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Bu c¢alismada Parkinson hastalik tedavisinde kullanilan Levodopa ve Karbidopa
ilaglarmin genotoksik, bir pirimidin niikleozidi olan Uridin’in antigenotoksik etkileri
belirlenmeye ¢alisildi. Bu amagla in vivo fare kemik iligi Mikroniikleus ve Komet
Testleri gerceklestirildi.

Calismada Levodopa ilact 10, 50 ve 100 mg/kg dozlarda intraperitoneal (i.p.) yolla
farelere enjekte edildi. Bu ilag ile 24 saat muamele sonunda gergeklestirilen fare kemik
iligi Mikroniikleus Testinde her li¢ doz grubunda meydana gelen mikroniikleuslu
polikromatik eritrositlerin (MNPCE) oranmin kontrol grubuna gore anlamli olarak
arttig1 gézlendi. Komet Testi sonuglarina gore, Levodopa uygulama gruplarinda komet
kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA, genetik hasar indeksi (GHI) ve hasarli hiicre
yiizdesinde doza bagli olarak bir artis oldugu ayn1 zamanda kafa % DNA’sinda
istatiksel olarak bir azalmanin meydana geldigi belirlendi.

Calismada ayni yolla uygulanan Karbidopa ilacinin 1, 5 ve 10 mg/kg dozlarinin
genotoksik etkileri g6zlenmedi.

Levodopa ve Karbidopa ilaglar1 birlikte 10/1, 50/5 ve 100/10 mg/kg dozlarda farelere
i.p. olarak uygulandi. [n vivo fare kemik iligi Mikroniikleus ve Komet Testi verilerine
gore 50/5 ve 100/10 mg/kg doz gruplarindaki PCE oranindaki artigin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlendi (p < 0,0001). Komet Testi verilerine gore, kombine ilag
uygulamalarinin Komet kuyruk uzunluklari negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda
50/5 ve 100/10 mg/kg’lik doz gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundu.
Kuyruk % DNA oranlarinda her i{i¢ doz grubunda meydana gelen artig, kafa % DNA
verilerinde doz artisina bagli olarak meydana gelen azalis ve genetik hasar indeks
degerlerinde her ii¢ doz grubunda meydana gelen artis negatif kontrolle kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi. Hasarli hiicre ylizde oranlar1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda ise, 50 ve 100 mg/kg doz gruplarindaki artigin istatistiksel
olarak anlamli oldugu sonug¢larina ulasildi.

Yapilan in Vivg Mikrontikleus ve Komet Testi verileri degerlendirildiginde, kullanilan
100 mg/kg Uridin dozunun genotoksik etki gdstermedigi gozlendi. Uridin’in



Levodopa’nin 10, 50 ve 100 mg/kg dozlar1 ile kombine bir sekilde uygulanmasi
sonucunda, Levodopa dozlarinin meydana getirdigi MNPCE oranlarini sirasiyla 1,8,
2,15 ve 2,85 kat azalttig1 belirlendi. Komet kuyruk uzunlugu oranlarini sirasiyla 2,09,
2,69 ve 4,94 kat azalttig1 ve GHI degerlerini ise, sirasiyla 2,59, 6,64 ve 6,18 kat azalttig
belirlendi.

Uridin’in 100 mg/kg dozunun Levodopa/Karbidopa kombinasyonunun 10/1, 50/5 ve
100/10 mg/kg doz gruplan ile birlikte uygulamasi sonucunda gerceklestirilen fare
kemik iligi Mikroniikleus ve Komet Testi verilerine gére, uygulanan Uridin dozunun
Levodopa/Karbidopa kombine dozlarinin meydana getirdigi MNPCE oranlarini
sirastyla 1,03, 2,37 ve 3,83 kat, komet kuyruk uzunlugu oranlarimi sirasiyla 2,35, 3,43
ve 4,29 kat, kuyruk % DNA oranlarini sirasiyla 5,73, 15,74 ve 17,13 kat GHI oranlarimni
ise, swrastyla 3,23, 5,73 ve 5,93 kat azalttigi ve hesaplanan hasarli hiicre ylizdesi
oranlarini diisiirdiigii sonucuna ulasildi.

Sonug olarak, caligmada genotoksik etkileri belirlenmeye c¢alisilan Levodopa ve
Karbidopa ilaglarinin in vivo fare kemik iligi Mikroniikleus ve Komet Testlerinde,
Karbidopa uygulamasinin genotoksik etki géstermedigi sonucuna ulasildi. Levodopanin
tek basina ve Karbidopa ile birlikte uygulanmasi sonucunda mikroniikleus frekansinin
istatistiksel anlamli bir sekilde arttigi belirlendi (p < 0,0001). Calismada kullanilan
Uridin’in  genotoksik etkisinin bulunmadigi, bunun yam1 sira Levodopa Ve
Levodopa/Karbidopa kombinasyonu ile birlikte kullanildiginda Levodopa ve
Levodopa/Karbidopa kombinasyonunun meydana getirdigi genotoksik hasarlar1 geri
¢evirdigi sonucuna ulagildi.

Anahtar kelime: Levodopa, karbidopa, iiridin, mikroniikleus, komet, genotoksik etki
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In this study, genotoxic effects of Levodopa and Carbidopa, drugs that are used in
treatment Parkinson's disease, and antigenotoxic effects of uridine, a pyrimidine
nucleoside, are investigated. In vivo mouse bone marrow micronucleus test and Comet
assay are used for this purpose.

Levodopa was administered to the mice by intraperitoneal injection at 10, 50 and 100
mg/kg doses. As a result of the mouse bone marrow micronucleus assay after 24 hours
of treatment, the ratio of polychromatic erythrocyte with micronucleus increased
significantly in all of the three dose groups compared to the control group. According to
Comet assay results, an increase in Comet tail length, tail DNA percentage, DNA
damage index and percentage of damaged cells in a dose dependent manner and a
statistical decrease in head DNA percentage were determined in Levodopa treatment
groups.

Carbidopa administered to the mice by intraperitoneal injection at 1, 5 and 10 mg/kg
doses had no genotoxic effects.

Levodopa and Carbidopa were administered in combination to the mice by
intraperitoneal injection at 10/1, 50/5 and 100/10 mg/kg doses. As a result of in vivo
mouse bone marrow micronucleus assay and Comet assay, increase in the ratio of
polychromatic erythrocyte with micronucleus in 50/5 and 100/10 mg/kg dose groups
was statistically significant compared to the control group (p < 0,0001). According to
Comet assay results, there was a statistically significant increase in Comet tail lengths in
50/5 and 100/10 mg/kg dose groups in combination treatment compared to negative
control group. Increase in tail DNA percentage in all three dose groups, decrease in
head DNA percentage with increasing doses and increase in DNA damage index values
in all three dose groups were statistically significant compared to negative control. It
was also found that increase in the percentage of damaged cells compared to control
group in 50/5 and 100/10 mg/kg dose groups was statistically significant.

According to Comet assay and in vivo micronucleus assay, Uridine treatment at 100
mg/kg dose had no genotoxic effect. Combination of Uridine with 10, 50 and 100



mg/kg doses of Levodopa decreased the ratio of polychromatic erythrocyte with
micronucleus 1,8-, 2,15- and 2,85-fold respectively. The same combination decreased
Comet tail lengths 2,09-, 2,69- and 4,94-fold respectively and decreased genetic damage
index values 2,59-, 6,64- and 6,18-fold respectively.

According to Comet assay and in vivo mouse bone marrow micronucleus assay
performed with Uridine at 100 mg/kg dose and Levodopa/Carbidopa combination at
10/1, 50/5 and 100/10 mg/kg doses, administered Uridine dose decreased the ratio of
polychromatic erythrocyte with micronucleus 1,03-, 2,37- and 3,83 -fold, the ratio of
Comet tail lengths 2,35-, 3,43- and 4,29-fold, the ratio of tail DNA percentage 5,73-,
15,74- and 17,13-fold, the ratio of genetic damage index 3,23-, 5,73- and 5,93-fold
respectively and the ratio of percentage of damaged cells, which would in turn arise
from Levodopa/Carbidopa combination doses.

In conclusion, genotoxic effects of the drugs, Levodopa and Carbidopa are studied by
using in vivo mouse bone marrow micronucleus test and Comet assay and it was found
that Carbidopa treatment alone has no genotoxic effect. A statistically significant
increase in micronucleus frequency was determined as a result of the treatment with
Levodopa alone and its combination with Carbidopa (p < 0,0001). It was concluded that
Uridine had no genotoxic effect; furthermore it reverts the genotoxic damage caused by
Levodopa/Carbidopa combination when it is used in combination with these agents.

Keywords: Levodopa, carbidopa, uridine, micronucleus, comet, genotoxicity
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler Aciklama

kg Kilogram

mg Miligram

ml Mililitre

Kisaltmalar Aciklama

CAS Chemical Abstract Service

COMT Katekol-O-Metiltransferaz

DA Dopamin

DDC Dopa-dekarboksilaz

DNA Deoksiribo Niikleik Asit

DOPAC Dihidroksifenilasetik asit

EMS Etil Metan Sulfonat

GHIi Genetik Hasar Indeksi

GSH Glutatyon

HO Hidroksil radikali

HVA Homovanilik asid

H.0, Hidrojenperoksid

K Karbidopa

L-Dopa Levodopa

MAO Monoaminoksidaz

MNNCE Mikroniikleuslu Normokromatik Eritrosit
MNPCE Mikroniikleuslu Polikromatik Eritrosit
NCE Normokromatik Eritrosit

NOS Nitrojenmonooksid Sentaz

O, Stiperoksid radikal

PCE Polikromatik Eritrosit

PH Parkinson Hastalig1

ROS Reactive Oxygen Species (Reaktif oksijen tiirleri)
SOD Stiperoksit dismutaz

UMP Uridin monofosfat

U Uridin
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1.GIRIS

Modern tibbin ilerlemesine paralel olarak gelisen ilaclar, hastaliklarin tedavisinde en
onemli faktorii olustururken, ayni zamanda istenmeyen yan etkilere de sebep

olabilmektedirler.

Parkinson hastaligi norodejeneratif hastaliklardan biridir ve popiilasyonun %2’sini
etkilemektedir. Bu hastalik beyindeki gri bolge dopaminerjik ndronlarinin
norodejeneratif kaybi ile karakterizedir. Noronal kaybin sebebi tam olarak bilinmezken,
giindemdeki bir hipoteze gore, dopaminin reaktif oksijen tiirlerine (ROS) hizlandirilmig
ya da anormal otooksidasyonunun, direkt olarak néron hasarina ve Olimiine sebep
oldugu diisiiniilmektedir. Parkinson hastalig1 farmakoterapisi dopaminerjik fonksiyonun

yenilenmesi temeline dayanmaktadir (Halliwell ve ark. 1985, Evans 1993).

L-3-4-dihidroksifenilalanin (Levodopa, L-Dopa), dopaminin dogal 6nciilii ve Parkinson
hastaliginin semptomlarini kontrol etmek icin en yaygin kullanilan tedavi ajamidir.
Ancak yakin zamanli bazi ¢alismalarda L-Dopa’nin in vivo noéronal hiicrelere toksik

olabilecegi 6ne siiriilmektedir (Walkinshaw 1995).

Uridin, bir pirimidin niikleozididir. Niikleik asitlerin, fosfolipidlerin yapisinda bulunur
ve glikojen sentezi ve ndronlar1 koruma gibi islevlerde yer alir (Cansev 2006). Uridin’in
oksidatif stresin yol a¢tigt ROS’larin miktarin1 azaltarak, hiicre toksisitesi iizerine
olumlu bir etkisi gosterilmis olup, deneysel Parkinson modelinde koruyucu bir etkisi ve
viral kaynakli mitokondrial DNA hasarlarinin onarilmasi gibi etkileri rapor edilmektedir

(Saydoff ve ark. 2004).

Ozellikle insanlarin gidalarla aldig1 besin katki maddeleri, kullandigi kozmetik {iriinler
ve ilaglar gibi kimyasallarin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde in vivo memeli
test sisteminin kullanilmas1 onerilmektedir. Bu sayede kendi basina genotoksik etki
gostermeyen  kimyasallarin  metabolizma  trtinlerinin -~ mutajenik  etkileri  de

degerlendirmeye alinabilmektedir.



Genetik toksikoloji c¢aligmalarinda ana ama¢ genetik hasarlarin  belirlenmesi
oldugundan, bu amaca hizmet edecek etkin test yontemlerinin gelistirilmesine dair
caligmalar siireklilik kazanmistir. Bu amagla gelistirilen ¢ok cesitli genotoksisite test

yontemleri mevcuttur.

Kromozom aberasyonlarinin belirlenmesinde in vivo rodent kemik iligi Mikroniikleus
Testinden yararlanilmaktadir. Boliinmenin anafaz evresinde gecikmis kromozomlar
veya asentrik kromozom pargalari mikroniikleus olusumuna sebep olabilmektedir ve

bunlar eritrositlerde daha kolay tanimlanmaktadir (IPCS 1985, Brusick 1987).

Son yillarda iizerinde en c¢ok ¢alisilan ve yaygin olarak kullanilan genotoksisite test
yontemlerinden birisinin de Komet Teknigi oldugu goriilmektedir. Tek hiicre jel
elektroforezi (Single Cell Gel Electrophoresis, Comet Assay) olarak da isimlendirilen
Komet Testi, DNA hasarin1t 6lgmek ve analiz etmek amaciyla kullanilan, hizli, basit,

duyarli ve yaygin kullanim alanina sahip bir yontemdir (Olive 1999, Tice ve ark. 2000).

Bu caligmada, Parkinson hastalig1 tedavi olarak kullanilan L-Dopa ve Karbidopa'nin
genotoksik, Uridin’in ise olas1 genotoksik/antigenotoksik etkileri in vivo ydntemlerle
arastirilmistir. Bu amagla, genotoksisite ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan in vivo
yontemlerden fare kemik iligi Mikroniikleus ve Komet Testleri kullanilarak

degerlendirme yapilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Sinir sistemi olduk¢a kompleks biyokimyasal, fizyolojik ve anatomik o&zelliklere
sahiptir. Noronlar arasi ileti elektriksel veya kimyasal haberci molekiiller tarafindan
saglanmaktadir. Bu iletisim sisteminin diizenlenebilmesi i¢in beyinde enerji ihtiyacinin

saglikli olarak kargilanmas1 gereklidir.

Beyin total viicut agirliginin % 2’sini olusturmasina ragmen, total viicut oksijeninin
%20’sini kullanir. Beyin dokusu enerjisini yalnizca oksidatif metabolizmadan elde eder
ve viicuttaki oksijenin biiylikk bolimiini kullanir (Sekil 2.1). Noronal oksidatif
fosforilasyon esnasinda mitokondrial elektron transport zincirinden yiiksek enerjili
elektronlarin kagisi serbest radikallerin olusumunu saglar. Bu yiizden, beyin dokusu
oksidan strese Ozellikle duyarlidir. Noronal ag anatomik agidan hasara ugramaya
uygundur. Periferik hasara bagli olarak aksonlarin uzama yetenegi de smirhdir.
Rejenerasyon kapasitesi sinirli olan beyinde, serbest radikallerin olugsmasini saglayan
metaller (6rnegin demir) spesifik bolgelerde birikebilir (Halliwell ve ark. 1985, Evans
1993).

PREFRONTAL CORTEX

DOPAMINE -

— CELL BODY

RECEIVINGE MESSAGE

Sekil 2.1. Insan beyni ve bdliimleri (http://brainmind.com)



Beyin norokimyasal oksidasyon ve otooksidasyonun yiiksek oldugu bir organdir. Belirli
beyin bolgelerinde ortak 6zelliklere sahip néron popiilasyonlarinin olusumu sonucunda
norodejeneratif hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Norodejeneratif hastaliklar, farkl klinik
fenotiplere ve genetik etiyolojiye sahip bir grup heterojen hastaliktir. Bunlar arasinda
Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Hungtington hastaligi gibi ndrodejeneratif
hastaliklarla birlikte, epilepsi, Friedrich ataksisi, Amiyotrofik lateral skleroz (ALS) yer
almaktadir (Schapira 1998).

2.1.Parkinson Hastahg

Parkinson hastaligi (PH) ilk kez 1817 yilinda James Parkinson tarafindan
yayinlanan’An Essay on the Shaking Palsy’isimli bir kitapta tarif edilmistir
(Parkinson 1817, Fahn 2006).

Parkinson hastalig1 cesitli norotransmitter sistemlerde degisiklik ile iligkilidir, bunlardan
en oOnemlisi de beyinde nigrostriatal dopaminerjik yolagin ndronlarinin sayica
azalmasma baglh olarak bazal gangliyonlardaki (6zellikle corpus striatum’daki)
néromediyator dopaminin fazla azalmasi sonucu gelisen kronik idiopatik bir hastaliktir

(Ogawa ve ark. 1994, Kayaalp 2005, Cansev ve ark. 2008).

Yas degismez bir risk faktorii olup, artan yasla korele olarak hastalik prevelansi
artmaktadir. Ayni yas grubu kontrollerle karsilastirildiginda, hastalik grubunda
mortalite oraninin 2-5 kat daha artti§i saptanmistir. Hayat kalitesinde diisiise neden

olmasi da 6nemli diger bir problemdir (Bennett ve ark. 1996, Morens ve ark. 1996).

Cok sik goriilen bu noérolojik hastaligin ABD istatistiklerine gore yillik yeni olgu sayisi
100.000 kiside yaklasik 20°dir.
Dort ana belirti ile kendini gosterir:
(i) Istege gore hareket yapma olanaksizlifi veya hareketlere baslamada zorluk,
hareketlerde yavaslama (bradikinezi), maske yiiz (bradimimi),

(if) Cizgili kaslarda rijidite,



(iii) Istirahat halinde olusan karakteristik tremor (genellikle 4-6 Hertz frekansinda
ve’’hap yuvarlama’’bigiminde)
(iv) Postiiral instabilite, donakalim (akinezi) ve ylirime bozuklugu (6ne egik
ayaklar stiriiyerek ve kollar1 sallamadan yiirtime) (Kayaalp 2005).
Parkinson hastaliginda temel patolojik degisiklikler dopaminerjik noronlarin (DA)

kayb1 ve nigrostriatal sistemde Lewy cisimciklerinin ortaya ¢ikisidir.

Parkinson hastaliginda dopaminerjik noéronlarin  kaybinin sebebi tam olarak
bilinmezken, hipotezlerden biri de dopaminin reaktif oksijen tiirlerine (ROS) ve/veya

kinon ve semikinonlara otooksidasyonudur (Snyder ve ark. 1998, Ogawa ve ark. 1994).

Hastaligin geleneksel tanisi, klinik bulgular ve dopamin tedavisine yanit esliginde
konulur. Erken tedaviye baslanan hastalarda, hastaligin muhtemel seyrini, siiresini ve
sonuglarini tahmin etmenin daha kolay oldugu ortaya konmustur. Ancak, Parkinson’un
erken tanisi oldukca giictiir. Hastalikta patolojik degisikler stereotipik olup,
mezensefalondan alinan kesitlerde, substantia nigra alaninda, melanin pigmentlerinin
¢ok azalmis oldugu ya da yok oldugu goézlenmistir (Sekil 2.1.1). Mikroskobik
incelemede zona kompakta da noron kaybi oldugu ve yasayan ndronlarin anormal
olduklar1 ve intrasitoplazmik hiyalin cisimcikleri (Lewy body) icerdikleri saptanmuistir.
Patolojik degisiklikler substantia nigra ile sinirli degildir. Basta serebral korteks, bazal
ganglia, talamus, okulomotor nukleus, lokus seruleus ve vagusun dorsal motor niikleusu
olmak {izere, tiim beyin ve beyin sapini tutan yaygin ndron kaybi vardir (Kayaalp 2005).

Cut section Substantia nigra

&;‘ . of the midbrain
VUK . where a portion
- of the substantia
/ " nigra is visible
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Sekil 2.1.1. Substantia nigradaki degisim (http://www.nlm.nih.gov)



Yas artis1 ile dogru orantili olarak her insanda, dopaminerjik néron kaybi olmaktadir.
Normalde, bu kayip, Parkinson hastaliginin semptomlarini ortaya ¢ikarmak icin gerekli
dopamin sentezindeki azalma diizeyinin ¢ok altindadir. Ote yandan, substantia nigradaki
noron kaybini artiran bir genetik yatkinlik ya da enfeksiyon, travma, toksin veya serbest
radikal tretimi gibi siireci hizlandiran risk faktorleri olabilir. Giiniimiizde, 6zellikle
serbest radikal iiretimi, Parkinson hastalig1 patogenezini agiklamak icin tercih edilen bir

hipotezdir.

