydana
gelmektedir. Bu durum dopamin hipersensitivitesine bagl gelismektedir.
Calismamizda dopaminerjik denervasyon silipersensitivitesi olup olmadiginin test
edilmesi amaciyla apomorfin ile indiklenen acik alan lokomotor aktivite testi
uygulandi. Ancak bu modelde bu silrede siddetli bir dopaminerjik sensitivite
olusmadigi icin apomorfin ile normalden fazla bir hareket artisi izlenmedi. Bazal
veya apomorfin ile indlklenen aktivitede gruplar arasinda istatiksel fark izlenmedi
(p>0.05).

Silindir testi wunilateral lezyon olusturulan modellerde olusabilecek
ekstremite asimetrisini géstermeyi amaglayan bir testtir. Lezyon kontralateralindeki
ekstremitenin kullaniminda azalma beklenmektedir. Calismamizda da striatuma
unilateral olarak a-sin PFF enjeksiyonu yapildigi icin silindir testi kullanildi. Naive
kontrollere gore tim hayvanlarda kontralateral ekstremite kullaniminda disus
trendi saptandi, yalnizca sadece-PFF grubunda istatiksel olarak anlamli olabilecek
(p=0,05) bir dusus izlendi. Literatlirdeki calismalara baktigimizda striatuma PFF
enjeksiyonu sonrasinda en uzun takip sliresi olan 6. ayda bile dopaminerjik néron

kaybinin asimetrik motor defisit gelisimi icin yeterli olmadigi goriilmektedir [6, 61].



65

Rotarod testi ise hayvanlarin motor 6grenme ve koordinasyon becerilerini
test etmek icin, daha cok simetrik motor defisitlerin dlcimiinde kullaniimaktadir.
Calismamizda unilateral enjeksiyon yapilmis olsa da a-sin PFF'nin hizla karsi
hemisfere de yayilabildigi gosterilmis oldugu icin [64] rotarod testi ile hayvanlarin
genel motor performansinin degerlendirilmesi amaglandi. Gruplar arasinda rodda
kalma siresi veya roddan distlen dénme hizi arasinda istatiksel fark izlenmedi
(p>0,05).

Literatirde PH hayvan modelinde glimfatik sistemin rollniin incelendigi 3
calisma mevcuttur. Zou ve ark. calismasinda, A53T mutant fareler kullanilmis, bu
farelerde derin servikal lenf nodu ligasyonu sonrasi substansiya nigrada a-sin
birikiminin arttigi, ayrica derin servikal lenf nodu ligasyonu sonucunda sisterna
magnaya floresan madde enjeksiyonu sonrasi sakrifiye edilen hayvanlarda floresan
maddenin beyin parenkimine dagiliminin azaldigi gosterilmistir [46]. Calismamizda
Zou ve ark.'nin calismasindan farkli olarak, PH modeli olarak a-sin mutant (A53T)
fareler degil, sicanda a-sin PFF'nin striatuma stereotaksik enjeksiyonu yontemi
kullaniimistir. Zou ve ark.'nin da belirttigi gibi A53T mutasyonu sonucu mutant a-sin
birikimi yalnizca bu mutasyona bagl ortaya cikan familiyal PH vakalarinda
gorlilmekte olup, nérodejeneratif hastaliklarin biyiik ¢cogunlugunda (idiyopatik PH,
Lewy cisimcikli demans gibi) yabanil tipte (wild type-WT) a-sin birikimi olmaktadir.
Cui ve ark.'nin yaptigi PH'de glimfatik sistemin etkileriyle ilgili calismada ise AQP4
ekspresyonu bozuk olan farelerde striatuma a-sin PFF enjeksiyonu sonucunda
patolojik a-sin birikiminin kontrol hayvanlara gore arttigi gosterilmistir [140].
Cahsmanin tartisma kisminda da belirtildigi gibi AQP4’(in néroprotektif etkileri de
olmasi nedeniyle, AQP4 ekspresyonunun bozulmasi noronlarda fonksiyonel
bozukluga neden olarak da protein birikimini arttirmaktadir [140]. Calismamizda
derin servikal lenf nodu ligasyonu ile néronlarda fonksiyonel bozulma
olusturmaksizin izole olarak glimfatik sistem fonksiyonunun bozulmasi sonucunda
patolojik a-sin birikimi Uzerindeki etkileri arastirilmistir. Ding ve ark.'nin
calismasinda ise, a-sin PFF enjeksiyonu yapilan farelerde bilateral derin servikal lenf

nodu ligasyonu ile a-sin birikiminin ligasyon yapilmayan hayvanlara goére hem
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striatumda hem de korteks, amigdala ve subtansiya nigrada ¢ok daha fazla oldugu
gosterilmistir [142]. Ancak bu calismadan farkli olarak calismamizda a-sin PFF
enjeksiyonunun glimfatik sistem Uzerine etkileri incelenmis ve yontem olarak MRG
kullaniimistir.

