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Zebra Baliklarinda Rotenon ile Olusturulan Deneysel Parkinson Modelinde
Biyokimyasal ve Molekiiler Mekanizmalar ile Cesitli Noroprotektif Ajanlarin
Etkilerinin Incelenmesi

Ogrencinin Adi: Tlknur Yurtsever
Danisman: Prof.Dr. Ebru Isik Alturfan
Anabilim Dali: Biyokimya Anabilim Dali (ECZ)

1. OZET

Amag¢: Calismamizin amaci, zebra baliginda rotenon ile olusturulan Parkinson
hastaligi (PH) modelinde fluvoksamin ve rifampisinin olast koruyucu etkisinin
incelenmesidir.

Gere¢ ve Yontem: Yetiskin zebra baliklar1 3 hafta boyunca boyunca rotenona,
rotenon ile beraber fluvoksamin ile rifampisinine maruz birakilmistir. Lokomotor
aktivite testi uygulandiktan sonra beyinleri dokusunda PH, kalsiyum ve inflamasyon
metabolizmasi iligkili gen ifadeleri RT-PCR, proteinler Western Blot ile kalsiyum
analizi ise ICP (indiiktif eslesmis plazma) yontemi ile yapilmstir.

Bulgular: 3 haftalik rotenon maruziyeti sonunda kontrol gruplari ile kiyaslandiginda
lokomotor aktivitelerinde, mitokondriyel kalsiyum diizeylerinde, tlrda ekspresyon
diizeyinde ve Park 7 miktarlarinda azalma; sigma 1, tnfa, pink 1, Irrk2, :/21 ve vdac
ekspresyon diizeylerinde ve Nkap’in hem mRNA ekspresyon hem de protein
diizeylerinde artma belirlenmistir.  Rifampisin, rotenon grubuna goére 3. hafta
sonunda lokomotor aktiviteyi, pinkl, tlr4a ekspresyonunu ve kalsiyum diizeylerini
arttirmis, gamma siniiklein, fa, Irrk2, nkap, 1121, vdac ekspresyon diizeylerini ve
sigma 1 azaltmistir. Fluvoksamin ise pinkl1, Irrk2, vdac ekspresyon diizeylerini
azaltmus, tlr4a ve sigma 1 reseptorii ekspresyonu ve Park 7 miktar1 arttirmistir.
Sonu¢: Calismamizda rotenon ile olusturulan bu modelin zebra baliklarinda PH
olusturmak i¢in uygun oldugunu gostermis ve literatiirde ilk defa fluvoksamin ile
rifampisinin deneysel PH modelinde inflamasyon ve kalsiyum hemostazini PH
gelisiminde etkili genler ile tlrda, NF-xB, nkap, tnfa ve 1121 iizerinden etkiledigi

gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Parkinson hastaligi, rotenon, rifampisin, fluvoksamin, zebra

balig1



Investigation of the Biochemical and Molecular Mechanisms and Various
Neuroprotective Agents in Rotenone Induced Experimental Parkinson Model in
Zebrafish

Name of the Student: Ilknur Yurtsever
Advisor: Prof.Dr. Ebru Isik Alturfan
Department: Department of Biochemistry (ECZ)

2. ABSTRACT

Objective: The aim of our study was to investigate the possible protective effect of
fluvoxamine and rifampicin in a zebrafish rotenone-induced Parkinson's disease (PD)
model.

Materials and Metods: Adult zebrafish were exposed to rotenone, rotenone together
with fluvoxamine and rifampicin for 3 weeks. After locomotor activity test, calcium
and inflammation metabolism-related gene expressions in the brain tissue of PD were
analyzed by RT-PCR, proteins by Western Blot and calcium analysis by the ICP

method.

Results: After 3 weeks of rotenone exposure, locomotor activities, mitochondrial
calcium levels, tlrda expression levels, and Park 7 levels were decreased compared
to control groups; increased expression levels of sigma-1, tnfa, pink 1, lrrk2, IL21
and vdac, and both gene expression and protein levels of Nkap. Rifampicin is
increased locomotor activity, pinkland tlr4a expressions and calcium levels at the
end of the 3rd week compared to the rotenone group, and is decreased expression
levels of gamma synuclein, tnfo, lrrk2, nkap, il21, vdac and amoun of protein sigma-
1. Fluvoxamine is decreased the expression levels of pinkl, Irrk2, vdac, and

increased the tlr4a and sigma-1 expression and amount of protein Park 7.