Cizgili kaslarin normal tonus ve kasilmalarinda kontrol gorevi bulunan corpus
striatum’da asetilkolin ve dopamin beynin diger pek ¢ok yerlerine gore fazla bulunur.
Bu iki endojen madde bu yerdeki sinapslarda impuls asirirminda néromodiilator rolii
oynarlar. Bunlarin striatumdaki néronlar iizerinde zit yonde etkileri vardir. Nigrostriatal
dopaminerjik noronlar intrastriatal kolinerjik noronlart inhibitdr baski altinda tutarlar.
Parkinson hastalarinda yapilan otopsi incelemelerinde corpus striatum’da dopamin
iceriginin ileri derecede azaldigi goriilmistir (Sekil 2.1.2). Belirtilen duruma gore
Parkinson hastalarinin striatumunda kolinerjik ve dopaminerjik sistemlerin etkinligi
arasindaki denge kolinerjik etkinligin lehine olarak bozulmustur. Bundan dolay:
Parkinson hastaliginin tedavisinde esas itibariyle, ya dopaminerjik etkinligi arttiran
ilaclar veya Santral Sinir Sistemi (SSS)’ne girebilen ve striatumda kolinerjik etkinligi
azaltan antikolinerjik ilaglar ya da bunlarin kombinasyonu kullanilir. Kullanilan biitiin
ilaclar gecici bir tedavi saglar; alindiklar1 siirece hastalik belirtilerinde diizelme
yapabilirler. Tedavi kesildikten bir siire sonra hastalik tablosu yeniden belirir; bu

hastalikta ilagla radikal tedavi heniiz miimkiin degildir (Kayaalp 2005).
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Sekil 2.1.2. Corpus Striatumda azalan dopamin seviyesi (http://brainmind.com)

2.1.1. Tani ve klinik ozellikler

Parkinson hastaliginin ilerleyen asamalarinda, ekstrapiramidal sinir sisteminin
norodejeneratif bozulmasi meydana gelir. Bu durum, iskelet ve kas sisteminin
hareketliligini ve kontroliinii etkileyerek, tremor (istem dis1 titreme), rijidite (muskiiler
hipertoni, katilik, biikiilmezlik), bradikinezi (istemli hareketin anormal yavaslamasi) ve
postiiral dengesizlige yol acar (Sekil 2.1.1.1, Galvan ve ark. 2008, Bugamelli ve ark.

2011).
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Sekil 2.1.1.1. Parkinson hastalarmin genel goriiniimii (http://brainmind.com)



Tan1 klinik kriterler temel alinarak konulur. Yanlis tani hastalikta Onemli bir
problemdir. Parkinsonizm sendromunun pek ¢ok nedeni vardir; bunlar arasinda, farkl
hastalik tedavileri i¢in kullanilan ilaglar, Wilson hastalifi ve diger norodejeneratif

hastaliklar sayilabilir (Rajput ve ark. 1991).

Parkinson’da noropatolojik inceleme halen altin standart olma 6zelligini korumaktadir.
Taniy1 kesinlestiren biyolojik gosterge yoktur. Otopsi c¢alismalarinda, 6liim Oncesi
Parkinson tanist almis vakalarin % 24’linde yanhis tani konuldugu saptanmistir

(Rajput ve ark. 1991).

Semptom ve bulgularin asimetrik olmasi, istirahat tremoru varligi ve Levodopa’ya
olumlu yanitin olmasi Parkinson hastaligini, diger nedenlere bagli gelisen parkinsonizm

tablolarindan ayirir (Riley ve ark. 1990, Kayaalp 2005).

4-6 Hz istirahat tremorunun diger Parkinson sendromlarinda oldukca nadir gézlenmesi
ayirict tani agisindan fayda saglayabilmekle beraber, Parkinson vakalarmin yaklasik
% 25’inde bu bulguya rastlanmamaktadir (Hughes ve ark. 1993). Parkinson vakalarinda
Levodopa’ya baslangi¢ yanitt % 90 oranindadir. Bu cevabin olmayisi, alternatif bir tani

lehine ipucu saglamaktadir.

2.1.2. Patolojik bulgular

Substantia nigra pars kompakta’da noronal dejenerasyonun artisina sebep olarak
striatumdaki dopamin kaybi Parkinson hastalifinda birincil patokimyasal ozelliktir

(Sekil 2.1.2, Kish ve ark. 1988, Contin ve ark. 2010).

Parkinson hastalig1 secilmis ancak heterojen néron popiilasyonunun progresif olusumu
ile karakterizedir. Bunlar substantia nigra pars kompakta’daki néromelanin yiiklii
dopaminerjik noronlar, se¢ilmis beyin sap1 aminerjik niikleuslar: (katekolaminerjik ve
serotonerjik), Meynert kolinerjik niikleus bazalisi, hipotalamik noronlar, kii¢iik kortikal
noronlar, sempatik ganglia ve bagirsaktaki parasempatik noronlari igerir. Substantia

nigra pars kompakta’da, noronal kayip, ventrolateral bolgede daha yogundur



(semptomlarin baglangi¢ asamasinda kayip % 60-70 oranindadir). Bunu medial ventral
ve dorsal bolgeler takip eder (Fearnley 1991). Bu tip hiicre kayb1 Parkinson hastaligina
spesifiktir. Sonugta, putamenin dorsal ve orta bdliimlerinde belirgin olmak {izere,
striatal dopamin kaybi meydana gelir ve bu durum akinezi ve rijidite ile
sonuclanmaktadir. Bu tip hiicre kaybi sekli ayni zamanda dopamin tasiyicilart igin

messenger RNA ekspresyon derecesi ile iligkilidir (Uhl 1994).

Diger 6nemli bir patolojik bulgu da etkilenmis beyin sap1 bolgelerinde, ozellikle
vagusun dorsal motor niikleusunda Lewy cisimciklerinin ve dejenere ubikuitin-pozitif

noronal proseslerin (siiregler) gozlenmesidir.

Lewy cisimcikleri, eozinofilik hiyalin inkliizyon cisimcigidir (Sekil 2.1.2.1). Cisim
iginde olusan norofilament birikiminin degisken norofilament ekspresyonundan ziyade,
bunlarin normal sentezini takiben protein sentezi sonrasi degisimlerine bagli oldugu
diistiniilmektedir (Bergeron 1996). Lewy cisimcigi olusum mekanizmasinin, Parkinson
hastalig1 patogenezindeki onemi ve norodejenerasyondaki rolii hala bilinmemektedir
(Bergeron 1996).

Sekil 2.1.2.1. Parkinson hastaliginda Lewy cisimcigi (— Lewy cisimcigi,
http://cobbersonthebrain.areavoices.com)

Lewy cisimciginin, non spesifik bir olusum olup, patogenez ile iliskisi olmayan bir yap1
oldugu da One slirilmiistir. Bu tartismanin temel noktasi, Lewy cisimciginin
Parkinson’a spesifik olmayip, diger bir grup norodejeneratif hastalikta da

gozlenmesidir. Bunlarin noronlarin dejenerasyondan korunmak adina, salgiladiklari



toksik proteinlerin bir isareti oldugu fikri de diger bir varsayimdir. Ancak, norofilament
alt Tnitelerinden Lewy cisimcigi olusumu, akson ig¢indeki ndrofilamentlerin
fonksiyonunu bozmakta ve substantia nigra pars kompakta’dan striatuma uzanan

aksonal baglantiya hasar vermektedir (Gibb ve ark. 1988, Trojanowski 1994).

2.1.3. Parkinson hastahiginda nigrostriatal dopaminerjik sistemdeki temel

degisiklikler

Parkinson hastaligi, hareketlerin ve ¢izgili kas tonusunun istem dis1 kontroliinden ve
optimizasyonundan sorumlu olan ve piramidal (kortikospinal) motor sistemden
bagimsiz, fakat onunla paralel sekilde calisan ekstrapiramidal motor sistemin
hastaligidir. Bu sistemin omurilikteki motor ndronlarla direkt efferent (‘output’) veya

direkt afferent (‘input”) baglantisi yoktur.

Parkinson hastaliginda primer bozuklugun mezensefalonda nigrostriatal dopaminerjik
noron koklerinin toplandigr substantia nigra’nin pars kompakta’sinda olduguna
inanilmaktadir. Buradaki noronlarin yikilmasi sonucu, noéron sayisi ileri derecede
azalmistir. Noron yikiminda substantia nigra’da meydana gelen asagidaki patolojik
olaylarin rol aldigi ileri siirilmiistiir:
(i) Toksik oksijen radikallerinin ve hidrojen peroksidin olusumunda artma
(‘oksidatif stres’)
(if) Noron membraninda lipid peroksidasyonunun artmast
(iif) Demir metabolizmasinin bozulmasi, hiicre i¢i demir igeriginin artmasi ve
Haber-Weiss reaksiyonu ile serbest radikal olusumunun artmasi.

(iv) Intraseliiler Ca*? homeostazinin bozulmasi ve serbest Ca*? diizeyinin artmast

Substantia nigra’daki dopaminerjik néronlarin yikimi sonucu bu néronlarin aksonlarimin
sonlandig1 striatum (nucleus caudatus+putamen)’daki dopaminerjik etkinlik belirgin
sekilde azalir. Parkinson hastaliginin belirtilerinin ortaya ¢ikmasi i¢in striatumdaki
dopamin diizeyinin %80°den fazla bir azalma goOstermesi gerektigi saptanmistir

(Kayaalp 2005).
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2.1.4. Parkinson hastali@inda serbest radikal toksisitesi ve antioksidanlar

Son yillarda cesitli aragtiricilar tarafindan yapilan ¢aligmalarda pek ¢ok norodejeneratif
hastaligin etiyolojisinde serbest radikal olusumunun Onemli rolii olduguna iliskin

ipuglari elde edilmistir (Beal 1995, Halliwell 1992).

Ozellikle mitokondriler, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek membraninda yer alan
serbest radikaller araciligi ile olusan oksidatif stres, Parkinson hastaliginda
norodejenerasyon olusumu ve ilerleme siirecinde Onemli rol oynamaktadir.
Mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon ile molekiiler oksijenin suya rediiksiyonu
sirasinda  reaktif oksijen tiirleri olarak tanimlanan siiperoksid radikal (Oy),
hidrojenperoksid (H,0,) ve hidroksil radikali (HO") olusur. Serbest radikal iiretimi ile
artmis kalsiyum akimi, nitrojenmonooksit sentaz (NOS) aktivasyonu, amiloidbeta-
peptid ve enzimlerde yasa bagl fonksiyon kaybi gerceklesir. Ayrica, in vitro veriler,
glutamat stimiilasyonu ile iligskili noronlarin oksijen radikalleri olusumu ile
etkilestiklerini gdstermistir. Bu radikaller, tekrar hem glutamat salinimina hem de geri

alim inhibisyonuna yol agarlar; boylece kisir dongii gerceklesir (Herdegen 1997).

Noronlarin membran yiizeyi sitoplazma hacmine oranlandiginda, bu oranin membran
yiizeyi lehine arttig1 bilinmektedir. Beyin hiicre zarlar1 biiyilk oranda doymamis yag
asitlerinden olusur, bunlar lipid peroksidasyon reaksiyonlarinda serbest radikallerin
baslica substratlaridir. Bununla beraber beyinin savunma mekanizmasi oldukga zayiftir,
hemen hemen hi¢ katalaz igermez, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz (SOD)
enzimleri ile glutatyon ve E vitamini diizeyleri sinirhidir (Halliwell ve ark. 1985, Evans

1993).

Parkinson ve oksidatif stres baglantisinin anlasilmasindan sonra, antioksidanlarin
medikal tedavide kullanimimin 6nemi daha da artmistir. Giiclii antioksidanlar, dopa
toksisitesinin etkili blokerleridir (Voigtlander ve ark. 1998). Dopaminerjik noronlarda
monoaminoksidaz (MAO) araciligi ile dopaminin oksidatif deaminasyonu ve
otooksidasyonu ile hidrojen peroksit ve diger oksijen radikalleri olusur. Tersine
MAO- inhibitorleri, radikal iiretimini inhibe edebilirler (Jenner 2003).
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Serbest oksijen radikalleri, ateroskleroz, diyabet, epilepsi, inflamatuar hastaliklar ve
kanser gibi pek cok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir (Sudha ve ark. 2001,
Celikler ve ark. 2009). Nigrostriatal yolakta oksidatif hasar ve mitokondrial kompleks
I’de kismi eksikliklerin, Parkinson hastaliginda dopaminerjik néronlarin segici kaybina

sebep oldugu o6ne siirtilmiistiir (Jenner 2003, Cornetta ve ark. 2009).

DA’nin oksidatif metabolizmasi kinon, semikinon ve diger reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusturmaktadir (Mytilineou ve ark. 2003). Daha da 6nemlisi, DA’nin enzimatik
oksidasyonu, hidrojen peroksit formasyonuna Onciilik eden monoamin oksidaz
tarafindan katalizlenir, substantia nigra (SN) pars kompakta’da Fe*? yiiksek seviyesi
bulundugunda, H,0, oldukga reaktif ve sitotoksik hidroksil radikali (OH) olusturabilir.
Noronlar H,O; tarafindan direkt olarak ya da demir iyonlarinin varliginda olusturulan
hidroksil radikalleri tarafindan indirek olarak hasara ugrayabilirler. Sonug¢ olarak,
Parkinson hastaliginda periferal oksidasyon durumu L-Dopa tedavisi tarafindan

etkilenmis olabilir (Cornetta ve ark. 2009).

Reaktif oksijen tiirlerinin (hidrojen peroksit, stiperoksit, ve hidroksil radikali) olusumu
ve dopaminden ortaya c¢ikan dopamin semikinon serbest radikallerinin nigrostriatal
dopaminerjik noéronlarda hiicresel ve hiicre i¢i membranlara zarar verebilecegi ve
bdylece Parkinson hastalig1 karakteristigi olan bu néronlarin azalmasinin artisina neden

olabilecegi rapor edilmistir (Perry ve ark. 1984, Muller 2011).

Dopamin ya monoaminoksidaz veya hidrojen peroksit olusumu ile sonuglanan
otooksidasyon yolu ile okside olur. H,0,, ferroz iyonlarin varliginda hidroksil radikaller
olusturarak ndronu direkt veya indirekt yolla hasara ugratir. SN noronlarinda yer alan
noromelanin, bolgesel spesifik birikim potansiyeline sahip olup, bu yolla demir
indirgenmesi, demir-indiiklenmis lipid peroksidasyonuna ve hiicre 6liimiine neden olur.
H,0,, rediikte glutatyon (GSH) ile detoksifiye olur. Dolayisiyla dopamin turnover
hizinin artmasi veya GSH eksikligi oksidatif strese yol agar (Youdim ve ark. 1993,
1997).
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Parkinson hastaligindan dolayr dlen insanlar, otopsi edildiklerinde substantia nigra
bolgesinde, indirgenmis glutatyon (GSH) ve buna ait disiilfit maddelerinin beyinlerinin
diger kisimlarina gore daha diisiik seviyelerde oldugu ile ilgili ¢alismalar mevcuttur
(Perry ve ark. 1982, 1984). GSH serbest radikallerin ortadan kaldirilmasi i¢in bir
anahtar maddedir. Substantia nigra bolgesindeki GSH eksikligi, bu 6zel noronlarin
hasar nedenini agiklayabilir (Perry ve ark. 1982). Ozet olarak, serbest radikaller SN
noronlarinin hasarina neden olan en 6nemli ajanlardir ve bu yolla Parkinson hastaligi

ortaya ¢ikmaktadir.

2.1.5. Epidemiyoloji ve genetik

Parkinson hastalig1 tiim etnik gruplarda goriilmekle birlikte, bu hastaligin popiilasyon
iginde erkeklerde daha fazla goriildiigii bildirilmistir (Zhang ve ark. 1993). Prevelansi
(olgu sayis1) 65-90 yaslar1 arasinda artmaktadir. Tiim popiilasyonun % 0.3’unu
etkilemekle beraber, bu oran 65 yasin iizerinde %3’e yiikselmektedir. Hastalarin

% 5-10’unda semptomlar 40 yasin altinda ortaya ¢ikmaktadir (Kayaalp 2005).

Hastalik ilk kez endiistriyel devrim zamaninda tanimlanmig olsa da, antik Hint
literatiirtinde (4500-1000 b.c.) tremor ve akineziyi tanimlayan agiklamalara rastlanmigtir
(Manyam 1990). MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine)’nin nigral
hiicre 6liimiine yol actiginin anlagilmasi ¢evresel faktorlerin hastalik etyopatogenezinde
onemli bir rolii oldugu verisini saglamistir. Pek c¢ok c¢alisma, diyetin hastalik
patogenezindeki yerini belirlemistir. Bunlarin ¢ogu yetersiz antioksidan alimi iizerine
kuruludur. Calismalarda birbirinden farkli sonug¢lar bulunmakla beraber, yapilan bir
arastirmada Parkinson hastalarinin E vitamini aliminin kontrollerle karsilastirildiginda

daha diisiik oldugu saptanmistir (Rijk 1997).

Primer Parkinson Hastaliginin idiyopatik (klasik) seklinden baska seyrek goriilen ailesel
formlar1 da vardir. Son yillarda alfa-siniiklein ve parkin proteinlerini kodlayan
genlerdeki mutasyonlarin ailesel Parkinson hastaliginin ortaya cikmasina yol actigi
saptanmustir. Ilging olarak alfa-siniiklein ve parkin, ailesel olmayan idiyopatik

Parkinson hastalarinin beyinlerinde bu hastalik i¢in patognomonik (tan1 koydurucu 6zel
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belirti) bir bulgu olan Lewy cisimciklerinin iginde ubikuitin ile birlikte saptanmustir.
Parkin’in bir E3 ubikuitin ligaz oldugu gésterilmistir. Bu bulgular idiyopatik Parkinson
hastaliginda da ubikuitin-proteozom yolunun bozuk olabilecegi varsayimina yol

acmustir (Kayaalp 2005).

Genetik faktorlerin Parkinson hastaliginda 6nemli rolii olduguna dair giderek artan
deliller mevcuttur. Monozigotik ikizler iizerinde yapilan bir ¢calismada, ikiz ¢iftlerinin
her birinde hastaliga yakalanma zamanlarinda bir uyum oldugunu ve 50 yasin altinda

genetik faktorlerin etkisinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Tanner 1997)

Epidemiyolojik c¢aligsmalar, yas faktoriinden baska, artan hastalik riskini isaret eden en
onemli gostergenin aile Oykiisli oldugunu ortaya koymustur (Semchuk ve ark. 1993).
Ancak, bazi ailelerde, ortak c¢evresel etkilenim faktorleri oldugu da goéz ardi

edilmemelidir.

2.1.6. Parkinson hastahginin tedavisinde kullamilan ilaclar

Anti Parkinson ilaglar temel etki mekanizmalarina gore 3 gruba ayrilirlar:
(i) Dopaminerjik etkinligi arttiran ilaglar (Levodopa/Karbidopa, Bromokriptin
VS)
(if) Santral etkili antikolinerjik ilaglar (Biperiden, Triheksifenidil vs.)
(iii) Diger ilaglar (Trisiklik antidepresanlar, Alfa tokoferol)

14



2.2. Levodopa

Levodopa (L-3,4-dihidroksifenilalanin, L-Dopa) Parkinson hastaligindaki 6liim sonrasi
incelemelerde bazal gangliyonlardaki dopamin diizeyinin diisiikliigliniin saptanmasi

tizerine 1960’larin basinda beyinde dopamin diizeyini yiikseltmek amaciyla tedaviye

sokulmus bir ilagtir (Cotzias ve ark. 1969, Fahn 2008).

L-Dopa katekolamin sentez zincirinde dopaminin prekiirsoriidiir. Levodopa iki
enzimatik, dopa-dekarboksilaz (DDC) ve katekol-O-metiltransferaz (COMT) vyol ile
kan-beyin hiicre duvarimi gegebilir (Sekil 2.2.1). Buna ragmen, normalden hizli ¢alisan
metabolizma nedeniyle verilen dozun en fazla % 1'1 merkezi sinir sistemine ulagabilir

(Koller ve ark. 1998).
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Sekil 2.2.1. L-Dopa’nin enzimler yardimi ile dopamine doniistiiriilmesi
(http://www.nature.com)

Dopamin (DA) dolagimdan beyne niifuz edemedigi halde, Levodopa kan-beyin engelini
asar ve bazal gangliyonlardaki dopaminerjik sinir uglari tarafindan alinir. Orada
aromatik L-aminoasit dekarboksilaz (dopa-dekarboksilaz) enzimi tarafindan dopamine
cevrilir (Sekil 2.2.2). Bu enzim basta bagirsak ceperi, karaciger, bobrek dokular1 ve
dopaminerjik, noradrenerjik ve serotonerjik sinir ug¢lari olmak iizere viicutta oldukca
yaygin bulundugundan, Levodopa dokularda ¢abuk dekarboksile olarak ¢esitli yerlerde
dopamine doniisiir (Kayaalp 2005).
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Sekil 2.2.2. L-Dopa’dan dopamin biyosentezi (http://en.wikipedia.org)

Ek olarak, L-Dopa periferik doniisiimii ile dolasima salinan dopamin, 6zellikle mide
bulantist ve hipotansiyon gibi istenmeyen yan etkilere de neden olabilir. L-Dopa bu
nedenlerden dolayi, tedavide her zaman periferik DDC inhibitorii (Bensarizid ve
Karbidopa) ile birlikte uygulanmaktadir (Bugamelli ve ark. 2011). Ne yazik ki,
L-Dopa/DDC inhibitoriiniin kronik uygulamasinin etkinligi zamanla azalir ve hastalarin

cogunda istikrarsiz (dengesiz) tepkiler ve diskinezi gelisir (Stocchi 2006).