Sonug olarak galismamizda a-sin PFF modelinde glimfatik sistem isleyisinin
ozellikle de a-sin patolojisinin daha yogun oldugu beyin bdlgelerinde bozuldugu,
dsLN ligasyonu ile bu bozuklugun ¢ok daha siddetli ve yaygin hale geldigi
saptanmistir. Ayrica dsLN ligasyonunun a-sin patolojisini de daha siddetli hale
getirdigi yoninde 6n bulgular elde edilmistir. Bu bulgulardan yola cikarak, glimfatik
sistem drenajinin artirilmasina yonelik miidaheleler, 6érnegin uyku bozukluklarinin
onine gecilmesi, hastalarda diizenli fiziksel aktivitenin tesvik edilmesi, degistirilebilir
kardiyovaskiiler risk faktorlerinin ortadan kaldirilmasi PH tedavisinin bir parcasi
olmalidir. Calismamiz gelecekte PH tedavisinde glimfatik sistemin de

hedeflenmesinin gerekliligine dikkat cekmektedir.
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6. SONUCLAR

1- Striatuma unilateral a-sin PFF enjeksiyonu ile olusturulan sicanda PH modelinde,
bilateral dsLN ligasyonu sonucunda LP ile enjekte edilen kontrast maddenin beyin

parankimine aliminda azalma meydana geldigi saptandi.

2- Kontrast maddenin sisterna magna yerine LP toluyla verilmesinin glimfatik
sistemin incelendigi MRG calismalarinda uygulanabilir, kolay bir yontem oldugu

saptandi.

3- dsLN ligasyonu kadar siddetli olmamakla birlikte, a-sin PFF enjeksiyonunun da
muhtemelen néroinflamasyon mekanizmalari (izerinden glimfatik sistem drenajinda
bozulmaya yol actigl, bu etkinin post-kontrast 30.dakikada belirginlestigi, 1.saatte

azaldigi izlendi.

4- Striatuma unilateral a-sin PFF enjeksiyonunun 7. haftada acik alan testinde bazal
hareketlilikte degisiklige yol agmadigi, apomorfin indiiksiyonu ile de kontroll
gruplarina gore farkhlik gostermedigi saptandi. Bu zaman diliminde silindir testinde
kontralateral ekstremite kullaniminda azalma egilimi olsa da belirgin bir motor

defisit gelisimi izlenmedi.

5-immunofloresan isaretleme ile striatuma enjekte edilen a-sin PFF'nin &zellikle
substansiya nigrada dopaminerjik néronlarda ve c¢evresinde ifade edildigi izlendi,
dsLN ligasyonu yapilan grupta a-sin ifadesinin ligasyonsuz a-sin PFF grubuna goére

daha fazla oldugu gorsel olarak saptandi.
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7. ONERILER

1- Bu g¢alismada immunofloresan isaretleme ile gosterilen a-sin birikimi ve TH

isaretleme ile gosterilen dopaminerjik néron sayisi kantitize edilmelidir.

2-  Fibril verilmeden bilateral dsLN ligasyonu yapilarak, dsLN ligasyonunun tek

basina glimfatik sistem tizerindeki etkileri MRG ile incelenmelidir.

3- A-sin birikimlerinin agregat oldugunun dogrulanmasi igin thioflavin S,
noroinflamasyonunun  modelimizdeki yerinin arastirlmasi  amaciyla Iba-1

isaretlemeleri yapiimalidir.

4- dsLN ligasyonunun ve o-sin PFF enjeksiyonunun AQP4 polaritesi Uzerine
etkilerinin arastirilmasi amaciyla AQP4 imminohistokimyasal isaretlemesi

yapilmalidir.

5- Modelimizde a-sin’in substansiya nigra disinda hangi beyin bolgelerine yayildigi
ve hipokampis, korteks gibi striatum ile baglantili diger beyin bélgelerindeki a-sin

ifadesi immunhistokimyasal yontemlerle incelenmelidir.
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