Conclusion: In our study, it was shown that rotenone-induced model is suitable for
PH formation in zebra fish, and for the first time in the literature, fluvoxamine and
rifampicin have been shown to influence inflammation and calcium hemostasis in the
experimental PD model by genes effective in the development of PH which are tir4a,
NF-xB, nkap, tnfa and 1121.

Keywords: Parkinson’s disease, rotenone, rifampicin, fluvoxamine, zebrafish



3. GIRIS ve AMAC

Diinya iizerinde ilerleyen yasla beraber milyonlarca kisiyi etkileyen ilerleyici
norodejeneratif bir bozukluk olan Parkinson Hastaligi (PH) oraninin, yash niifusun
artmasi ile beraber Oniimiizdeki yillarda artmaya devam etmesi beklenmektedir.
Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar sporadik gec¢ baslangicli PH’nin vakalarin %
90'im1 olusturdugunu, geriye kalaninin ise ailesel kaynakli erken baslangi¢ vakalari

oldugunu gostermistir (Jankovic ve Tintner, 2001).

Mevcut tedaviler ile giiniimiizde PH i¢in sadece semptomlar tedavi edilebilmekte
ancak noronal dejenerasyon yavaslatilamamakta veya dnlenememektedir. PH igin en
yaygin kullanilan tedavi segenegi olan levodopa, dopamin replasmani amacgh
uygulanir ancak tedavinin yararli etkileri hastaligin ilerlemesiyle giderek azalir

(Lewitt, 2008).

Yapilan bircok arastirmaya ragmen, PH'nin olusum mekanizmasi tam olarak
bilinmemekte, oksidatif stres, mitokondrial disfonksiyon, ubikuitin-proteazom
sisteminin bozulmasi ve ndroinflamasyon gibi bir¢ok patojenik mekanizma
onerilmektedir. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, hem idiyopatik hem de ailesel
PH'min patogenezinde anahtar bir unsur olarak kabul edilir. Kalsiyum, néronal ve
glial hiicreler i¢in cok 6nemlidir ve ndrodejeneratif hastalik mekanizmalar kalsiyum
homeostazindaki bozukluklarla yakindan iliskilidir. Hiicre yasamini ve o6liimiinii
kontrol eden mitokondrial proteinlerden biri, mitokondriyal porin olarak da bilinen
voltaj bagimli anyon kanalidir (VDAC). Mitokondriyal dis zarda bulunan VDAC,
mitokondriyal metabolitlerin giris ve ¢ikisinda bekgi olarak islev goriir ve kalsiyum
dengesinde ¢ok onemlidir (Shoshan-Barmatz ve ark., 2010). Saperon reseptorii
olarak Sigma-1, endoplazmik retikulum {izerinde bulunur ve kalsiyumun
endoplazmik retikulumdan mitokondriye gecisinde rol oynayarak hiicresel stres ve
kalsiyum dengesini diizenler (Hayashi ve Su, 2007). Tiim bu bilgilerin yanisira son
yillardaki ¢aligmalar PH’de nigrostriatal dejenerasyonda inflamasyonun roliinii

kuvvetle desteklemektedir .



Ticari isim olan Lovox olarak bilinen Fluvoxamine, segici bir seratonin (5-HT)
geri alim inhibitoriidiir (SSRI) (Coleman ve Block, 1982; Hashimoto ve ark., 2007).
Bir antidepresan olarak, fliivoksamin, sizofreni ve major depresif bozukluk gibi
noropsikiyatrik bozukluklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilir. EK olarak, bu
ilacin, hiicre fonksiyonunun diizenlenmesi ve hayatta kalma, ndrotransmiter salinimu,
kalsiyum sinyallemesi, iltihaplanma, endoplazmik stres, mitokondrial stres,
sinaptogenez de dahil olmak iizere birgok sinir mekanizmasinda yer alan Sig-1R
(Sigma 1 reseptorii) lizerinde agonist aktivite gosterdigi gosterilmistir (Hall ve ark.,
2009; Maurice ve Su, 2009; Nguyen ve ark., 2017; Su ve ark., 2010; Urani ve ark.,
2002)