L-Dopa oto-oksidasyon siireglerine 6-hidroksidopamin (6-OHDA), serbest radikaller ve
kinonlar gibi toksik iriinlerin olusumuna egilimi olan katekolaminerjik noéronlar igin

spesifik bir norotoksindir (Hefti ve ark. 1981).

Parkinson hastalarinda azalmis dopaminin yeniden artmasi i¢in en yaygin kullanilan
tedavi L-Dopa’dir. L-Dopa tedavisi belirgin bir sekilde semptomlart iyilestirmesine ve
Parkinson hastalarinin hayatta kalma siiresini uzatmasina ragmen, bu ilacin uzun vadeli
kullanimimin sonucu yipranma, on-0ff fenomenler, diskinezi (istemli hareketlerin
bozulmasi) ve ruhsal (zihinsel) semptomlar gibi azaltilmis etkinlik ve artmis ters
reaksiyonlar meydana gelmektedir. Boylelikle, Parkinson hastaliginin kronik
evresindeki hastalarin yasam kalitesini belirgin olarak diisiirmektedir (Ogawa ve ark.

1994).
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L-Dopa, Parkinson hastaligi semptomlarini iyilestirmek icin gerekli terdpatik bir ilag
olmasina ragmen, doz ve uygulama yolu dikkatlice segilmelidir. L-Dopa dozunu
arttirmak, beyinde DA’y1 arttirirken serbest radikal olusumuna da neden olur. Bu
nedenle, Parkinson hastalarinda etkili bir tedavi i¢in diger antiparkinson ilaglarinin es

zamanli kullanimi ile L-Dopa dozu minimize edilmelidir (Ogawa ve ark 1994).

2.2.1. Levodopa farmakokinetigi

Levodopa agiz yolu ile alinir. Mide-barsak kanalindan tam ve hizli bir sekilde absorbe
edilir. Levodopa barsak ¢eperi ve karacigerden gegisi sirasinda dopamine doniistiiriiliir
ve sistemik dolasima gecebilen miktarin biiyiik bir kismi periferdeki noradrenerjik
(sempatik) sinir uglar tarafindan alinir (Sekil 2.2.1.1). Bundan dolay1 uygulanan dozun
ancak ¢ok az bir kismi (%1-3) kan-beyin engelini asip beyne niifuz etmek ve santral etki
yapmak olanagini bulur. Dopa-dekarboksilaz inhibitorleri (Bensarizid ve Karbidopa) ile
birlikte verildiginde beyine gecen fraksiyon artar (%5-10) ve terapotik etkinligi daha
cabuk baslar. Levodopa’dan noradrenerjik sinir uglarinda olusan dopamin’in dopamin-
B-hidroksilaz tarafindan noradrenalin’e doniistiiriilmesi yavas olur; fazla Levodopa
verildiginde dopamin bu sinir u¢larinda birikir ve noradrenalin vezikiillerinden bu amini
kovar. Bu nedenle, Levodopa verildiginde dopaminerjik sinir uglarinda dopamin miktari
arttig1 halde noradrenerjik uglarda noradrenalin diizeyi artmaz, aksine azalabilir. Bu

durum periferde sempatik adrenerjik (noradrenerjik) asirimi zayiflatir (Kayaalp 2005).
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Sekil 2.2.1.1. Dopaminerjik ve noradrenerjik sinir uglari (http://www.psikofarma.info)

17



Dopamin, monoamin oksidaz (MAO) ve katekol-O-metil transferaz (COMT)
enzimlerinin etkisi altinda, basta Homovanilik asit (HVA,
3-metoksi-4-hidroksifenilasetik asit) olmak tizere gesitli fenilkarboksilik asid tiirevlerine
dontisiir (Sekil 2.2.1.2). HVA, idrardaki Levodopa metabolitlerinin %40’ 1n1 teskil eder.
Az miktarda Vanililmandelik asit (VMA)’de meydana gelir. Levodopanin viicutta
biyotransformasyonu sonucu olusan metabolitlerin sayist 30 kadardir. Bunlardan bir
kismi1 etkin bilesiklerdir ve toksik tesirlerin bazilarindan sorumlu olabilirler.
Levodopa’nin metabolitleri 6zellikle bazik ortamda idrarda kirmizi-kahverengi

renklenme yaparlar.

NH
HO 2
Dopamine (DA)

Monoamine oxidase (MAQ), Catechol-O-methyl-
Aldehyde dehydrogenase transferase (COMT)
HO OH _O
HzC
(@) NH2
HO HO

3, 4-Dihydroxyphenyl- 3-Methoxytyramine (3-MT)
acetic acid (DOPAC)

Catechol-O-methyl- Monoamin oxidase (MAQO),
transferase (COMT) Aldehyde dehydrogenase
O OH
HaC ™
O
HO
Homowvanillic acid (HVA)

Sekil 2.2.1.2. Dopaminin yikimi (http://en.wikipedia.org)

2.2.2. Levodopanin tedavide kullanilis

Levodopa, Parkinson hastaliginda istege bagli hareketlerde mevcut kisithiligr (akineziyi
ve bradikineziyi) ve ¢izgili kas rijiditesini belirgin sekilde diizeltir; hastanin mobilitesini
arttirir ve onu giinliik islerini yapabilir duruma getirir. Kisiler arasinda ilacin terapotik

etkisine duyarlilik yoniinden biiyiik fark vardir ve ilacin dozu hastanin gereksinimlerine
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gore Dbireysellestirilmelidir. Levodopanin yan tesirleri nedeni ile, doz hastalik
belirtilerini tamamiyla diizeltecek diizeye kadar genellikle ¢ikarilamaz; bundan dolay1
Levodopa ile birlikte, ona yardimer olarak bromokriptin ve benzeri ilaglari, selejilini
veya antikolinerjik ilaclar1 vermek gerekebilir. Ilaca bagli istem disi hareketlerin
(diskinezi) ortaya ¢ikmasi dozun daha arttirllmamasi gerektigini haber veren iyi bir

gostergedir. Diskinezi tedavinin ileri doneminde ortaya ¢ikar (Kayaalp 2005).

Levodopa ile yillarca devamli tedavi goren hastalarda, tedavinin ilk iki yilinda ilacin
etkinliginin giiclii oldugunu, daha sonra terapétik etkinligin giderek azaldigini ve
3-5 yillik uygulama sonunda kayboldugunu ve hastalik belirtilerinin geri dondigi
bildirilmektedir. Bu durum esas olarak, progresif nitelikte olan hastaligin altinda yatan
patolojik bozuklugun (Dopaminerjik ndéron yikiminin) zamanla ilerlemesine ve
nigrostriatal noronlarin tiimiiniin veya tiimiine yakin bir kisminin kaybolmasina
baghdir. Striatumda Dopaminerjik sinir uglarinin timiiyle kaybolmasi, Levodopanin
dopamine donilismesini de olanaksiz hale getirir ve tedavide bir kisir dongii i¢ine girilir

(Kayaalp 2005).

2.2.3. Kombine Levodopa ilaglar

Levodopa’nin periferde yikilmasini azaltmak ve boylece Santral Sinir Sistemine
(SSS)’ne daha yiiksek oranda girmesini saglamak i¢in, kan beyin engelini agsamayan ve
periferik adrenerjik sinir uglart ile karaciger ve diger yerlerde bulunan aromatik
L-amino asid dekarboksilaz (dopa-dekarboksilaz) enzimini inhibe eden Karbidopa (K)
(alfa-metildopa hidrazin, Sekil 2.2.3.1) ve Bensarizid adl ilaglar Levodopa ile birlikte
kombine ilag halinde kullanilmaktadir. Béyle bir kombinasyon, Levodopa’nin terapotik
etkisinin birka¢ giin i¢cinde ve olagan dozunun 1/4'tinii kullanarak olusturulmasina ve
ayrica periferik yan tesirlerinin ortadan kalkmasina olanak verir. Boylece dekarboksilaz

inhibitorii ile birlikte kullanildiginda Levodopa dozu %75 oraninda azaltilabilir

(Kayaalp 2005).
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Sekil 2.2.3.1. L-Dopa’nin Karbidopa varliginda kan-beyin engelini

(http://students.cis.uab.edu)

Levodopa’nin Karbidopa ile olan kombinasyonuna ko-kareldopa ad1 verilir. Tiirkiye’de

pazarlanan ilaglar 10 kisim Levodopa ve 1 kisim Karbidopa igerir. Periferik

dopa-dekarboksilazin tam bir inhibisyonu igin gereken giinliikk Karbidopa dozu

70-100 mg’dur.

2.2.4. Levodopanin yan tesirleri

Levodopa yeterli dozda kullanildiginda yan tesirleri fazla olan bir ilagtir. Yan tesirlerin

bir kismu ilacin periferik etkilerine, digerleri ise santral etkilerine baglidir. Baglica yan

tesirleri;
(i) Gastrointestinal bozukluk
(if) Kardiyovaskiiler yan tesirler
(iii) Istemdis1 anormal hareketler (diskineziler)
(1iv) Yanittaki dalgalanmalar (fliiktiiasyon)
(v) Psisik ve psikiyatrik tesirler

(vi) Diger yan tesirler (Kontrindikasyonlar, Etkilesmeler)
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2.3. Uridin

Uridin (U), bir pirimidin niikleozididir. Niikleik asitlerin, fosfolipidlerin yapisinda
bulunur ve glikojen sentezi ve ndronlar1 koruma gibi islevlerde yer alir. Uridin’in
oksidatif stresin yol ag¢tigi ROS'larin miktarin1 azaltarak, hiicre toksisitesi lizerine
olumlu bir etkisi gosterilmis olup, deneysel Parkinson modelinde koruyucu bir etkisi ve
viral kaynakli mitokondrial DNA hasarlarinin onarilmasi gibi etkileri rapor edilmektedir

(Choi ve ark. 2006).

Yapilan calismalarda Uridin 6nciilii olan PN401’in Alzheimer hastalig1, hipoksi ve
oksidatif streste yararli etkileri oldugu ortaya konulmustur. Sporadik Alzheimer
hastalarnin fibroblastlarinda Uridin, doza bagimli olarak hiicre toksisitesine karsi
koruyucudur. Ayrica Uridin’in normal insan néronal progenitér (NHNP) hiicrelerinde
oksidatif stresin indiikledigi hiicre toksisitesini azalttig1 ve H,O,’den dolay1 olusan ROS
olusumlarinin azalmasinda etkili oldugu bildirilmistir. Mortalite ve serebrokortikal
apoptozise neden oldugu bilinen azid inflizyonunun ardindan Uridin 6nciilii olan PN401
uygulamasi ile bu komplikasyonlarda azalma meydana geldigi de yapilan ¢alismalarla

dogrulanmistir (Saydoff ve ark. 2004).

Uridin gesitli beyin fonksiyonlarinda énemli etkiler ortaya koymaktadir. Bunlardan bir
tanesi noéronal membran fosfolipid sentezidir. Pirimidin niikleosidi olan Uridin, kan
beyin bariyerini kolayca geger ve beyin hiicrelerine alinir. Orada Uridin-sitidin kinaz
tarafindan fosforillenerek, daha sonra CTP sentetaz tarafindan CTP’ye doniistiiriilecek
olan UTP’ye ¢evrilir. CTP fosfolipid sentezinde hiz-sinirlayic1 prekiirsérdiir. CTP
fosfokolin ile birlikte CDP-Kolin olusturur ve néronal membranda ana fosfolipid olan

fosfotidilkolin (PC) olusumunda gorev alirlar (Sakamoto ve ark. 2007).

Uridin, sinir biiyiime faktorii ile muamele edilen PC12 hiicrelerinde ndrit uzamasini

tesvik etmistir (Sakamoto ve ark. 2007).

Yetiskin gerbillerde yapilmis bir ¢alismada, Uridin DHA (dokosaheksaenoik asit) ile

birlikte verildiginde membran fosfolipid ve sinaptik proteinlerini arttirdigi
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gdsterilmistir. Bu sonuglar, Uridin’in, DHA gibi noronal ya da sinaptik membranlarda

fosfolipid sentezini arttirabilecegini gostermektedir (Sakamoto ve ark. 2007).

Uridin’in beyinde dahil oldugu diger bir yol da glikojen sentezidir. Beyinde glikojen
sentezi meydana gelebilmektedir. Buna kanit olarak néronlarda ve astrositlerde glikojen

sentaz enziminin ekspresyonudur (Cansev 2006).

Uridin’in beyin lipid (r., fosfolipid) ve karbonhidrat (&r., glikojen) metabolizmalarinda
tutulumunun, Uridin niikleotidlerinin olasi norotransmitter rollerinin yani sira Uridin’in
GABAerjik ve dopaminerjik iletim ile etkilesimi oldugu ileri siiriilmektedir

(Cansev 2006).

Uridin’in mitokondrial DNA’da viral kaynakli meydana gelen hasarlarin onarilmasinda
da rol oynadigi gosterilmistir (Venhoff ve ark. 2010). Bu bulgulara ilave olarak, bir
Uridin kaynagi olan Uridin monofosfat (UMP) uygulamasmin 6-OHDA ile striatum
lezyonu yapilarak olusturulan deneysel Parkinson modelinde koruyucu etkileri oldugu

gosterilmistir (Cansev ve ark. 2008).

2.4. Mutasyonlar ve in vivo Genotoksisite Test Sistemleri

Cevremizde ilaglar, pestisitler, besin katki maddeleri gibi binlerce kimyasal madde
bulunmakta ve bunlara siirekli yenileri katilmaktadir. Insanlar bu maddelere bilerek
(ilag kullanimi, kozmetikler) ya da bilmeden (pestisitler) maruz kalmaktadir

(IPCS 1985, Waters ve ark. 1999).

DNA’da meydana gelen hasarlar kromozom diizeyinde (kromozomal aberasyon veya
mutasyon) veya gen diizeyinde (gen veya nokta mutasyonu) mutasyonlar olarak ortaya
cikmaktadir. Mutajenik kimyasallar, DNA ile interaksiyona girerek yapisinda
degisiklikler olusturabilir. Bu interaksiyon sonucunda DNA’daki bazlar eksilerek ya da
artarak veya bir bazin yerine digerinin gelmesiyle genetik informasyonun degisimine
sebep olabilirler. Bir genin niikleotid dizisinde ortaya cikan degisimler ise, hatali

mRNA olusumuna bagli olarak, protein sentezinin ya tamamen engellenmesi ya da
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degismis yapida bir proteinin sentezi ile sonuglanir. Nokta mutasyonlari tek bir
niikleotidi etkileyen mutasyonlardir. Bu tip mutasyonlar nétral (triplet kodunun
kodladig1 aminoasit degismez veya benzer bir aminoasit gelir), missense (normalde
kodlanan aminoasit yerine yapiya baska bir aminoasidin girmesine sebep olur) ve
nonsense (genetik kodda zamansiz biri stop kodunun olusumu ile protein zincirinin

vaktinden dnce sonlanmasina sebep olur) mutasyonlar olarak bilinir (IPCS 1985).

Organizmadaki normal aerobik metabolizma sonucunda meydana gelen siiperoksid
radikalleri, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirevleri
DNA’da oksidatif hasar meydana getirebilirler. Boyle bir hasar sonucunda olusan

iriinler yanlis baz eslesmelerine sebep olabilirler (Collins ve ark. 1996).

Kimyasallarin mutajen etkilerinin saptanmasinda degisik organizmalarda gelistirilen
farkli test sistemleri kullanilabilir. Test organizmasi olarak bakterilerin kullanilmasi
oldukca yaygindir (Waters ve ark. 1999). Bu sistem ilk olarak 1975’te Ames ve
arkadaslar1 tarafindan uygulanmistir ve bu yiizden Ames testi olarak bilinmektedir.
Yiiksek organizmalarin aksine prokaryotlar biiyiilk ¢ogunlukla tek bir halkasal DNA
molekiilii igerir ve bu sayede hiicre duvarindan gegen bilesik, DNA’ya kolayca tesir
edebilir. Ancak bazi test kimyasallar1 kendileri direkt etki etmedikleri halde, metabolize
olduktan sonraki {iirlinleri mutajen veya karsinojen etki gosterebilirler. Bakterilerde
kimyasallarin detoksifikasyonunu saglayan enzim sistemleri bulunmadigindan, bu test
sisteminde ve diger in vitro hiicre kiiltiirlerinde S9 fraksiyonu denilen bir enzim
karigtmi  kullanilmaktadir. Bu amacla genellikle siganlar kullanilir ve sicanlara
Aroclor 1254 veya fenobarbital ve 5,6-benzoflavon gibi karaciger enzimlerini
indiikleyici kimyasallar enjekte edilir. Karaciger pargalanip yiiksek hizda santrifiij
edildiginde tistte kalan sivida metabolik enzimler bulunur ve bunlar 9000 g’de

siipernatantta bulunduklarindan bu karigima S9 ad1 verilir (IPCS 1985).

Eukaryotik bir organizma olan Drosophila melanogaster (sirke sinegi) ile
gerceklestirilen testler de genotoksisite testleri icinde ©Onemli bir yere sahiptir
(Brusick 1987). Drosophila kisa bir yasam dongiisiine sahip ve biyoaktivasyondan

sorumlu enzim sistemleri memelilerinkine benzeyen bir organizma oldugu i¢in tercih
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edilmektedir. Nokta (gen) mutasyonlar: (cinsiyete bagl resesif letal test, zeste somatik
g6z mutasyon testi ve kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi gibi) ile
kromozom hasarlarinin (bdliinememeden kaynaklanan aneuploidi belirleme ve kismi
kromozom kaybi testleri ile yine somatik mutasyon ve rekombinasyon testi)
belirlenmesi i¢in Drosophila’da degisik genetik 0Ozellikte hatlar olusturulmustur

(Brusick 1987, IPCS 1985).

In vitro memeli kiiltiirlerinde yapilan gen mutasyon testlerinden en yaygin olanlar1 fare
L51787/TK (timidin kinaz gen lokusu) testi ile Cin hamsteri ovaryum hiicreleri ile
(CHO) Cin hamsteri fibroblast (V79) hiicrelerinde Hypoxanthine-Guanine
Phosphoribosyl Transferase (HGPRT) gen lokusu testleridir. Bu testlerle ileri gen

mutasyonlar1 ve genis delesyonlar saptanabilmektedir (Auletta ve ark. 1993).

Genetik toksisite calismalarinda kullanilan test sistemlerinin her biri farkli genetik
hasarlar1 tespit etmek amaciyla gelistirilmislerdir. Gen mutasyonlarinin taranmasinda
bakteriyel test sistemleri, eukaryotik maya ve in vitro memeli hiicre kiiltiirleri ile
Drosophila test sistemlerinin kullanilmast 6nerilirken, kromozom aberasyonlarinin
belirlenmesinde in vitro sitogenetik testler, in vivo rodent kemik iligi kromozom
aberasyon ve Mikroniikleus Testleri, dominant letal test ve germ hiicre kromozom

aberasyon testlerinden yararlanilmaktadir (Brusick 1987).

Birgok in vivo ve in vitro ¢alisma, ¢ift zincir kiriklariin, S fazina etkili kimyasallar
veya iyonize radyasyon ile olusabildigini gostermistir (Tucker ve ark. 1996). Anafazda
gecikmis kromozomlar veya asentrik kromozom pargalari mikroniikleus (MN)
olusumuna sebep olabilir ve bunlar her hiicrede gézlenmekle beraber eritrositler gibi
cekirdeksiz hiicrelerde daha kolay tanimlanirlar (IPCS 1985). MN olusumunun temelini
DNA hasar1 olusturmaktadir. Organizmanin ¢esitli mutajenik, klastojenik ve
karsinojenik ajanlara maruz kalmast sonucunda DNA’da harabiyet meydana
gelmektedir. Genetik hasar Olclimiinde, MN testinin toksikolojide, diyette, ilag
sanayide, kanser riski olusumu siiphesinde, radyoterapide onemi anlagilmistir. DNA
hasar oraninm in vivo ve in vitro olarak belirlenmesinde en ekonomik ve pratik

tekniklerden biri haline gelmistir (Fenech 2010). MN teknigi, insan periferik kan
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lenfositlerinde, kemik iliginde ve yanak mukoza hiicresinde kimyasal ajanlarin
genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Teknigin basit olusu, kisa
zamanda sonuca ulasilmast ve DNA harabiyeti konusunda giivenilir bilgi vermesi

teknigi onemli hale getirmistir (Fenech 2000).

Yaygin bir goriise gore biiyiikk mikrontikleuslar ig ipligi hasarindan, daha kiigiik olanlar
ise kromozom parcalarindan olusmaktadir. Ancak her iki durumda da kesin sinirlama
yapmak ¢ok dogru olmadigindan bu tip mikroniikleus siniflamasinda farkli yontemler
gelistirilmistir. Bunlardan biri antikinetokor antibody yontemidir (Tucker ve ark. 1996).
Bu yontemde antikinetokor antikorlar1 ig ipliklerinin kromozomlara tutundugu bolgeye
baglanarak mikroniikleuslarda sentromer varligi i¢in bir marker olusturmaktadir. Bu
yontemin yani sira C bantlama (sentromer bantlama), sentromer problar1 kullanarak
Fluoresans In Situ Hibridizasyon (FISH) teknigi ile boyama da mikroniikleuslarin

siiflamasinda kullanilmaktadir (Verschaeve ve ark. 1988, Natarajan ve ark. 1996).

Hemen hemen tiim kisa zamanli test prosediirleri, kromozom hasarlarinin, gen
mutasyonlarinin veya DNA hasarlarinin gosterilmesine dayanmaktadir. In vitro kisa
zamanl testler bakteriler ve mayalar ile kiiltiirdeki hayvan hiicrelerine test kimyasalinin
kisa siireli uygulamalari ile gergeklesir. In vitro sitogenetik testlerde metabolik siiregler
ve salgt sistemleri dikkate alinmamistir. In vivoda ise bitkiler ve deney hayvanlarinin
birka¢ saat ya da en fazla birka¢ hafta siire ile test kimyasali ile muamelesi s6z

konusudur (Adler 1985).

Hayvanlarin muamele edilmesi ve doku oOrneklerinin alinmasi sonucunda inceleme
degisik sekillerde yapilabilir: Kromozomal aberasyonlarin metafazda incelenmesi ve
mikroniikleus frekansinin tespiti gibi. Bu iki teknik genelde kemik iligine uygulanir,
fakat dalak, karaciger, embriyo ve germ hiicrelerine de uygulanabilirler (Adler 1985,
IPCS 1985). Bu tiir testlerde en sik fare, sican ve Cin hamster: gibi deney hayvanlar
kullanilmakla birlikte daha 6zel amagclar i¢in Golden hamster, tavsan, evcil hayvanlar ve
primatlar da kullanilabilir (Adler 1985).
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Komet Testi ¢esitli genotoksik etmenlerin neden oldugu DNA hasarint in vitro ve
in vivo kosullarda 6lgmek icin yaygin olarak kullanilan hassas bir genotoksisite testidir
(Olive 1999, Tice ve ark. 2000) ve disiik diizey hasarin oldugu normal insan
hiicrelerinde de ¢alisma i¢in uygundur (Gedik ve ark. 2005). Singh ve ark. (1988)
tarafindan alkali kosullarda uygulanarak DNA ¢ift sarmalinin ag¢ilmasi i¢in saglanmis ve
boylece de hem ¢ift hem de tek iplik DNA kiriklarinin belirlenmesine olanak
saglamiglardir. Diger genotoksisite tayin yontemleri ile Kkarsilastirildiginda, diisiik
diizeylerde DNA hasariin saptanabilmesindeki yiiksek hassasiyeti, tek hiicre diizeyinde
caligilabilir olmasi, kisa siirede ve kolay uygulanabilirligi ve diisiik maliyeti Komet
yonteminin avantajlarindandir. Alkali Komet teknigi ile tek zincir kiriklarinin tespiti
miimkiin oldugu gibi nétral Komet teknigi ile de ¢ift zincir kiriklarinin tespiti miimkiin
olmaktadir. (Tice ve ark. 2000).

Parkinson hastaliginin patojenetik mekanizmasinin merkezi sinir sistem hiicrelerinde
calisilmasindaki zorluktan dolayi, bunun yerine periferal kan lenfositleri uygun bir
calisma modeli olarak kullanilmaktadir. Parkinson hastalarinda periferal kan
lenfositlerinin oksidatif ve apoptotik hasara maruz kalmis oldugu yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir (Blandini ve ark. 2004, Cornetta ve ark. 2009).

Parkinson hastaliginda, metallerin olasi tutulumu, Parkinson hastalarinin substantia
nigra’da serbest demir artiglarinin bulunmasi ve mangan ve bakira mesleki maruziyet
bulgulartyla, Parkinson hastaligi icin risk faktorleri olduklar: diistiniilmektedir. Mangan
ve c¢inkonun her ikisinin dopamin oksidasyonu i¢in ¢ok iyi katalizér olduklari
gosterilmistir fakat daha az veri, metallerin memeli hiicrelerinde dopamin toksisitesini
arttirdigini ileri siirmektedir (Jenner 1991, Youdim ve ark. 1993, Gorell ve ark. 1997,
Snyder ve ark. 1998).

Yakin zamanl bazi ¢alismalar L-Dopa’nin in vivo néronal hiicrelere toksik olabilecegini

one siirmektedir (Mena ve ark. 1992, Walkinshaw ve ark. 1995).

Bazi1 c¢aligmalar, L-Dopa’nin PH’nin ndronal ilerlemesini arttirdigini isaret ederken

(Adams ve ark. 1991, Friedman ve ark. 1991, Yurek ve ark. 1991), bazilar1 da PH’nin

26



patolojisinin ilerlemesinde bir etkiye sahip olmadigin1 géstermektedir (Scigliano ve ark.
1990, Cedarbaum ve ark. 1991). Bu ¢eliskili bulgular, kronik L-Dopa uygulamasinin

etkilerinin hastaya gore degisebilecegini 6ne siirmektedir (Ogawa ve ark. 1994).

Parkinson hastaliginin bilinmeyen ana sebebini kapsayan ek faktorler, ekzojen
Levodopa ile siirdiiriilen bombardimana hayatta kalan nigrostriatal noronlar1 daha

savunmasiz yapabilir (Ziv ve ark. 1997).

Biyomolekiiller, 6zellikle DNA, reaktif oksijen tiirleri tarafindan hasara ugrayabilir ve
hiicre 6liimiine yol agar (Cornetta ve ark. 2009). Ayrica Snyder ve ark. (1998), aktif

oksijen tiirlerinin olusumunun kromozom kiriklarini da indiikledigini bildirmislerdir.

L-Dopa otooksidasyonu genotoksisite ve apoptotik hiicre 6liimiine sebep olan reaktif
oksijen tiirlerinin olusturulmasina sebep olabilmektedir (Snyder ve ark. 1998). Yapilan
in vitro ve in vivo ¢alismalarda, uzun donem L-Dopa maruziyeti dopaminerjik néronal
hiicre 6liimiinii arttirabilmekte ve hastalik gelisimini hizlandirmaktadir. Ciinkii, L-Dopa
serbest radikallerin olusumunu tetikler ve mitokondrial enzimlerin aktivitesini engeller
(Shin ve ark. 2009).

L-Dopa’nin kronik alimi beyinde dopaminerjik ya da noradrenerjik sinir hiicrelerini
etkileyerek 6-hidroksidopamin olusumuna neden olabilir. L-Dopa’nin DA néronlarina
bu potansiyel toksisitesi Parkinson hastaliginda, parkinsonizmin sebep oldugu
nigrostriatal dejenerasyonun artisina ek bir neden olabilir. Ayrica, hastaligin

ilerlemesini hizlandirabilir (Hefti ve ark. 1981).

Dopamin’in demir iyonu varliginda nonenzimatik olarak okside oldugu ve bir
dopaminerjik norotoksin olan  6-hidroksidopamin’e (6-OHDA) doniisebildigi
bilinmektedir. L-Dopa tedavisi alan Parkinson hastalarinin idrarlarinda da 6-OHDA
seviyelerinin arttig1 gosterilmistir. Bu bulgular L-Dopa’nmn in vivo oksidasyonla
6-OHDA’ya doniigerek dopaminerjik ndronlara hasar verebilecegini diisiindiirmektedir

(Borah ve ark. 2009).
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Bakir, insan viicudunun bircok dokusunda bulunan gerekli bir iz elementtir. Bazi
metalloproteinlerin ve enzimlerin redoks-aktif merkezlerini olusturmanin disinda bakir,
kromozomal DNA ile iligkili olarak ¢ekirdeklerde de bulunmustur. Demir gibi, bakir da
Fenton reaksiyonu araciligiyla reaktif oksijen tiirlerini meydana getirmede 6nemli bir
rol oynar. Kromatinin normal bir bileseni gibi bakir, ¢ekirdek DNA’s1 yakinlarinda
ROS’larin  iiretimi ile genomik mutasyona sebep olabilen c¢esitli endojen ve
ksenobiyotik katekolik/fenolik bilesiklerin redoks siklusunu katalizleyebilir. Baz1 ge¢is
metal iyonlarmin, 6rnegin Cu*?, 6-hidroksidopamin ve L-Dopa’y: da kapsayan

katekollerin redoks siklusunu harekete gegirdigi kabul edilmistir (Jung ve ark. 2001).

Noronal kaybin dogasi bilinmezken, hipotezlerden biri de, endojen dopaminin reaktif
oksijen tiirlerine (ROS) ve/veya bu noéronlarin direk hasarina ve 6liimiine sebep olan
kinon ve semikinonlara hizlandirilmis ya da anormal oto-oksidasyonudur. Bu anormal
oksidasyon, katalizor metallerin non-fizyolojik konsantrasyonundan meydana gelebilir.
Parkinson hastaliginda, tedavi edici L-Dopa’nin verilmesi, bdyle bir mekanizmanin
daha cok okside substrat saglayarak daha fazla noronal kaybi tesvik edebilecegi
bildirilmistir (Fahn 1992). Cin hamster V79 hiicreleri ile yapilan arastirmada L-Dopa ve
dopaminin MgCl, ve CuSOy ile birlikte antiproliferatif aktivitesi oldugu gosterilmistir
(Snyder ve ark. 1998).

Kronik L-Dopa kullanimi ROS iiretilmesini ve birikmesini stimiile eder. DNA gibi
kritik 6neme sahip biyomolekiiller ROS’lar tarafindan oksidatif hasara ugratilarak
hiicre dlimiine sebep olabilir. L-Dopa’nin dopamin ndronlari iizerine ROS yolakli
toksik etkisinin varligi ve hastalik gelisiminde 6nemli bir role sahip oldugu kabul

edilmistir (Andersen 2004).

L-Dopa’nin néronlar iizerindeki toksisitesini belirlemek amaciyla cesitli test
yontemlerinden faydalanilmigtir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlar Komet ve
Apoptozis yontemleridir. L-Dopa tedavisi géren Parkinson hastalarindan alinan kan
orneklerine uygulanan Komet Testi sonucu DNA lezyonlarmin miktarinda saglikh

bireylere oranla bir artis oldugu bildirilmistir (Cornetta ve ark. 2009).
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Levodopa tarafindan apoptozisin aktivasyonundan sorumlu mekanizma hala
bilinmemektedir. Apoptozis ¢ogunlukla DNA hasar1 tarafindan tetiklenmektedir.
Levodopa ve tiirevlerinin olasi genotoksisitesi bu ajanlara maruziyet sonrasi
8-hidroksiguanozin birikiminin gosterilmesi ile desteklenir. Wick (1989), Levodopa ve
dopaminin DNA tamirinin bir¢ok vital enzimatik yolaklarmi engelleyebilecegini
gostermistir. Bu datalar birlikte ele alindiginda, hiicre membran ve mitokondrisine ek
olarak hiicre ¢ekirdeginin de Levodopanin ortaya koydugu hiicresel toksisite olaylarinda

onemli bir hedef oldugunu gostermektedir (Ziv ve ark. 1997).

Levodopa noronal hiicrelere belirgin olarak toksiktir. Kiiltiire alinmis postmitotik geng
simpatik ndéronlara Levodopa toksisitesine apoptozis indiiksiyonu aracilik etmektedir.
Artan L-Dopa dozuna bagli olarak kiiltiire alinmis civciv ndronlarinda apoptozisin
indiiklendigi ve yasayabilir hiicre sayisinda azalmaya sebep oldugu gosterilmistir.
Hiicrelerin Levodopa’ya maruz kalmasi apoptozise 6zgii hiicresel degisimleri, membran

bleblerini ve niiklear fragmentasyonu ortaya koymaktadir (Ziv ve ark. 1997).

Memeli beyinlerinin bazi bolgelerinde kendiliginden meydana gelen bir grup alkaloid
tespit edilmigtir. Parkinson hastaligina sebep muhtemel faktdr olarak bilinen
1-metil-4-fenil  1,2,3,6-tetrahidropiridin’e  yapisal ~ benzerliklerinden  dolayz,
tetrahidroisokuinolin alkoloidlerinin endojen ndrotoksin olabilecekleri diigiintilmiistir.
Bu bilesiklerden biri  Salsolinol’diir  (SAL;  1-methyl-6,7-dihydroxy-1,2,3,4-
tetrahydroisoquinoline). SAL ilk olarak L-Dopa tedavisi goren Parkinson hastalarinin
idrarlarinda ve daha sonra insan beyninde bulunmustur. Bu alkaloidin orjini ve onun
beyinde bulunusu, bilesigin bazi noérolojik ve psikiyatrik hastaligin  sorumlusu
olabilecegini one siirmektedir (Nagatsu 1997, Naoi ve ark. 1999). SAL katekol bir
kisma sahiptir, kuinoidal formu ve ana katekol arasindaki redoks dongiisii vasitasiyla
ROS iirettigi ve DNA hasar ve genotoksisiteye sebep oldugu tahmin edilmektedir
(Jung ve ark. 2001).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismada Parkinson hastaliginda kullanilan L-Dopa ve Karbidopa’nin genotoksik
etkisi ve Uridin’in olas1 genotoksik/antigenotoksik etkisi fare kemik iligi Mikroniikleus

ve Komet Testleri ile belirlenmeye ¢alisildi.

3.1. Calismada Kullanilan Deney Hayvanlari

Arastirmada deney hayvami olarak Balb/c tiirii erkek fareler kullanildi. Calisma igin
Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 23.02.2010 tarihli
2010-02/06 numarali etik kurul izni alindi. Fareler Uludag Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Farelerin
25 g ve 8 haftalik olmalarina dikkat edildi. Fareler ¢elik kafeslerde, talas kapli zeminde
ve 18-22 °C oda sicakligi, % 60 bagil nem ortaminda barindirildilar. Farelere TSE’ye

uygun lretilmis standart pellet ve gerektikce taze gesme suyu verildi.

Calismada Kemik iligi ve Komet Testleri i¢in kullanilan ilaglarin her doz grubunda ve
kontrol gruplarinda 4 adet erkek fare kullanildi. Pozitif kontrol grubunda 2 adet erkek

fare kullanildi. Coziicii kontrol grubunda ise 4 adet erkek fare kullanildi.

Bu calismada toplam 74 adet fare kullanildi.

3.2. Kimyasallar

Calismada kullanilan L-Dopa ve Karbidopa ve Uridin’in kimyasal formiilleri ve
CAS (Chemical Abstract Service) numaralar1 Cizelge 3.2.1°de verildi.

L-Dopa, Sigma (D1507) > 98 %,

Karbidopa, Sigma (C1335) >98 %,
Uridin, Sigma (U3750) >99% safliktadur.
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Cizelge 3.2.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal adi1 (Grubu)
CAS No

Saflik derecesi

Kimyasal Yapisi

LEVODOPA (L-Dopa)
(L-3,4-Dihydroxyphenylalanine methyl
ester hydrochloride)

1421-65-4

>98 %

KARBIDOPA
S-(—)-Carbidopa
28860-95-9

> 98 %

URIDIN
Uridine
58-96-8
>99 %

-Hcl O

OCH;
NH

HO

HO

| NH
HO

OH OH
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3.3. Doz Se¢cimi ve Muamele Siiresi

Pozitif Kontrol
Pozitif kontrol i¢in Etil metan sulfonat bilesigi (EMS; Sigma, M0880), 300 mg/kg tek
dozda distile su ile sulandirilarak uygulandi. Bilesik farelere intraperitoneal olarak

enjekte edildi.

Levodopa (L-3,4-dihidroksifenilalanin, L-Dopa)

Levodopa bilesiginin doz se¢imi amaciyla doz belirleme calismalar1 yapildi. Sirasiyla
10, 50, 100, 250, 500 ve 1000 mg/kg dozlar farelere intraperitoneal olarak enjekte
edildi. Calismalar sonucunda 10, 50 ve 100 mg/kg dozlar ¢alisma i¢in belirlendi.
Ilag enjeksiyondan hemen &nce hazirlands.

Levodopa bilesigi suda ¢ozlinebildigi i¢in ilacin hazirlanmasinda distile su kullanildi.
Distile su kontrol grubuna 0,1 ml/fare olacak sekilde, doz gruplarina da distile su ve

L-Dopa karigimi fare basina 0,1 ml olacak sekilde i.p. enjeksiyonla verildi.

Karbidopa

Bu bilesik Parkinson hastaliginda Levodopa ile birlikte uygulanmaktadir. Tiirkiye’de
pazarlanan ilag 10 kisim Levodopa ve 1 kisim Karbidopa icerir. Doz denemeleri sonucu
calismada kullanilmasina karar verilen Levodopa dozlarina karsilik 1, 5 ve 10 mg/kg
Karbidopa dozlar1 ¢alisma i¢in belirlendi.

Karbidopa distile suda ¢ozlinmediginden ¢6ziicii olarak 0,03 N HCI kullanilmistir.
Coziicli kontrol grubu ¢alismaya ilave edilmistir. . Coziicii ile Karbidopa karisimi fare

basina 0,1 ml olacak sekilde i.p enjeksiyonla uygulandi.

Uridin

Uridin bilesigi ile doz belirleme calismalar1 gerceklestirildi. Sirasiyla 100, 200, 400 ve
1000 mg/kg dozlar farelere intraperitoneal olarak enjekte edildi. 100 ve 200 mg/kg
dozunda mikroniikleus gozlenmedi. 400 ve 1000 mg/kg dozunda gozlenen
mikroniikleuslarda istatistiki anlamliliga rastlanmadi. Levodopa ve Uridin’in birlikte
uygulama dozu olarak, 100 mg/kg Uridin dozu segildi. ilag¢ enjeksiyondan hemen &nce

hazirlandi.
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Uridin suda ¢oziinebilen bir bilesik oldugu icin distile su ile ¢dziildii ve yine Levodopa
icin kullanilan distile su kontrol grubu verileri bu bilesik i¢in de kullanildi. Tlag ve

distile su karisimi fare basina 0,1 ml olacak sekilde i.p. enjeksiyonla verildi.

Muamele Siiresi
Kemik iligi Mikroniikleus ve Komet Testlerinde 24 saat muamele siiresi tiim bilesiklere

uygulandi.

3.4. Deney Gruplar

I.  Pozitif kontrol (EMS, 300 mg/kg)

Il.  Negatif kontrol (Distile su, 0,1 ml/fare)
I1l.  Coziicii kontrol (HC10.03 N, 0,1 ml/fare)
IV. Levodopa

= 10 mg/kg
= 50 mg/kg
= 100 mg/kg
V. Karbidopa
= 1 mg/kg
= 5mg/kg
= 10 mg/kg
VI.  Levodopa/Karbidopa
= 10/1 mg/kg
= 50/5 mg/kg
= 100/10 mg/kg
VII.  Uridin (100 mg/kg)
VIIl.  Uridin/Levodopa
= 100/10 mg/kg
= 100/50 mg/kg
= 100/100 mg/kg
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IX.  Uridin/Levodopa/Karbidopa
= 100/10/1 mg/kg
= 100/50/5 mg/kg
= 100/100/10 mg/kg

3.5. Kemik iligi Mikroniikleus Testi

Fare kemik iligi Mikroniikleus Testi i¢in, Adler (1985)’in metoduna gore fareler
servikal dislokasyonla oldiiriiliip her iki femur kemigi cikarilarak kas dokusundan
temizlendi. Fetal Calf Serum (FCS) c¢ekilmis 1 ml’lik ince uglu enjektdr yardimi ile
kemik iligi bir santrifiij tiipine yikanarak alindi. Her fare icin bu islem yapildiktan
sonra, tiipler 5 dakika 800 rpm’de santrifiij edildi ve iist kisimdaki slipernatant tamamen
atildi. Dipte kalan hiicre slispansiyonu lam iizerine bir lamel yardimi ile yayilip havada
en az 12 saat siireyle kurumaya birakildi. Mikronukleus preparatlart May Griinwald-
Giemsa yontemi ile boyandi. Bu amagla, May Griinwald lamlar ilizerine dokiilerek
3 dakika stire ile boyandi. Ardindan 3 dakika 1:1 oranda sulandirilmis May Griinwald
ile boyanan preparatlar distile su ile yikanarak 20 dakika %5 Giemsa ile boyandi ve

distile su ile yikanip havada kurutuldu.

Preparatlarin degerlendirilmesinde Polikromatik (PCE) ve Normokromatik Eritrositler
(NCE) dikkate alindi. Boyama isleminden sonra PCE’ler gri-mor, NCE’ler ise
portakalims1 sar1 renkte ayirt edilerek fare basina 1000 PCE sayildi. Kimyasallarin
hiicre boliinmesine olan etkisini belirlemek amaci ile PCE/NCE orani belirlendi.
Mikronukleuslu PCE ve NCE’ler ayrica kaydedilerek 1000 PCE ve 1000 NCE’deki

oranlar1 belirlendi.
Degerlendirmeler 100x objektifte Kameram 21 Kamera Atagmanli Isik Mikroskobu ile

gerceklestirildi ve mikroniikleuslu eritrositlerin bazilart Kameram 21 Kamera Atagmanlh

ve Komet yazilimli floresans mikroskop goriintiileme sistemi ile fotograflandi.
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3.6. Alkali Komet Testi

Alkali Komet Testi Singh ve ark. (1988)’nin yontemine gore yapilmustir. Hiicre-agar
karisim tabakasinin deney esnasinda lam tlizerinden kayip kaybolmasini engellemek igin
daha piiriizli bir ylizey olusturmak amaciyla, lamlar dnceden % 0.65’lik Normal
Kaynama Noktali (NMP) agar ile kaplandi. Farelerden alinan kanlar Fosfat Buffer Salin
(PBS) ile seyreltildi. Bu silispansiyondan 80ul alinarak, %0.65’1ik 250ul Diisiik
Kaynama Noktali (LMP) agar (25 - 35 °C) ile karistirildi. Bu karisimdan alinan 100ul
ornek onceden hazirlanan NMP agar kapl lamlara yayildi ve bir lamel kapatilarak

+4 °C 15 dakika bekletilerek jelin katilagmasi saglandi.

Agarin katilasmasindan sonra preparatlar iizerlerindeki lameller kaldirildi ve sale
icerisindeki soguk Lizis Soliisyonuna yerlestirildi. Daha sonra tekrar buzdolabina
(+4 °C) kaldirilarak 24 saat bekletildi. Lizis isleminden gegirilen preparatlar
elektroforez tankina yerlestirildi ve tank soguk Elektroforez Soliisyonu (Running

Buffer) (pH: 13) ile dolduruldu. Preparatlar 15 dakika bu soliisyon icerisinde bekletildi.

Unwinding (DNA sarmalinin agilmasi) islemi tamamlanan preparatlara ayni tank ve

soliisyon igerisinde elektrik akim1 uygulanarak elektroforez islemi gergeklestirildi.

Elektroforez islemini takiben pH:13 degerindeki soliisyon iceren tanktan c¢ikarilan
preparatlar pH ayarlamasini saglamak amaciyla noétralizasyon islemine alindi. Bunun
icin preparatlar soguk Notralizasyon tamponu igceren salelere alinmak suretiyle notralize
edildi. Notralizasyon igleminden sonra preparatlar soguk distile sudan gegirildi.
Kuruyan preparatlar Etidyum bromiir (2ug/ml) ile boyandi ve iizerlerine bir lamel
kapatildiktan sonra Kameram 21 Kamera Atagmanli Floresans mikroskobu altinda

incelendi.
Preparatlar Komet yazilim programi (Kameram 21, Mikrosistem) ile degerlendirildi.

Degerlendirmede Komet kuyruk uzunlugu, kuyruk moment uzakligi, kuyruk % DNA,

kafa % DNA, genetik hasar indeksi ve hasarli hiicre ylizdesi verilerinden yararlanildi.
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Genetik Hasar Indeksi (GHI) su formiile gore hesaplandi.
GHI=(1*Y Tip1)+(2*Y Tip2)+(3* Y Tip3)+(4*Y Tip4)/(X Tip0+> Tip 1+ ¥ Tip2+3 Tip3+
. Tip4)

Hasarli Hiicre Yuzdesi Formiili

% Hasarl1 Hiicre= ) Tip2+) Tip3+) Tip4
3.7. istatistiki Degerlendirme
Mikroniikleus ve Komet Testlerinden elde edilen verilerin istatistiki degerlendirilmesi
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi, fark gruplar1 Tukey HSD testi ile

p<0,05 anlamlilik diizeyinde belirlendi. Istatistiki analizler SPSS 13.0 paket bilgisayar
programinda yapildu.
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan Levodopa, Karbidopa ve Uridin ile gergeklestirilen Fare Kemik
Iligi Mikroniikleus Testi sonuglar1 Cizelge 4.1.1, ve Sekil 4.1.1-10°da, Komet Testinden
elde edilen sonuglar Cizelge 4.2.1-2 ve Sekil 4.2.1-13’te gosterilmektedir.

4.1. Mikroniikleus Test Sonuc¢lar:

Levodopa distile su ile ¢oziilerek 10, 50 ve 100 mg/kg dozlari teste alindi. 24 saatlik
L-Dopa uygulamas: ile gergeklestirilen fare kemik iligi Mikroniikleus Testi sonuglari
Cizelge 4.1.1 ve Sekil 4.1.1-3’te gosterilmektedir.

Mikroniikleus Testi sonuglart degerlendirildiginde Mikroniikleuslu Polikromatik
Eritrosit (MNPCE) orani negatif kontrol grubunda %o 4,75 iken, 10 mg/kg’lik doz
grubunda %o 14,00, 50 mg/kg doz grubunda %. 22,00, 100 mg/kg doz grubunda
%o 32,75 oldugu ve kontrole gére her ii¢ doz grubunda anlamli artis oldugu belirlendi
(Sekil 4.1.1, p<0,001, p<0,0001, p<0,0001 sirasiyla).
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Sekil 4.1.1. Levodopa ve Karbidopa ile gergeklestirilen Mikroniikleus Testinin MNPCE
oranlarinin kontrol grubu ile karsilastirtlmasi1 (**:p< 0,001, ***: p< 0,0001, a: Negatif
kontrol grubu ile karsilagtirma, b: Coziicii kontrol grubu ile karsilastirma)
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Cizelge 4.1.1.

Mikroniikleus Testinin ortalama degerlerinin karsilagtiriimasi

Levodopa ve Karbidopa uygulamasi sonucunda gerceklestirilen

Madde gk N 1000pCE  loooNce  POE/NCE
Distile su 4.75+0.50 8.50+1.29 1.09 +0.23
Negatif Kontrol

Coziicii 9.00+ 1.15 11.50 + 1.73 0.79 + 0.10

10 14.00£4.977  1625+7.37 0.84 +0.33

Levodopa® 50 22.00+ 3.92™  20.75+5.62"" 049+0.16™

100 3275+ 63477 15.50+5.45 0.94 + 0.26

1 7.75 +2.06 6.50 + 2.08 0.69 +0.14

Karbidopa® 5 8.00 + 0.82 8.00 + 1.41 1.12+0.11

10 9.25+2.63 7.50 +2.65 0.86 +0.10

10/1 15.25+1.71 6.25+1.26 0.57 +0.05

L evodopa/Karbidopa® 50/5 20.75+126°  8.00+1.83 0.68 + 0.04
100/10 28.75+£2.63"  9.25+2.06 0.74 +0.12

Uridin® 100 6.75 = 0.96 10.00 + 2.94 1.10 £ 0.43

100/10 7.75 £ 1.26 10.75 % 2.22 1.28 £ 0.20
Uridin/Levodopa® 100/50 10.25+0.96"  11.5+1.73" 1.00+£0.15
100/100 1150 £3.42™"  1550%2.52 1.25+0.27

100/10/1 14.75 + 2.36 6.25 + 1.26 0.63 £ 0.06
Uridin/Levodopa/Karbidopa®  100/50/5 8.75+2.22" 9.25 + 1.50 1.05 + 0.22
100/100/10 7.50+1.737 8.00 £ 0.82 1.02+0.03

Pozitif Kontrol (EMS) 300 14.50 + 0.58 4.50 % 0.58 0.81+0.01

a : Negatif kontrol grubu ile karsilagtirma

b : Coziicli kontrol grubu ile karsilastirma

c : Levodopa doz gruplari ile karsilagtirma

d : Levodopa-Karbidopa kombine doz gruplart ile karsilagtirma
* 1p<0,05

** 1 p<0,001

ol 1 p <0,0001
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Mikroniikleuslu Normokromatik Eritrositlerin (MNNCE) orani ise negatif kontrol
grubunda %o 8,50, 10 mg/kg doz grubunda %o 16,25, 50 mg/kg doz grubunda %o 20,75,
100 mg/kg doz grubunda %o 15,50 olarak bulundu ve kontrole gore sadece 50 mg/kg’lik
dozda anlamli bir artis oldugu goriildii (Sekil 4.1.2, p<0,0001).
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Sekil 4.1.2. Levodopa ve Karbidopa ile gergeklestirilen Mikronukleus testinin MNNCE
oranlarmin kontrol grubu ile karsilastirilmas: (***: p < 0,0001, a: Negatif kontrol grubu
ile karsilastirma, b: Coziicii kontrol grubu ile karsilastirma)
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PCE/NCE oranina bakildiginda negatif kontrol grubundaki deger 1,09 iken 10, 50 ve
100 mg/kg doz gruplarinda sirasiyla 0,84, 0,49 ve 0,94 oldugu ve kontrole gore sadece
50 mg/kg doz grubundaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu go6zlendi

(Sekil 4.1.3, p<0,001).
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Sekil 4.1.3. Levodopa ve Karbidopa ile gergeklestirilen Mikroniikleus Testinin
PCE/NCE oranlarinin kontrol grubu ile karsilastirilmasi (**: p < 0,001, a: Negatif
kontrol grubu ile karsilagtirma, b: Coziicii kontrol grubu ile karsilagtirma)

Karbidopa asitli distile suda ¢oziilerek 1, 5 ve 10 mg/kg olmak tizere 3 farkli dozda

uygulandi.

Bu bilesikle 24 saat muamele sonucunda elde edilen mikroniikleus verileri
incelendiginde (Cizelge 4.1.1), MNPCE olusumu ¢6ziicii kontrol grubunda %o 9,00
iken 1, 5 ve 10 mg/kg doz gruplarinda sirasiyla %o 7,75, %o 8,00 ve %o 9,25 oldugu
belirlendi ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadig:
belirlendi (Sekil 4.1.1).
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MNNCE oraninin ¢6ziicli kontrol grubunda %o 11,50 oldugu, 1, 5 ve 10 mg/kg doz
gruplarinda sirastyla %o 6,50, %0 8,00 ve %o 7,50 degerlerine ulastigi ve kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamli bir farklilik bulunmadigi belirlendi (Sekil 4.1.2).

PCE/NCE oraninin ¢oziicii kontrol grubunda 0,79 oldugu, 1, 5 ve 10 mg/kg doz
gruplarinda ise sirasiyla 0,69, 1,12 ve 0,86 oldugu belirlendi ve kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadig belirlendi (Sekil 4.1.3).

Levodopa ve Karbidopa birlikte farkli dozlarda kombine edildi ve asitli distile su ile
coziilerek teste alindi. Levodopa ve Karbidopa birlikte kullanildiginda elde edilen tim
Mikroniikleus Testi verileri Cizelge 4.1.1 ve Sekil 4.1.1-3te gosterilmektedir.

Mikroniikleus Test sonuglart degerlendirildiginde Mikroniikleuslu Polikromatik
Eritrosit (MNPCE) oran1 ¢oziicii kontrol grubunda %o 9,00 iken 10/1 mg/kg doz
grubunda %o 15,25, 50/5 mg/kg doz grubunda %o 20,75, 100/10 mg/kg doz grubunda
%o 28,75 oldugu ve kontrole gore 50/5 ve 100/10 mg/kg doz gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli artis oldugu belirlendi (Sekil 4.1.1, p<0,0001).

Mikroniikleuslu Normokromatik Eritrositlerin (MNNCE) oran1 ise ¢06ziicii kontrol
grubunda %o 11,50, 10/1 mg/kg doz grubunda %. 6,25, 50/5 mg/kg doz grubunda
%0 8,00, 100/10 mg/kg doz grubunda %o 9,25 oldugu ve kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadig: belirlendi (Sekil 4.1.2).

PCE/NCE oranina bakildiginda ¢oziicti kontrol grubundaki deger 0,79 iken 10/1, 50/5

ve 100/10 mg/kg doz gruplarinda sirastyla 0,57, 0,68 ve 0,74 oldugu ve kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadigi belirlendi (Sekil 4.1.3).
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Uridin distile su ile ¢oziilerek teste alindi. 24 saatlik Uridin uygulamasi sonucu
gerceklestirilen fare kemik iligi Mikroniikleus Testi sonuglari Cizelge 4.1.1 ve
Sekil 4.1.4-6’da verilmektedir.

Mikroniikleus Test sonuglart degerlendirildiginde Mikroniikleuslu Polikromatik
Eritrosit (MNPCE) orani negatif kontrol grubunda %o 4,75 iken, 100 mg/kg’lik doz
grubunda %o 6,75 oldugu ve kontrole gére anlamli bir artisin olmadigi belirlendi
(Sekil 4.1.4).
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Sekil 4.1.4. Uridin ve L-Dopa ve Karbidopa'min Uridin kombinasyonlar: ile
gerceklestirilen  Mikroniikleus  Testinin - MNPCE  oranlarinin ~ karsilastirilmasi
(**: p< 0,001, ***: p< 0,0001, a: Negatif kontrol grubu ile karsilastirma, b: Coziicii
kontrol grubu ile karsilagtirma, c: Levodopa doz gruplar ile karsilagtirma, d: Levodopa-
Karbidopa kombine doz gruplari ile karsilastirma)
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Cizelge 4.1.1.

Mikroniikleus Testinin ortalama degerlerinin karsilagtirilmasi

Levodopa ve Karbidopa uygulamasi sonucunda gerceklestirilen

Madde gk N 1000pCE  loooNce  POE/NCE
Distile su 4.75+0.50 8.50+1.29 1.09 +0.23
Negatif Kontrol

Coziicii 9.00+ 1.15 11.50 + 1.73 0.79 + 0.10

10 14.00£4.97"  16.25+7.37 0.84 +0.33

Levodopa® 50 22.00+ 3.92™  20.75+5.62"" 049+0.16™

100 3275+ 63477 15.50+5.45 0.94 + 0.26

1 7.75 +2.06 6.50 + 2.08 0.69 +0.14

Karbidopa® 5 8.00 + 0.82 8.00 + 1.41 1.12+0.11

10 9.25+2.63 7.50 +2.65 0.86 + 0.10

10/1 15.25+1.71 6.25+1.26 0.57 +0.05

L evodopa/Karbidopa® 50/5 20.75+126°  8.00+1.83 0.68 + 0.04
100/10 28.75+£2.63"  9.25+2.06 0.74 +0.12

Uridin® 100 6.75 = 0.96 10.00 + 2.94 1.10 £ 0.43

100/10 7.75 £ 1.26 10.75 % 2.22 1.28 £ 0.20
Uridin/Levodopa® 100/50 10.25+0.96"  11.5+1.73" 1.00+£0.15
100/100 1150 £3.42™"  1550%2.52 1.25+0.27

100/10/1 14.75 + 2.36 6.25 + 1.26 0.63 £ 0.06
Uridin/Levodopa/Karbidopa®  100/50/5 8.75+2.22" 9.25 + 1.50 1.05 + 0.22
100/100/10 7.50+1.737 8.00 £ 0.82 1.02+0.03

Pozitif Kontrol (EMS) 300 14.50 + 0.58 4.50 % 0.58 0.81+0.01

a : Negatif kontrol grubu ile karsilagtirma

b : Coziicli kontrol grubu ile karsilastirma

c : Levodopa doz gruplari ile karsilagtirma

d : Levodopa-Karbidopa kombine doz gruplart ile karsilagtirma
* 1p<0,05

** 1 p<0,001

ol 1 p <0,0001
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Mikroniikleuslu Normokromatik Eritrositlerin (MNNCE) orani ise kontrol grubunda
%o 8,50, 100 mg/kg doz grubunda %o 10,00 olarak bulundu ve negatif kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir artisin olmadig: belirlendi (Sekil 4.1.5).
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Sekil 4.1.5. Uridin ve L-Dopa ve Karbidopa’nin Uridin kombinasyonlar1 ile
gerceklestirilen  Mikroniikleus  Testinin - MNNCE  oranlarinin ~ karsilastirilmasi
(**: p< 0,001, ***: p< 0,0001, a: Negatif kontrol grubu ile karsilastirma, b: Coziicii
kontrol grubu ile karsilagtirma, c: Levodopa doz gruplari ile karsilastirma, d: Levodopa-
Karbidopa kombine doz gruplari ile karsilastirma)
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PCE/NCE oraninin negatif kontrol grubunda 1,09, 100 mg/kg Uridin doz gruplarinda
ise 1,10 oldugu ve kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli bir farklilik bulunmadig

belirlendi (Sekil 4.1.6).
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Sekil 4.1.6. Uridin ve L-Dopa ve Karbidopa’nin Uridin kombinasyonlar1 ile
gerceklestirilen  Mikroniikleus  Testinin - PCE/NCE  oranlarinin  karsilagtirilmasi
(*: p< 0,05, **: p< 0,001, a: Negatif kontrol grubu ile karsilastirma, b: Coziicti kontrol
grubu ile kargilagtirma, c: Levodopa doz gruplart ile karsilastirma, d: Levodopa-
Karbidopa kombine doz gruplari ile karsilastirma)

Uridin’in 100 mg/kg dozu, Levodopa’nin 10, 50 ve 100 mg/kg dozlar ile kombine
uygulamalarr sonucu test edildi. Uridin Levodopa kombinasyonlari ile elde edilen tiim
Mikroniikleus Testi verileri Cizelge 4.1.1 ve Sekil 4.1.4-6da verilmektedir.

Mikroniikleus Test sonuglart degerlendirildiginde, Mikroniikleuslu Polikromatik
Eritrosit (MNPCE) oran1 Uridin/Levodopa 100/10 mg/kg doz grubunda %o 7,75,
100/50 mg/kg doz grubunda %o 10,25 ve 100/100 mg/kg doz grubunda %o 11,50 olarak
belirlendi. Uridin uygulamasmin, 10 mg/kg Levodopanin meydana getirdigi MNPCE
oranin1 1,8 kat, 50 mg/kg Levodopa uygulamasin1 2,15 kat ve 100 mg/kg Levodopa
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uygulamasin1 ise 2,85 kat azalttigni bulundu. Uridin/Levodopa kombinasyonun
100/50 ve 100/100 mg/kg doz gruplarindaki azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendi (Sekil 4.1.4, p<0,0001).

Mikroniikleuslu ~ Normokromatik  Eritrosit (MNNCE) oram  Uridin/Levodopa
100/10 mg/kg doz grubunda %o 10,75, 100/50 mg/kg doz grubunda %o, 11,50 ve
100/100 mg/kg doz grubunda %o 15,50 olarak belirlendi. Uridin uygulamasinimn,
10 mg/kg Levodopa’nin meydana getirdigi MNNCE oranin1 1,51 kat, 50 mg/kg
Levodopa uygulamasinm1 1,8 kat azalttigi ve 100 mg/kg Levodopa uygulamasinda
herhangi bir degisiklige sebep olmadigi bulundu. Uridin/Levodopa kombinasyonunun
yalnizca 100/50 doz grubundaki azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(Sekil 4.1.5, p<0,001).

PCE/NCE oranma bakildiginda, Uridin/Levodopa 100/10, 100/50 ve 100/100 mg/kg
doz gruplarinda sirastyla 1,28, 1,00 ve 1,25 olarak belirlendi ve Levodopa’nin 10, 50 ve
100 mg/kg doz gruplari ile karsilastirildiginda yalnizca 100/50 mg/kg Uridin/Levodopa

doz grubundaki degisikligin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(Sekil 4.1.6, p<0,05).

Uridin’in 100 mg/kg dozu, Levodopa/Karbidopa kombinasyonunun 10/1, 50/5 ve
100/10 mg/kg dozlar1 ile kombine bir sekilde uygulanarak test edildi. Uridin/Levodopa
/Karbidopa kombinasyonlart ile elde edilen tiim Mikroniikleus Testi verileri
Cizelge 4.1.1 ve Sekil 4.1.4-6da verilmektedir.

Mikroniikleuslu  Polikromatik  Eritrosit (MNPCE) oranlar1  degerlendirildiginde
Uridin/Levodopa/Karbidopa 100/10/1 mg/kg doz grubunda %o 14,75, 100/50/5 mg/kg
doz grubunda %o 8,75 ve 100/100/10 mg/kg doz grubunda %o 7,50 olarak belirlendi.
Uridin uygulamasmim, 10/1 mg/kg Levodopa/Karbidopa uygulamasinin meydana
getirdigi MNPCE oranmi 1,03 kat, 50/5 mg/kg Levodopa/Karbidopa uygulamasini 2,37
kat ve 100/10 mg/kg Levodopa/Karbidopa uygulamasinin meydana getirdigi MNPCE
oranmi ise 3,83 kat azalttigi bulundu. Uridin/Levodopa/Karbidopa kombinasyonun
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100/50/5 ve 100/100/10 mg/kg doz gruplarindaki azaligin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi (Sekil 4.1.4, p<0,0001).

Mikroniikleuslu Normokromatik Eritrosit (MNNCE) oranlar1 degerlendirildiginde
Uridin/Levodopa/Karbidopa 100/10/1 mg/kg doz grubunda %o 6,25, 100/50/5 mg/kg
doz grubunda %o 9,25 ve 100/100/10 mg/kg doz grubunda %o 8,00 olarak belirlendi.
Uridin’in, Levodopa/Karbidopa kombine uygulamalarinda meydana gelen MNNCE
oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige sebep olmadigi belirlendi

(Sekil 4.1.5).

PCE/NCE oranlarinin,  Uridin/Levodopa/Karbidopa  100/10/1,  100/50/5 ve
100/100/10 mg/kg doz gruplarinda sirasiyla 0,63, 1,05 ve 1,02 oldugu ve
Levodopa/Karbidopa kombinasyonunun 10/1, 50/5 ve 100/10 mg/kg doz gruplan ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadigi belirlendi

(Sekil 4.1.6).

47



Levodopa ve Karbidopa ile gerceklestirilen Mikroniikleus Testi sonucunda PCE ve
NCE’lerde gozlenen mikroniikleus fotograflar1 Sekil 4.1.7-8te goriilmektedir.

Sekil 4.1.7. Levodopa ve Karbidopa ile gergeklestirilen Mikroniikleus Testi sonucunda
gozlenen mikroniikleuslu bir PCE 6rnegi (—, mikrontikleus)

Sekil 4.1.8. Levodopa ve Karbidopa ile gergeklestirilen Mikroniikleus Testi sonucunda
gozlenen mikroniikleuslu bir NCE 6rnegi (—, mikroniikleus)



Uridin ile gergeklestirilen Mikroniikleus Testi sonucunda PCE ve NCE’lerde gozlenen
mikroniikleus fotograflar1 Sekil 4.1.9-10°de goriilmektedir.

Sekil 4.1.9. Uridin ile gerceklestirilen Mikroniikleus Testi sonucunda gdzlenen
mikroniikleuslu bir PCE 6rnegi (—, mikroniikleus)

Sekil 4.1.10. Uridin ile gergeklestirilen Mikroniikleus Testi sonucunda gdzlenen
mikroniikleuslu bir NCE 6rnegi (—, mikroniikleus)



4.2. Komet Test Sonuclari

Levodopa, Karbidopa ve Uridin ile gergeklestirilen Komet Testine ait Komet kuyruk
uzunluklari, kuyruk moment uzakliklari, kuyruk % DNA, kafa % DNA, genetik hasar
indeksi ve hasarli hiicre yiizdelerine ait veriler Cizelge 4.2.1 ile 4.2.2’de ve
Sekil 4.2.1-13’te verilmistir.

24 saatlik Levodopa uygulamasi sonucu gercgeklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, Komet kuyruk uzunluklart orami negatif kontrol grubunda
6,69 um, 10 mg/kg’lik doz grubunda 10,01 um, 50 mg/kg doz grubunda 14,48 um,
100 mg/kg doz grubunda 22,34 um oldugu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda her
i doz grubunda doza bagh istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi
(Sekil 4.2.1, p<0,05, p<0,0001, p<0,0001, sirastyla).
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Sekil 4.2.1. Levodopa ve Karbidopa ile gergeklestirilen Komet Testinin Komet Kuyruk
Uzunluklarinin kontrol grubu ile karsilastirilmasi (*: p<0,05, ***: p< 0,001, a: Negatif
kontrol grubu ile karsilastirma, b: Coziicii kontrol grubu ile karsilastirma)
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Cizelge 4.2.1. Levodopa, Karbidopa ve Uridin uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Komet Testinin ortalama degerlerinin

karsilastirilmast
Madde Doz N Kuyruk Uzunlugu Kuyruk Moment Uzakhgi Kuyruk % DNA Kafa % DNA
(mg/kg) (1km) (km)
Negatif Kontrol Distile su 4 6.69 + 5.87 17.58 + 2.47 2.76+3.11 97.24 +3.10
Coziici 4 8.99 + 5.48 18.93 +2.33 3.03+2.44 96.97 + 2.44
10 4 10.01 + 10.16° 15.75+4.39 8.42+12.73 91.58 +12.73"
Levodopa® 50 4 14.48 £10.59 15.98 + 4.53° 16.75+16.87 83.25+ 16.87
100 4 22.34+17.97 19.81+7.95 25.66 +23.27 7434 +23.27
) 1 4 7.40 £ 5.15 22.19+3.61 2.20+1.97 97.80 + 1.97
Karbidopa 5 4 7.31+5.38 20.83+3.47" 2.17 £+ 1.85 97.83 + 1.85
10 4 437+217 1530+ 1.56 1.99+1.79 98.01+1.79
10/1 4 12.10 + 8.04 16.75+4.60 7.96 £8.10 92.04+8.10
Levodopa/Karbidopa”® 50/5 4 15.42+9.19"" 17.00+3.90" 18.26+17.84" " 81.74+17.84
100/10 4 21.94+14.41°" 21.48+6.11 21.07 42157 78.93+21.57
Uridin® 100 4 5.97 +4.30 20.78 +3.17 2.28+2.52 97.72 £ 2.52
100/10 4 478 +3.13 2039+1.73 1.87+2.30 98.13+2.30
Uridin/Levodopa® 100/50 4 5.39+4.08 21.59+2.48 1.29+1.57 98.71+1.57
100/100 4 452 +£2.66 20.24 +2.07 1.19+1.34" 98.81+1.34
100/10/1 4 5.15+3.03 18.25+1.77 1.39+1.34 98.61+1.34
Uridin/Levodopa/Karbidopa”  100/50/5 4 4.49+3.08" 18.76 +1.55 1.16+1.33" 98.84+1.34
100/100/10 4 5.12+4.26 19.20+2.48 1.23+1.45 98.77 +1.45
Pozitif Kontrol (EMS) 300 4 68.48 + 21.06 41.11+9.10 75.48 +21.33 24.52+21.33

¥ O O T o
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: Negatif kontrol grubu ile karsilagtirma
: Coziicii kontrol grubu ile karsilagtirma
: Levodopa doz gruplari ile karsilagtirma
: Levodopa-Karbidopa kombine doz gruplari ile karsilagtirma

:p<0,05
1 p<0,001
1 p<0,0001
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Cizelge 4.2.2. Levodopa, Karbidopa ve Uridin uygulamasi sonucunda gerceklestirilen
Komet Testinin Genetik Hasar Indeksi ve Hasarli Hiicre Yiizdesi ortalama degerlerinin
karsilastirilmasi

Madde Doz (mg/kg) N  Genetik Hasar indeksi Hasarh Hiicre Yiizdesi
Distile su 4 0.36 £ 0.12 0.00 £ 0.00
Negatif Kontrol
Coziicii 4 0.54 0. 02 0.00 £ 0.00
10 4 0.88+0.40™" 0.18 £0.19
Levodopa® 50 4 1.46£0.117 0.40 +0.05™
100 4 1734029 0.53+0.24""
1 4 0.49 £ 0.07 0.005 + 0.01
Karbidopa® 5 4 0.51+0.10 0.00 £ 0.00
10 4 0.52 +0.05 0.00 + 0.00
10/1 4 1.13+0.03™ 0.10 £ 0.02
Levodopa/Karbidopa® 50/5 4 1.49+0.13™ 0.39+0.06
100/10 4 1.60 £0.05™" 0.40 £ 0.02
Uridin® 100 4 0.38 +0.06 0.00 + 0.00
100/10 4 0.34+0.07 0.00 £ 0.00
Uridin/Levodopa® 100/50 4 0.22+0.117 0.00 £ 0.00”
100/100 4 0.28+0.05"" 0.00 +0.00”"
100/10/1 4 0.35+0.05" 0.00 £ 0.00
Uridin/Levodopa/Karbidopa®  100/50/5 4 0.26 £0.07 0.00+0.007"
100/100/10 4 0.27 £0.03™ 0.00 £ 0.00”
Pozitif Kontrol (EMS) 300 4 3.00 +0.14 0.99 +0.01
a : Negatif kontrol grubu ile karsilastirma
b : Coziicli kontrol grubu ile karsilastirma
c : Levodopa doz gruplari ile karsilagtirma
d : Levodopa-Karbidopa kombine doz gruplari ile karsilagtirma
* :p<0,05
** 1 p<0,001

ol 1 p <0,0001
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Kuyruk moment uzaklik orani ise negatif kontrol grubunda 17,58 pm, 10 mg/kg doz
grubunda 15,75 pum, 50 mg/kg doz grubunda 15,98 pum, 100 mg/kg doz grubunda
19,81 pum olarak bulundu ve kontrole gore her ii¢ doz grubunda da istatistiksel

anlamlilik oldugu gozlendi (Sekil 4.2.2, p<0,001, p<0,05, p<0,0001, sirasiyla).
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Sekil 4.2.2. Levodopa ve Karbidopa ile gergeklestirilen Komet Testinin Komet Kuyruk
Moment Uzakliklarinin kontrol grubu ile karsilagtirilmas: (*: p<0,05, **: p<0,001,
***: p< 0,001, a: Negatif kontrol grubu ile karsilastirma, b: Coziicii kontrol grubu ile
karsilastirma)
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Komet Kuyruk % DNA oranlarina bakildiginda negatif kontrol grubundaki deger
% 2,76 iken 10, 50, 100 mg/kg doz gruplarinda sirasiyla % 8,42, 16,75 ve 25,66 oldugu
ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda doza bagli bir artisin s6z konusu oldugu ve bu
artisin her li¢ doz grubunda da istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi

(Sekil 4.2.3, p<0,0001).
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Sekil 4.2.3. Levodopa ve Karbidopa ile gergeklestirilen Komet Testinin Komet Kuyruk
% DNA’larinin kontrol grubu ile karsilagtirilmas: (**: p<0,001, ***: p< 0,0001,
a: Negatif kontrol grubu ile karsilagtirma, b: Coziicii kontrol grubu ile karsilagtirma)
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Kafa % DNA oranlarina bakildiginda negatif kontrol grubundaki deger % 97,24 iken
10, 50, 100 mg/kg doz gruplarinda sirasiyla % 91,58, 83,25 ve 74,34 oldugu gozlendi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda doz artisina bagli olarak kafa % DNA’sinda bir
azalisin oldugu ve her ili¢ doz grubunda bu azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlendi (Sekil 4.2.4, p<0,0001).
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Sekil 4.2.4. Levodopa ve Karbidopa ile gergeklestirilen Komet Testinin Komet Kafa %
DNA’larinin kontrol grubu ile karsilagtirilmast (**: p< 0,001, ***: p< 0,0001,
a: Negatif kontrol grubu ile karsilagtirma, b: Coziicii kontrol grubu ile karsilagtirma)
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Genetik hasar indeksi verileri degerlendirildiginde negatif kontrol grubunda 0,36,
10 mg/kg doz grubunda 0,88, 50 mg/kg doz grubunda 1,46 ve 100 mg/kg doz grubunda
1,73 oldugu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda doza bagli bir artisin meydana
geldigi gozlendi. Her li¢ doz grubunda meydana gelen bu artisin istatistiksel olarak

anlamli oldugu belirlendi (Sekil 4.2.5, p<0,0001).
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Sekil 4.2.5. Levodopa ve Karbidopa ile gerceklestirilen Komet Testinin Genetik Hasar
Indeksi’nin kontrol grubu ile karsilastiriimast (***: p< 0,0001, a: Negatif kontrol grubu
ile karsilastirma, b: Coziicii kontrol grubu ile karsilastirma)
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Hasarl1 hiicre yilizde oranlart negatif kontrol grubunda % 0O, Levodopa’nin 10, 50 ve
100 mg/kg doz gruplarinda sirasiyla % 18, 40 ve 53 olarak belirlendi. 50 ve 100 mg/kg
doz gruplarinda meydana gelen artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlendi

(Sekil 4.2.6, p<0,0001).
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Sekil 4.2.6. Levodopa ve Karbidopa ile gergeklestirilen Komet Testinin Hasarli Hiicre
Yiizdesi’nin kontrol grubu ile karsilastirilmasi (***: p< 0,0001, a: Negatif kontrol grubu
ile karsilastirma, b: Coziicii kontrol grubu ile karsilastirma)

Karbidopa ilaci ile gerceklestirilen Komet Testi verileri Cizelge 4.2.1 ve 4.2.2°de

verilmistir.

Karbidopa uygulamasindan 24 saat sonra gerceklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, Komet kuyruk uzunluklari oran1 ¢oziicii kontrol grubunda
8,99 um, 1 mg/kg’lik doz grubunda 7,40 um, 5 mg/kg doz grubunda 7,31 um, 10 mg/kg
doz grubunda 4,37 um oldugu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda sadece 10 mg/kg
doz grubundaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi

(Sekil 4.2.1, p<0,0001).

Kuyruk moment uzaklik orani ise ¢6ziicii kontrol grubunda 18,93 pum, 1 mg/kg doz
grubunda 22,19 pum, 5 mg/kg doz grubunda 20,83 pum, 10 mg/kg doz grubunda
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15,30 um olarak bulundu ve kontrole gore her 3 doz grubunda da istatistiksel anlamlilik

oldugu gozlendi (Sekil 4.2.2, p<0,0001, p<0,001, p<0,0001, sirastyla).

Komet Kuyruk % DNA oranlarima bakildiginda ¢6ziicii kontrol grubundaki deger
% 3,03 iken 1, 5, 10 mg/kg doz gruplarinda sirastyla % 2,20, 2,17 ve 1,99 oldugu ve
¢oziicli kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisimin

olmadig belirlendi (Sekil 4.2.3).

Kafa % DNA oranlarina bakildiginda ¢6ziicli kontrol grubundaki deger % 96,97 iken
1, 5 ve 10 mg/kg doz gruplarinda sirastyla % 97,80, 97,83 ve 98,01 oldugu gozlendi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda kafa % DNA’sinda istatistiksel olarak anlamli bir
degisimin olmadig1 belirlendi (Sekil 4.2.4).

Genetik hasar indeksi verileri degerlendirildiginde ¢oziicii kontrol grubunda 0,54,
1 mg/kg doz grubunda 0,49, 5 mg/kg doz grubunda 0,51 ve 10 mg/kg doz grubunda
0,52 oldugu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda her ii¢ doz grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir degisimin olmadig1 belirlendi (Sekil 4.2.5).

Hasarl1 hiicre yiizde oranlart ¢oziicii kontrol grubunda 0, Karbidopa’nin 1 mg/kg doz
grubunda %o 5, 5 ve 10 mg/kg doz gruplarinda 0 olarak belirlendi ve her ii¢ doz
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir degisimin olmadigi belirlendi (Sekil 4.2.6).

Levodopa ve Karbidopa ilaglarinin kombine uygulamalar ile gergeklestirilen Komet

Testi verileri Cizelge 4.2.1 ve 4.2.2°de verilmistir.

24 saatlik Levodopa/Karbidopa kombine uygulamasi sonucu gergeklestirilen Komet
Testi sonuglar1 degerlendirildiginde, Komet kuyruk uzunluklari orani ¢6ziicii kontrol
grubunda 8,99 um, 10/1 mg/kg’lik doz grubunda 12,10 um, 50/5 mg/kg doz grubunda
15,42 pum, 100 mg/kg doz grubunda 21,95 pum oldugu ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 50/5 ve 100/10 mg/kg doz gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir
artis oldugu belirlendi (Sekil 4.2.1, p<0,0001).
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Kuyruk moment uzaklik orani ise ¢oziicli kontrol grubunda 18,93 um, 10/1 mg/kg doz
grubunda 16,75 um, 50/5 mg/kg doz grubunda 17,00 um, 100/10 mg/kg doz grubunda
21,48 um olarak bulundu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda doza bagl bir artisin
s0z konusu oldugu ve her li¢ doz grubu icin bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlendi (Sekil 4.2.2, p<0,0001, p<0,001, p<0,0001, sirastyla).

Komet Kuyruk % DNA oranlarina bakildiginda ¢6ziicii kontrol grubundaki deger
% 3,03 iken 10/1, 50/5 ve 100/10 mg/kg doz gruplarinda sirasiyla % 7,96, 18,26 ve
21,07 oldugu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda doza bagl bir artisin s6z konusu
oldugu ve bu artisin her {i¢ doz grubu igin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi

(Sekil 4.2.3, p<0,001, p<0,0001, p<0,0001, sirasiyla).

Kafa % DNA oranlaria bakildiginda ¢6ziicli kontrol grubundaki deger % 96,97 iken
10/1, 50/5 ve 100/10 mg/kg doz gruplarinda sirasiyla % 92,04, 81,74 ve 78,93 oldugu
gozlendi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda doz artisina baglhh olarak kafa
% DNA’sinda bir azalisin oldugu ve her doz grubunda bu azaligin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlendi (Sekil 4.2.4, p<0,001, p<0,0001, p<0,0001, sirasiyla).

Genetik hasar indeksi verileri degerlendirildiginde ¢oziicii kontrol grubunda 0,54,
10/1 mg/kg doz grubunda 1,13, 50/5 mg/kg doz grubunda 1,49 ve 100/10 mg/kg doz
grubunda 1,60 oldugu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda doza bagli bir artigin
meydana geldigi gozlendi. Her ii¢ doz grubunda meydana gelen bu artigin istatistiksel

olarak anlamli oldugu belirlendi (Sekil 4.2.5, p<0,0001).
Hasarli hiicre yiizde oranlar1 ¢6ziicii kontrol grubunda % 0, Levodopa/Karbidopa
kombinasyonu 10/1, 50/5 ve 100/10 mg/kg doz gruplarinda sirasiyla % 10, 39 ve 40

olarak belirlendi ve 50 ve 100 mg/kg doz gruplarinda meydana gelen artigin istatistiksel
olarak anlamli oldugu gozlendi (Sekil 4.2.6, p<0,0001).

Uridin ile gerceklestirilen Komet Testi verileri Cizelge 4.2.1 ve 4.2.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2.1. Levodopa, Karbidopa ve Uridin uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Komet Testinin ortalama degerlerinin

karsilastirilmast
Madde Doz N Kuyruk Uzunlugu Kuyruk Moment Uzakhgi Kuyruk % DNA Kafa % DNA
(mg/kg) (1km) (km)
Negatif Kontrol Distile su 4 6.69 + 5.87 17.58 + 2.47 2.76+3.11 97.24 +3.10
Coziici 4 8.99 + 5.48 18.93 +2.33 3.03+2.44 96.97 + 2.44
10 4 10.01 + 10.16° 15.75+4.39 8.42+12.73 91.58 +12.73"
Levodopa® 50 4 14.48 £10.59 15.98 + 4.53° 16.75+16.87 83.25+ 16.87
100 4 22.34+17.97 19.81+7.95 25.66 +23.27 7434 +23.27
) 1 4 7.40 £ 5.15 22.19+3.61 2.20+1.97 97.80 + 1.97
Karbidopa 5 4 7.31+5.38 20.83+3.47" 2.17 £+ 1.85 97.83 + 1.85
10 4 437+217 1530+ 1.56 1.99+1.79 98.01+1.79
10/1 4 12.10 + 8.04 16.75+4.60 7.96 £8.10 92.04+8.10
Levodopa/Karbidopa”® 50/5 4 15.42+9.19"" 17.00+3.90" 18.26+17.84" " 81.74+17.84
100/10 4 21.94+14.41°" 21.48+6.11 21.07 42157 78.93+21.57
Uridin® 100 4 5.97 +4.30 20.78 +3.17 2.28+2.52 97.72 £ 2.52
100/10 4 478 +3.13 2039+1.73 1.87+2.30 98.13+2.30
Uridin/Levodopa® 100/50 4 5.39+4.08 21.59+2.48 1.29+1.57 98.71+1.57
100/100 4 452 +£2.66 20.24 +2.07 1.19+1.34" 98.81+1.34
100/10/1 4 5.15+3.03 18.25+1.77 1.39+1.34 98.61+1.34
Uridin/Levodopa/Karbidopa”  100/50/5 4 4.49+3.08" 18.76 +1.55 1.16+1.33" 98.84+1.34
100/100/10 4 5.12+4.26 19.20+2.48 1.23+1.45 98.77 +1.45
Pozitif Kontrol (EMS) 300 4 68.48 + 21.06 41.11+9.10 75.48 +21.33 24.52+21.33

¥ O O T o

*k*k

: Negatif kontrol grubu ile karsilagtirma
: Coziicii kontrol grubu ile karsilagtirma
: Levodopa doz gruplari ile karsilagtirma
: Levodopa-Karbidopa kombine doz gruplari ile karsilagtirma

:p<0,05
1 p<0,001
1 p<0,0001
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Cizelge 4.2.2. Levodopa, Karbidopa ve Uridin uygulamasi sonucunda gerceklestirilen
Komet Testinin Genetik Hasar Indeksi ve Hasarli Hiicre Yiizdesi ortalama degerlerinin
karsilastirilmasi

Madde Doz (mg/kg) N  Genetik Hasar indeksi Hasarh Hiicre Yiizdesi
Distile su 4 0.36 £ 0.12 0.00 £ 0.00
Negatif Kontrol
Coziicii 4 0.54 0. 02 0.00 £ 0.00
10 4 0.88+0.40™" 0.18 £0.19
Levodopa® 50 4 1.46£0.117 0.40 +0.05™
100 4 1734029 0.53+0.24"
1 4 0.49 + 0.07 0.005 + 0.01
Karbidopa® 5 4 0.51+0.10 0.00 £ 0.00
10 4 0.52 +0.05 0.00 + 0.00
10/1 4 1.13+0.03™ 0.10 £ 0.02
Levodopa/Karbidopa® 50/5 4 1.49+0.13™ 0.39+0.06
100/10 4 1.60 +0.05™" 0.40 £ 0.02
Uridin® 100 4 0.38 +0.06 0.00 + 0.00
100/10 4 0.34+0.07 0.00 £ 0.00
Uridin/Levodopa® 100/50 4 0.22+0.117 0.00 £ 0.00”
100/100 4 0.28+0.05"" 0.00 +0.00”"
100/10/1 4 0.35+0.05"" 0.00 £ 0.00
Uridin/Levodopa/Karbidopa®  100/50/5 4 0.26 £0.07 0.00+0.007"
100/100/10 4 0.27 £0.03™ 0.00 £ 0.00”
Pozitif Kontrol (EMS) 300 4 3.00 +0.14 0.99 +0.01
a : Negatif kontrol grubu ile karsilagtirma
b : Coziicli kontrol grubu ile karsilastirma
c : Levodopa doz gruplari ile karsilastirma
d : Levodopa-Karbidopa kombine doz gruplari ile karsilagtirma
* :p<0,05
** 1 p<0,001

ol 1 p <0,0001
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Uridin uygulamasindan 24 saat sonra gerceklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, Komet kuyruk uzunluklari oran1 negatif kontrol grubunda 6,69 pm
ve 100 mg/kg Uridin doz grubunda 5,97 um oldugu ve istatistiksel olarak anlaml1 bir
degisimin olmadig1 belirlendi (Sekil 4.2.7).
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Sekil 4.2.7. Uridin ve L-Dopa ve Karbidopa’nin Uridin kombinasyonlar1 ile
gerceklestirilen Komet Testinin Komet Kuyruk Uzunlugu oranlarinin karsilastiriimasi
(*: p<0,05, ***: p< 0,001, a: Negatif kontrol grubu ile karsilastirma, b: Coziicii kontrol
grubu ile karsilastirma, c: Levodopa doz gruplar ile karsilastirma, d: Levodopa-
Karbidopa kombine doz gruplart ile karsilastirma)
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Kuyruk moment uzaklik orani ise negatif kontrol grubunda 17,58 um ve 100 mg/kg
Uridin doz grubunda 20,78 um olarak bulundu ve kontrole gére 100 mg/kg doz
grubunda istatistiksel anlamlilik oldugu gézlendi (Sekil 4.2.8, p<0,0001).
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Sekil 4.2.8. Uridin ve L-Dopa ve Karbidopa’nin Uridin kombinasyonlar1 ile
gergeklestirilen Komet Testinin  Komet Kuyruk Moment Uzakligi oranlarinin
karsilastirilmasi (*: p<0,05, **: p<0,001, ***: p< 0,001, a: Negatif kontrol grubu ile
karsilastirma, b: Coziicii kontrol grubu ile karsilastirma, c: Levodopa doz gruplar ile
karsilagtirma, d: Levodopa-Karbidopa kombine doz gruplart ile karsilastirma)
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Komet Kuyruk % DNA oranlarina bakildiginda negatif kontrol grubundaki deger
% 2,76 iken 100 mg/kg doz grubunda % 2,28 oldugu ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisimin olmadig1 belirlendi

(Sekil 4.2.9).
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Sekil 4.2.9. Uridin ve L-Dopa ve Karbidopa'nmin Uridin kombinasyonlar: ile
gerceklestirilen Komet Testinin Komet Kuyruk % DNA oranlarinin karsilastirilmasi
(**: p<0,001, ***: p< 0,0001, a: Negatif kontrol grubu ile karsilastirma, b: Coziicii
kontrol grubu ile karsilagtirma, c: Levodopa doz gruplari ile karsilastirma, d: Levodopa-
Karbidopa kombine doz gruplari ile karsilagtirma)
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Kafa % DNA oranlarina bakildiginda negatif kontrol grubundaki deger % 97,24 iken
100 mg/kg Uridin doz grubunda % 97,72 oldugu gozlendi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kafa % DNA’sinda istatistiksel olarak anlamli bir degisimin
olmadig1 belirlendi (Sekil 4.2.10).
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Sekil 4.2.10. Uridin ve L-Dopa ve Karbidopa’nin Uridin kombinasyonlar: ile
gerceklestirilen Komet Testinin Komet Kafa % DNA oranlarinin karsilastiriimasi
(**: p< 0,001, ***: p< 0,0001, a: Negatif kontrol grubu ile karsilagtirma, b: Coziicii
kontrol grubu ile karsilagtirma, c: Levodopa doz gruplari ile karsilastirma, d: Levodopa-
Karbidopa kombine doz gruplari ile karsilastirma)
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Genetik hasar indeksi verileri degerlendirildiginde negatif kontrol grubunda 0,36 ve
Uridin’in 100 mg/kg doz grubunda 0,38 oldugu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda
doz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir degisimin olmadig1 belirlendi

(Sekil 4.2.11).
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Sekil 4.2.11. Uridin ve L-Dopa ve Karbidopa’nin Uridin kombinasyonlar1 ile
gerceklestirilen Komet Testinin Genetik Hasar Indeksi oranlarmnin karsilastiriimasi
(***: p<0,0001, a: Negatif kontrol grubu ile karsilastirma, b: Coziicii kontrol grubu ile
karsilastirma, c: Levodopa doz gruplari ile karsilastirma, d: Levodopa-Karbidopa
kombine doz gruplari ile karsilagtirma)
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Hasarli hiicre yiizde oranlar1 negatif kontrol grubunda 0, Uridin’in 100 mg/kg doz
grubunda da 0 oldugu ve istatistiksel olarak anlamli bir degisimin olmadigi belirlendi
(Sekil 4.2.12).
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Sekil 4.2.12. Uridin ve L-Dopa ve Karbidopa’nin Uridin kombinasyonlar1 ile
gerceklestirilen Komet Testinin Hasarli Hiicre Yiizdesi oranlarmin karsilastiriimasi
(***: p<0,0001, a: Negatif kontrol grubu ile karsilastirma, b: Coziicti kontrol grubu ile
karsilagtirma, c: Levodopa doz gruplart ile karsilastirma, d: Levodopa-Karbidopa
kombine doz gruplar ile karsilagtirma)

Uridin’in 100 mg/kg dozu, Levodopa’nin 10, 50 ve 100 mg/kg dozlari ile kombine bir
sekilde uygulanarak test edildi. Uridin/Levodopa kombinasyonlar1 ile elde edilen tiim

Komet Testi verileri Cizelge 4.2.1 ve 4.2.2°de verilmektedir.

Uridin/Levodopa kombine uygulamasindan 24 saat sonra gerceklestirilen Komet Testi
sonuglar1 degerlendirildiginde, Komet kuyruk uzunlugu oranlari, Uridin/Levodopa
100/10 mg/kg doz grubunda 4,78 pm, 100/50 mg/kg doz grubunda 5,39 um ve
100/100 mg/kg doz grubunda 4,52 um olarak belirlendi. 100 mg/kg Uridin

uygulamasinin, 10, 50 ve 100 mg/kg Levodopa uygulamasi sonrasinda 6lgiilen kuyruk
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uzunlugu oranlarimi sirasiyla 2,09, 2,69 ve 4,94 kat azalttigi bulundu. Her ti¢ doz
grubundaki azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (Sekil 4.2.7,
p<0,0001).

Kuyruk moment uzaklik oranlar ise Uridin/Levodopa 100/10 mg/kg doz grubunda
20,39 pum, 100/50 mg/kg doz grubunda 21,59 um ve 100/100 mg/kg doz grubunda
20,24 pum olarak belirlendi. 100/10 ve 100/50 mg/kg doz grubunda istatistiksel
anlamlilik oldugu gézlendi (Sekil 4.2.8, p<0,0001).

Komet Kuyruk % DNA oranlarma bakildiginda Uridin/Levodopa 100/10 mg/kg doz
grubunda % 1,87, 100/50 mg/kg doz grubunda % 1,29, 100/100 mg/kg doz grubunda
% 1,19 olarak belirlendi. 100 mg/kg Uridin uygulamasinmn, 10, 50 ve 100 mg/kg
Levodopa uygulamasinin meydana getirdigi Kuyruk % DNA oranlarini sirastyla 4,50,
12,98 ve 21,56 kat azalttig1 bulundu. Her ii¢ doz grubundaki azaligin istatistiksel olarak
anlaml1 oldugu belirlendi (Sekil 4.2.9, p<0,0001).

Kafa % DNA oranlarina bakildiginda Uridin/Levodopa 100/10 mg/kg doz grubunda
% 98,13, 100/50 mg/kg doz grubunda % 98,71, 100/100 mg/kg doz grubunda % 98,81
olarak belirlendi. 100 mg/kg Uridin uygulamasimin, 10, 50 ve 100 mg/kg Levodopa
uygulamasinin meydana getirdigi Kafa % DNA oranlarini sirastyla 1,07, 1,19 ve 1,32
kat arttirdig1 bulundu. Her ii¢ doz grubundaki artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlendi (Sekil 4.2.10, p<0,0001).

Genetik hasar indeksi verileri degerlendirildiginde Uridin/Levodopa 100/10 mg/kg doz
grubunda 0,34, 100/50 mg/kg doz grubunda 0,22, 100/100 mg/kg doz grubunda 0,28
olarak belirlendi. 100 mg/kg Uridin uygulamasmnm, 10, 50 ve 100 mg/kg Levodopa
uygulamasi sonucu hesaplanan genetik hasar indeksi oranlarini sirasiyla 2,59, 6,64 ve

6,18 kat azalttif1 bulundu. Her {i¢ doz grubundaki azalisin istatistiksel olarak anlamli

oldugu belirlendi (Sekil 4.2.11, p<0,0001).

Hasarl1 hiicre yiizde oranlar1 Uridin/Levodopa 100/10, 100/50 ve 100/100 mg/kg doz
gruplarinda 0 olarak belirlendi. 100 mg/kg Uridin uygulamasinin, 10, 50 ve 100 mg/kg
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Levodopa uygulamasi sonucu hesaplanan Hasarli hiicre yiizde oranlarini azalttigi ve
Uridin/Levodopa 100/50 ve 100/100 mg/kg doz gruplarindaki azalisin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlendi (Sekil 4.2.12, p<0,0001).

Uridin’in 100 mg/kg dozu, Levodopa/Karbidopa kombinasyonunun 10/1, 50/5 ve
100/10 mg/kg dozlar1 ile kombine bir sekilde uygulanarak test edildi.
Uridin/Levodopa/Karbidopa kombinasyonlar1 ile elde edilen tiim Komet Testi verileri
Cizelge 4.2.1 ve 4.2.2°de verilmektedir.

Uridin/Levodopa/Karbidopa kombine uygulamasindan 24 saat sonra gerceklestirilen
Komet Testi sonuglar1 degerlendirildiginde, Komet kuyruk uzunlugu oranlari,
Uridin/Levodopa/Karbidopa 100/10/1 mg/kg doz grubunda 5,15 pm, 100/50/5 mg/kg
doz grubunda 4,49 pum, 100/100/10 mg/kg doz grubunda 5,12 um olarak belirlendi.
100 mg/kg Uridin uygulamasmin, 10/1, 50/5 ve 100/10 mg/kg Levodopa/Karbidopa
uygulamasi sonrasinda dl¢iilen kuyruk uzunlugu oranlarini sirasiyla 2,35, 3,43 ve 4,29
kat azalttig1 bulundu. Her ii¢ doz grubundaki azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlendi (Sekil 4.2.7, p<0,0001).

Kuyruk moment uzaklik oranlar1 ise Uridin/Levodopa/Karbidopa 100/10/1 mg/kg doz
grubunda 18,25 pum, 100/50/5 mg/kg doz grubunda 18,76 um, 100/100/10 mg/kg doz
grubunda 19,20 pum olarak belirlendi. Her ii¢ doz grubunda istatistiksel anlamlilik
oldugu goézlendi (Sekil 4.2.8, p<0,05, p<0,001, p<0,0001).

Komet Kuyruk % DNA oranlarma bakildiginda Uridin/Levodopa/Karbidopa
100/10/1 mg/kg doz grubunda % 1,39, 100/50/5 mg/kg doz grubunda % 1,16,
100/100/10 mg/kg doz grubunda % 1,23 olarak belirlendi. 100 mg/kg Uridin
uygulamasinin, 10/1, 50/5 ve 100/10 mg/kg Levodopa/Karbidopa uygulamasinin
meydana getirdigi Kuyruk % DNA oranlarini sirasiyla 5,73, 15,74 ve 17,13 kat azalttig1
bulundu. Her ii¢ doz grubundaki azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi

(Sekil 4.2.9, p<0,0001).
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Kafa % DNA oranlarina bakildiginda Uridin/Levodopa/Karbidopa 100/10/1 mg/kg doz
grubunda % 98,61, 100/50/5 mg/kg doz grubunda % 98,84, 100/100/10 mg/kg doz
grubunda % 98,77 olarak belirlendi. 100 mg/kg Uridin uygulamasinm, 10/1, 50/5 ve
100/10 mg/kg Levodopa/Karbidopa uygulamasinin meydana getirdigi Kafa % DNA
oranlarini sirastyla 1,07, 1,21 ve 1,25 kat arttirdigt bulundu. Her {i¢ doz grubundaki
artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (Sekil 4.2.10, p<0,0001).

Genetik hasar indeksi verileri degerlendirildiginde Uridin/Levodopa/Karbidopa
100/10/1 mg/kg doz grubunda 0,35, 100/50/5 mg/kg doz grubunda 0,26,
100/100/10 mg/kg doz grubunda 0,27 olarak belirlendi. 100 mg/kg Uridin
uygulamasinin, 10/1, 50/5 ve 100/10 mg/kg Levodopa/Karbidopa uygulamasi sonucu
hesaplanan genetik hasar indeksi oranlarini sirasiyla 3,23, 5,73 ve 5,93 kat azalttigi

bulundu. Her ii¢ doz grubundaki azaligin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(Sekil 4.2.11, p<0,0001).

Hasarli hiicre yiizde oranlar1 Uridin/Levodopa/Karbidopa 100/10/1, 100/50/5 ve
100/100/10 mg/kg doz gruplarinda 0 olarak belirlendi. 100 mg/kg Uridin
uygulamasinin, 10/1, 50/5 ve 100/10 mg/kg Levodopa/Karbidopa uygulamasi sonucu
hesaplanan Hasarli hiicre yiizde oranlarii azalttign ve Uridin/Levodopa/Karbidopa
100/50/5 ve 100/100/10 mg/kg doz gruplarindaki azaligin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi (Sekil 4.2.12, p<0,0001).
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Levodopa, Karbidopa ve Uridin ile gergeklestirilen Komet Testi sonucunda gozlenen

hiicre tiplerinin fotograflar1 Sekil 4.2.13’de goriilmektedir.

Sekil 4.2.13. Komet yontemi ile agaroz jel lizerinde elektroforetik ortamda negatif
kutuptan pozitif kutba dogru go¢ eden farkli seviyelerde hasara ugramis DNA’larin
goriintiileri.  Tip 0- Hasarsiz DNA; Tip 1-Cok az hasarlanmis DNA; Tip 2-Az
hasarlanmis DNA; Tip 3-Hasarlanmigs DNA; Tip 4- Tiimiiyle hasarlanmis DNA.
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5. TARTISMA ve SONUC

Patofizyolojik birgok konu agikliga kavusturulmus olsa dahi, Parkinson hastaliginin
altinda yatan patojenik mekanizmalar tam anlamiyla anlasilamamistir ve oksidatif stres

temel etiyolojik faktdrlerden biri olarak goriilmektedir.

Norodejeneratif hastaliklara sahip hastalarin beyinlerinde lipid peroksidasyon, protein,
DNA ve mitokondriyal oksidasyon diizeylerinin arttigi gosterilmistir (Olanow 1993,
Pardo 1995).

Oksidatif stres, hiicresel antioksidan savunmasinin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
seviyelerini toksik esiginin altinda tutmaya yetersiz oldugu durumlarda ortaya ¢ikar. Bu
durum; asirt ROS {iretimi, antioksidan savunma kayb1 (azalmig glutatyon GSH) ya da
her ikisine bagli olabilir. Noronlarin yiiksek metabolik degeri, yiiksek bir ROS {iretim
temeli ve dopaminin oksidatif metabolizmasi sitotoksik serbest radikal {iirettigi icin,
substantia nigra noronlar1 oksidatif strese bilhassa meyillidir (Perry ve ark. 1982,
Youdim ve ark. 1997).

Bu calismada Parkinson hastaliinda en yaygin kullanima sahip Levodopa ve
Karbidopa ilaglarmin {i¢ farkli dozu kullanilarak in vivo genotoksik etkileri, Uridin’in
ise antigenotoksik etkisi Balb-c tiirii erkek farelerde kemik iligi Mikroniikleus ve Komet

Test yontemleri ile belirlendi.

Fare kemik iligi Mikroniikleus Test sonuglarina gore (Cizelge 4.1.1) Levodopa’nin
10, 50 ve 100 mg/kg doz gruplarindaki MNPCE oran artisinin negatif kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi. Yine ayni testte sadece 50 mg/kg
Levodopa doz grubunda PCE/NCE oraninda kontrole gére anlamli bir azalma gozlendi.
Bu azalma Levodopa’nin hiicre toksisitesine yol a¢tigini isaret etmektedir. Komet Testi
verileri (Cizelge 4.2.1 ve 4.2.2) degerlendirildiginde, kullanilan her ii¢ Levodopa
dozunun, doza bagli olarak komet kuyruk uzunlugu, kuyruk moment uzakligi,
kuyruk % DNA, genetik hasar indeksi ve hasarli hiicre yiizdesinde meydana getirdigi

artisin, aynt zamanda kafa % DNA’sinda meydana getirdigi azaligin istatistiksel olarak
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anlamli oldugu sonucuna ulasilmistir. Levodopa’nin kullanilan dozlarda hiicre
toksisitesine sebep oldugu sonucu her iki testin sonuglart birlikte degerlendirildiginde

birbirini dogrular niteliktedir.

Calismada Levodopa ve Karbidopa birlikte, {i¢ farkli dozda farelere uygulandi ve fare
kemik iligi Mikroniikleus Testi sonuglari (Cizelge 4.1.1) incelendiginde kullanilan
50/5 ve 100/10 mg/kg doz gruplarindaki MNPCE olusumunun ¢6ziicli kontrole goére
anlaml olarak arttif1 gozlendi. PCE/NCE oranlar incelendiginde her ii¢ doz grubunda
da ¢oziicii kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi.
Komet Testi verileri (Cizelge 4.2.1 ve 4.2.2) gbz Oniine alindiginda Komet kuyruk
uzunluklar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; 50/5 ve 100/10 mg/kg doz gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu, kuyruk moment uzaklik oranlarinin ise her
ti¢ doz grubu igin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi. ,Kuyruk % DNA verileri
degerlendirildiginde her li¢ doz grubunda meydana gelen artisin, kafa % DNA
verilerinde doz artisina bagli olarak meydana gelen azalisin, genetik hasar indeks
degerlerinde meydana gelen artisin ve hasarli hiicre yiizde oranlar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 50/5 ve 100/10 mg/kg doz gruplarindaki artigin istatistiksel olarak

anlamli oldugu sonuglarina ulasildi.

Levodopanin toksik etkilerini hiicre membran lipid peroksidasyonu ve parcalanmasi ve
mitokondriyal elektron tagima zincirinin inhibisyonu ile ortaya koydugu yapilan

caligmalar ile gosterilmistir (Olanow 1993, Pardo 1995).

Apoptozis aktif bir hiicre 6liim programidir ve Parkinson hastaliginda nigrostriatal
dopaminerjik néronlarin O6liimiinde bir rolii olabilecegi diisiiniilmiistiir. Parkinson
hastaliginin ana tedavisinde kullanilan L-Dopa’nin kiiltiire alinmis post mitotik civeiv
sinaptik ndronlarinda apoptozisi baslatici bir etkiye sahip oldugu Ziv ve ark. (1997)
tarafindan ortaya konmustur. Hiicrelerin L-Dopa’ya maruz kalmasi ile apoptozise 6zgii

hiicresel degisimler, membran blebleri ve niiklear fragmentasyon ortaya ¢ikmaktadir.

Yapilan baz1 ¢aligmalarda da endojen bir nérotransmitter olan dopaminin gesitli hiicre

hatlarinda apoptozisi tetikledigi gosterilmistir (Ziv ve ark. 1994,1995).
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L-Dopa’nin otooksidasyonu genotoksisite ve apoptotik hiicre Oliimiine sebep olan
reaktif oksijen tiirlerinin olusturulmasina sebep olabilmektedir (Snyder ve ark. 1998).
Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda, uzun dénem L-Dopa maruziyeti dopaminerjik
noronal hiicre 6liimiinii arttirabilmekte ve hastalik gelisimini hizlandirmaktadir. Cilinkii
L-Dopa serbest radikallerin olusumunu tetikler ve mitokondrial enzimlerin aktivitesini

engeller (Shin ve ark. 2009).

Dopamin ve L-Dopa’nin ¢esitli hiicre tiplerinde apoptotik hiicre 6limiinii indiikledigi
(Josefsson ve ark. 1996, Pardo ve ark. 1995, Walkinshaw ve ark. 1995) ve zayif
mutajenitesi, DNA zincir kiriklarinin ve DNA adductlarinin olusumunu tesvik ettigi, bu

sebeple, DNA reaktifi olabilecegi gosterilmistir (Glatt 1990, Levay ve ark. 1993).

Cin hamster V79 hiicreleri kimyasallarin ¢esitliligine biiylik dl¢iide duyarli oldugu icin
klastojenik olaylarin ortaya konmasinda bu hiicrelerin  kullanimi  yayginlik
gostermektedir. Herhangi bir memeli hiicre tipinde katekolaminlerin otooksidasyonunun
ayni sekilde gergeklestirilmesi beklenir ve V79 hiicreleri i¢in elde edilen sonuglar
noronlarda meydana gelen genel siiregler i¢in bir model olarak gdrev yapar. L-Dopa ve
dopaminin klastojenik aktivitelerinin dogrudan gosterilmesi siirhidir ve mevcut
calismalar ilk olarak ge¢is metallerinin varliginda katekolamin-indiiklenmis
klastojenitenin belirgin artisin1 gostermistir. Sadece mangan ve bakir degil, L-Dopa ya
da dopamin ile kombinasyonu da, V79 hiicre proliferasyonunun siddetli inhibisyonuna
neden olur, fakat ayn1 zamanda mikroniikleus formasyonu gelistirir. Pargalara ayrilmig
bu kromatin birimleri bir ilacin klastojenik aktivitesinin indikatorii gibi diisliniiliir ve
diger teknikler tarafindan Olcililen kromozomal aberasyonlarin meydana gelisi ve
mikroniikleus formasyonu arasinda iyi bir korelasyon bulunmaktadir (Snyder ve ark.

1998).

L-Dopa’nin kendisinin serbest radikallere doniismesinden dolay1 Parkinson hastaliginin
bu ila¢ nedeniyle koétiilesmesi olasiligimi diisiindiirmektedir (Ogawa ve ark. 1993).
Ogawa ve ark. (1994) yapmis oldugu calismada beyindeki noronal hasarin bir
gostergesi olarak lipid peroksidasyonunu normal farelerde ve 6-hidroksidopamin

(6-OHDA) ile katekolamin ndronlart hasarlanmig farelerde incelemistir. Normal
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farelerde kronik L-Dopa tedavisi lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan
tiyobarbitiirik  asit-tepki maddeleri (TBARS)’nin seviyesini serebral kortekste
azaltmistir. Buna karsilik, 6-OHDA ile katekolamin noronlar1 hasarlanmis farelerde,
striatal dopamin seviyelerinin geri doniisii kontrol farelerine benzemesine ragmen,
kronik L-Dopa tedavisi ile TBARS striatum ve frontal kortekste belirgin bir sekilde
artmistir. Bu bulgular, uzun siire yliksek doz L-Dopa tedavisinin, Parkinson hastaliginda
oldugu gibi katekolamin ndronlar1 hasarli hastalarda ndronal hasarin gelisimini

arttirdigini ortaya koymaktadir (Ogawa ve ark. 1994).

L-Dopa’nin kronik alimi beyinde dopaminerjik ya da noradrenerjik sinir hiicrelerini
etkileyerek  6-hidroksidopamin  (6-OHDA) olusumuna neden olabilmektedir.
L-Dopa’nin DA ndronlarina bu potansiyel toksisitesi Parkinson hastaliginda,
parkinsonizmin sebep oldugu nigrostriatal dejenerasyonun artisina ek bir neden
olabilecegi, ayrica hastaligin ilerlemesini hizlandirabilecegi yapilan c¢aligsmalarla

gosterilmistir (Hefti ve ark. 1981, Borah ve ark. 2009).

Memeli beyinlerinin bazi bolgelerinde kendiliginden meydana gelen bir grup alkaloid
tespit edilmistir. Bu bilesiklerden biri Salsolinol’diir (SAL; 1-methyl-6,7-dihydroxy-
1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline). SAL ilk olarak L-Dopa tedavisi goren Parkinson
hastalariin idrarlarinda ve daha sonra insan beyninde bulunmustur. SAL katekol bir
kisma sahiptir, kuinoidal formu ve ana katekol arasindaki redoks dongiisli vasitasiyla
ROS iirettigi ve DNA hasar1 ve genotoksisiteye sebep oldugu tahmin edilmektedir
(Jung ve ark. 2001).

Uridin’in 100 mg/kg dozu ile gergeklestirilen fare kemik iligi Mikroniikleus Testi
sonuglarma gore (Cizelge 4.1.1) meydana gelen MNPCE orami negatif kontrol grubu
oranlar1 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisimin olmadig:
sonucuna varildi. PCE/NCE oranlar1 degerlendirildiginde negatif kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. Uridin ile gerceklestirilen Komet
Testi verileri degerlendirildiginde komet kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA,
kafa % DNA, GHI ve hasarli hiicre yiizdesi oranlar1 kontrol grubu ile
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karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilifin s6z konusu olmadig

sonucuna ulasildi.

100 mg/kg Uridin dozu Levodopanim 10, 50 ve 100 mg/kg dozlari ile kombine olarak
uygulandi. 24 saatlik uygulama sonucunda gergeklestirilen fare kemik iligi
Mikroniikleus Testi sonuglarma (Cizelge 4.1.1) gére Uridin uygulamasmin 10, 50 ve
100 mg/kg Levodopa uygulamalarinin meydana getirdigi MNPCE oranlarini sirasiyla
1,8, 2,15 ve 2,85 kat azalttigi ve Uridin/Levodopa kombinasyonunda 100/50 ve
100/100 mg/kg doz gruplarindaki azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi.
PCE/NCE oranlar1 gz 6niine alindiginda sadece 100/50 mg/kg Uridin/Levodopa doz
grubundaki degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu sonucuna ulasildi. Komet Testi
verilerine (Cizelge 4.2.1 ve 4.2.2) gore 100 mg/kg Uridin uygulamasinm 10, 50 ve
100 mg/kg Levodopa uygulamalar1 sonucu 6lgiilen komet kuyruk uzunlugu oranlarini
strastyla 2,09, 2,69 ve 4,94 kat azalttig1, kuyruk % DNA oranlarini sirastyla 4,50, 12,98
ve 21,56 kat azalttig1 belirlendi. GHI degerlerini ise, sirasiyla 2,59, 6,64 ve 6,18 kat
azalttig1 ve bu azalmalarin her ii¢ doz grubu i¢in istatistiksel olarak anlamli oldugu
gdzlendi. Kafa % DNA oranlarina bakildiginda 100 mg/kg Uridin uygulamasinin 10, 50
ve 100 mg/kg Levodopa doz gruplarinda 6l¢iilen degerleri sirastyla 1,07, 1,19 ve 1,32
kat arttirdig1 ve her lic doz grubu i¢in bu artiglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendi. Uridin uygulamasinin Levodopa uygulamasi sonrasinda hesaplanan hasarli
hiicre yiizdelerinde azalmaya sebep oldugu ve Uridin/Levodopa 100/50 ve
100/100 mg/kg doz gruplarindaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu

sonucuna ulagildi.

Uridin’in 100 mg/kg dozu, Levodopa/Karbidopa kombinasyonunun 10/1, 50/5 ve
100/10 mg/kg dozlar ile birlikte farelere i.p. olarak verilmistir. Yapilan fare kemik iligi
Mikroniikleus Testi sonuglarina (Cizelge 4.1.1) gére kullanilan 100 mg/kg Uridin dozu,
10/1, 50/5 ve 100/100 mg/kg Levodopa/ Karbidopa uygulamasinin meydana getirdigi
MNPCE  oranlarmi  swrastyla 1,03, 2,37  ve 3,83 kat azaltigt ve
Uridin/Levodopa/Karbidopa kombinasyonunun 100/50/5 ve 100/100/10 mg/kg doz
gruplarindaki degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu. PCE/NCE

oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisime rastlanmadi. Komet Testi
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sonuclarmna (Cizelge 4.2.1 ve 4.2.2) gore 100 mg/kg Uridin uygulamasiin, 10/1, 50/5
ve 100/10 mg/kg Levodopa/Karbidopa uygulamasi sonucu oOlciilen komet kuyruk
uzunlugu oranlarini sirasiyla 2,35, 3,43 ve 4,29 kat azalttigi, kuyruk % DNA oranlarini
sirastyla 5,73, 15,74 ve 17,13 kat azalttig1 belirlendi. GHI oranlarini ise, sirasiyla 3,23,
5,73 ve 5,93 kat azalttigt ve yine Levodopa/Karbidopa ila¢ uygulamalart sonucu
hesaplanan hasarli hiicre yiizde oranlarimi diigiirdiigii bulundu. Her ii¢ doz grubunda
meydana gelen bu azaliglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu sonucuna ulasildi.
100 mg/kg Uridin uygulandiktan sonra 10/1, 50/5 ve 100/10 mg/kg
Levodopa/Karbidopa uygulamalar1 sonucu olgiilen kafa % DNA oranlarini sirasiyla

1,07, 1,21 ve 1,25 kat arttirdigini ve istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi.

Uridin bir pirimidin niikleosididir ve dolasimda ve dokularda bulunur. Uridin,
niikleotidlerin  (mono-, di-, tri-fosfat), niikleotid sekerlerin (UDP-glukoz ve
UDP-galaktoz) ve niikleik asitlerin (RNA) birlesmesi ile glikojen biyosentezi ve
protein-lipid glikozilasyonu, gibi fizyolojik islevlere katilir. Uridin ayrica 5 monofosfat
(UMP) Uridin kaynagidir (Cansev ve ark. 2005). Uridin, kan beyin bariyerini kolayca
gecer ve beyin hiicrelerine girer (Cansev 2006). Uridin’in DHA ile birlikte verilmesi
yetiskin gerbil beyinlerinde membran fosfolipidleri ve sinaptik proteinleri arttirdigi
(Wurtman ve ark. 2006), ayn1 zamanda striatal DA, DOPAC ve HVA seviyelerini ve
TH seviyelerini ve aktivitesini muhtemelen nigrostriatal terminallerin ve sinapslarin
say1 ve/veya biiyiikliiklerini arttirarak kismen eski haline getirdigi (Cansev ve ark.

2008) yapilan ¢alismalar ile gdsterilmistir.

Pirimidin ve tiirevleri, DNA ve RNA sentezi, biyolojik membranlarin diizenlenmesinde
ve glikojen ve glikolizasyon reaksiyon sentezleri gibi ¢cok genis ¢esitlilikteki hiicresel
siireclerle iligkilidir. ~ Uridin onciilii olan PN401’in, 3-nitropropionik asit (3NP),
mitokondrial kompleks II inhibitér, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetranydropyridine
(MPTP) ve mitokondrial kompleks I inhibitorlerinin sebep oldugu toksikolojiye karsi
noroprotektif oldugu gosterilmistir (Garcia ve ark. 2005).
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Substantia nigradaki dopaminerjik ndronlarin segici kaybi nedeni ile Parkinson hastalig1
meydana gelmektedir. UDP’nin hem kdk hiicre ¢ogalmasi hem de dopaminerjik

farklilagsmasina yol acabildigine dair bulgular mevcuttur (Lecca ve ark. 2008).

Uridin’in mitokondrial DNA’da viral kaynakli meydana gelen hasarlarin onarilmasinda
da rol oynadigi (Venhoff ve ark. 2010) ve hiicre toksisitesine karsi koruyucu oldugu
(Saydoff ve ark. 2004) da yapilan calismalar ile dogrulanmustir. Ayrica Uridin’in
normal insan noronal progenitér (NHNP) hiicrelerinde oksidatif stresin indiikledigi
hiicre toksisitesini azalttigi ve HyO,’den dolay1 olusan ROS olusumlarinin azalmasinda

etkili oldugu bildirilmistir.

Sinir sisteminde urasil niikleositlerinin biyokimyasal ve reseptor aracili etkileri ile genel
koruyucu aktiviteleri literatiirde gosterilmistir. Uridin agir hipoglisemi ve iskemi
sirasinda, beyin metabolizmasini koruyarak, beyin fonksiyonlarini koruyucu bir etkisi

oldugu gosterilmistir (Lecca ve ark. 2008).

Mortalite ve serebrokortikal apoptozise neden oldugu bilinen azid inflizyonunun
ardindan Uridin 6nciilii olan PN401 uygulamasi ile bu komplikasyonlarda azalma

meydana geldigi de yapilan ¢alismalarla dogrulanmistir (Saydoff ve ark. 2004).

Uridin’in, doza bagh olarak sporadik Alzheimer hastalarinin fibroblastlarinda hiicre

toksisitesine karsi koruyucu oldugu bildirilmistir (Saydoff ve ark. 2004).

Gozlemlere gore diyete Uridin takviyesi paralel olarak kandaki ve beyindeki Uridin
konsantrasyonlarini arttirabilmekte ve cesitli beyin patolojileri i¢in terdpatik bir ajan

olarak gelistirilmesi i¢in ilging firsatlara yol agmaktadir (Lecca ve ark. 2008).

Pek ¢ok norodejeneratif hastaligin etyolojisinde genetik yatkinlik, ¢evresel faktorler gibi
cok sayida etken yer almaktadir. Santral sinir sisteminde oksidan hasar1 Onleme
kapasitesinin bozulmasi sonucu beyinde ve sinir sisteminde reaktif oksijen bilesiklerinin

istenmeyen etkileri gozlenebilir. Hastaliklarin ilerlemesi, serbest radikal olusumlari,
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noroinflamasyon ve ndronlardaki toksisite arasindaki iliskilerin ortaya ¢ikarilmasi

tedavi sekillerinin belirlenmesinde yararli olacaktir.

Giiniimiizde Parkinson hastalig1 etyolojisinde rol oynadigi bilinen faktorlere yonelik
noroprotektif tedavi arayislari yogun bir sekilde stirmektedir. Noroprotektif tedavide
Parkinson hastalig1 etyopatogenezinde rolii oldugu gosterilen oksidatif stres,
eksitotoksisite, inflamasyon, apoptozis ve enerji metabolizmasindaki bozukluklar gibi
mekanizmalar hedeflenmistir. Bu amagla MAO-B inhibitorleri (selegilin, rasagilin), DA
reseptor agonistleri (pergolide, pramipexole, ropinirole, apomorfin), glutamat (NMDA)
antagonistleri (Riluzole), serbest radikal siipiiriictileri (Vitamin E) , kaspaz inhibitorleri
(Minosiklin, cephalon), Koenzim Q-10 gibi bir¢cok ilag grubuyla tedavi arayislari
stirmektedir. Ayrica noron yenileyici etkilerinden dolayr norotrofik faktorler (beyin
kokenli norotrofik faktor, glial kokenli norotrofik faktor) de arastiriimaktadir. Pre-klinik
calismalarda birgok ilag grubuyla iimit verici olumlu etkiler goriilse de heniiz faz
calismalar1 sonucunda ndroprotektif etkinligi kanitlanmis ve tedavide uygulamaya
geemis bir madde yoktur. Bu yiizden her giin yeni aday ilaglarla dejenerasyonu
durduracak veya nororejenerasyonu saglayacak tedavi arayiglart artarak devam

etmektedir (Schapira 2007).

Daha o6nce yapilan g¢aligsmalar incelendiginde Levodopa’nin hem kendisinin hem de
metabolitlerinin genotoksik etkilerini, hiicre membran lipid peroksidasyonu ve
parcalanmasi1 ve mitokondriyal elektron tasima zincirinin inhibisyonu, ROS iiretimi ve
apoptotik hiicre 6liimiinii indiikleyerek ortaya koydugu gosterilmistir (Cornetta ve ark.
2009). Aym zamanda Uridin’in néroprotektif etkileri oldugu, mitokondriyal kompleks
inhibisyonunu engelledigi ve artmis DOPAC ve HVA gibi metabolitlerin miktarini
azalttig1 bildirilmistir.

Sonug¢ olarak, calismada genotoksik etkileri belirlenmeye calisilan Levodopa ve
Karbidopa ilaglar ile gerceklestirilen in vivo fare kemik iligi Mikroniikleus ve Komet
Testleri degerlendirildiginde, Karbidopa uygulamasinin genotoksik etki gostermedigi,
Levodopanin tek basina ve Karbidopa ile birlikte uygulanmasi sonucunda mikroniikleus

frekansinin, komet kuyruk uzunluklarmin, kuyruk % DNA oranlarmin istatistiksel
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olarak anlamli bir sekilde arttig1 belirlendi (p<<0,0001). Bu sonuglardan yola ¢ikarak,
Levodopa’nin in vivo memeli hiicrelerinde 6nemli genotoksik etkilerinin oldugu
gosterilmistir. Muhtemelen Levodopa’nin bu genotoksik etkileri; direkt kendisinin
etkisi, kendisinin otooksidayonu sonucu meydana gelen metabolitlerinin ve ROS’larin
hiicrelere verdigi hasar sonucu olusmaktadir. Calismada kullanilan Uridin’in yapilan
in vivo fare kemik iligi Mikroniikleus ve Komet Testleri ile genotoksik etkisinin
olmadigt ve Levodopa ve Parkinson hastaliginda en sik kullanima sahip olan
Levodopa/Karbidopa kombinasyonu ile birlikte kullanildiginda Levodopa/Karbidopa
uygulamasinin meydana getirdigi mikroniikleus frekansini azalttigi, ayn1 zamanda DNA
hasarin1 geri dondiirdiigii sonuclarina ulasildi. Uridin’in, Levodopa’nin sebep oldugu
genotoksisiteyi geri ¢evirme yolunda etkili bir ajan oldugu ve bu etkisini Levodopa’nin
ve matabolitlerinin sebep oldugu hasarlar1 ve ROS olusumunu azaltarak, ayn1 zamanda
mitokondriyal kompleks inhibisyonunu onleyerek ortaya ¢ikardigi sonucunu
diisiindiirmektedir. Bu da, Uridinin Parkinson hastalig1 tedavisinde kullanilabilecek yeni

bir terapdtik ajan olma olasiligini ortaya ¢ikarmaktadir.

Calisma sonucu elde edilen verilerin ve sonuglarin daha sonra yapilacak olan benzer
calismalara kaynak ve yararli olacagi kanisindayiz. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
bu c¢aligma, Uridinin potansiyel terapotik etkisini ortaya koymasi ve L-Dopa’nin
genotoksisitesi ile ilgili literatiirdeki bosluklari doldurmasindan dolay1 orjinal olarak

degerlendirilmektedir.
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