Genis spektrumlu bir antibiyotik olan rifampisinin, gesitli deneysel ¢alismalarda
PH dahil olmak iizere ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklarda 6nemli ndroprotektif etki
gosterdigi bildirilmistir. Altta yatan etki mekanizmasi, artmis dopaminerjik hiicre
sagkalimi, azalmis alfa siniiklein toksisitesi, mitokondriyal ve endoplazmik retikiiler
stresin stabilizasyonu ve nihayetinde Onemli noroprotektif etkiyle sonuglanan

noroinflamatasyonun azalmasini igermektedir (Bi ve ark., 2014)

Bu c¢alisma Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
22.2018.mar prokol kodlu etik kurul onayi ile yiiriitiilmistiir. Bu calismada, zebra
baliklarinda rotenon ile olusturulan PH modelinde rifampisinin PH gelisimindeki
oksidatif stres ve inflamasyon iizerine etkilerini gen ekspresyon seviyesinde ve
protein diizeyinde incelenmesi amaglanmaktadir. Ayrica, bir Sigma-1 reseptor
agonisti olan fluvoksaminin mitokondri i¢i kalsiyum diizeyleri iizerine etkisi ve bu
yolak tizerinden PH gelisimindeki mitokondriyel stres ve inflamasyon ile iligkili gen

ve proteinler tizerinde olan etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Parkinson Hastahig

Parkinson hastaligi (PH) ikinci en sik goriilen nérodejeneratif hastaliktir (Selkoe,
2004). PH ilk olarak 1817'de James Parkinson (York, 2017) tarafindan
tanimlanmigstir. PH, ventral mezensefalonda dopamin tireten sinir hiicrelerini etkiler.
PH'nin tiim belirtileri, hipokinezi, istirahat titremeleri, harekete gegcme zorlugu veya
hareketin durmasi zorlugu, donuk yiiz ve postural refleks bozuklugu gibi motor islev
bozukluklar ile iligkilidir (Gantchev ve ark., 1996; Jankovic, 2008). PH belirtileri
kisiden kisiye farklilik gosterir. Bu hastaligin belirtileri zaman gegtikge degisir ve
parkinsonizm olarak tanimlanmaktadir (Chastan ve ark., 2009). Parkinsonizm, bu
norodejeneratif hastaligin karakteristigi olmayan diger belirti ve semptomlara ek
olarak PH'nin en ¢ok bilinen semptomlarinin gortildigi sahip bir sendromdur (Gilks
ve ark., 2005). Parkinsonizm terimi, ilag toksisitesine bagli parkinsonizm (Lotharius
ve O'Malley, 2000), beyin hasarina bagh parkinsonizm (Dauer ve Przedborski, 2003)
ve ndron dejenerasyonuna bagli parkinsonizm gibi bilinen nedenleri olan sendrom
i¢cin tanimlanmaktadir (Luk ve ark., 2012; Ricaurte ve ark., 1987; Surmeier ve ark.,
2017). PH'nin motor bozukluklarina bagli ana patolojik bulgular striatumda dopamin
kaybina neden olan substantia nigra pars compactanin (SNpc) dopaminerjik
noronlarinin (DA) bozulmasidir (Luk ve ark., 2012). PH belirtileri, substantia
nigramin  %5-60"mmin bozulmasindan ve striatumdan dopamin seviyesinin %80-
85'inin azalmasindan sonra ortaya ¢ikar. Serotoninerjik ve katekolaminerjik beyin
sap1 noronlarinin dejenerasyonu meydana gelir. Sag kalan noéronlar Levi cisimlerini
(LB'ler) igerir (Gray ve McNaughtob, 2003). PH hastalarinin orta beyinleri, SNPC ve
locus coeruleus'ta pigmentasyon kaybini ortaya koymaktadir. Diger beyin bolgeleri
daha az etkilenir. Pigmentli néronlar nadirdir ve kiigclik hiicre disi melanin
birikintileri, 6lmekte olan noronlardan tiiretilir. Baz1 rezidiiel néronlar atrofiktir ve
bunlarmn birkaci kiiresel, eozinofilik sitoplazmik inkliizyonlar olarak gorsellestirilen
LB'leri igerir. Hastaligin uygun bir sekilde tanimlanabilmesi i¢cin PH'nin genis klinik

bulgularinin sistematik bir sekilde tanimlanmasi esastir. Genetik varyantlar veya



mutasyonlar, norogdriintiileme deformasyonlari ve diger aragtirmalar, tan1 konmasina
yardimct olabilecek ve risk altindaki kisilerin taninmasina izin verebilecek olasi
biyobelirteglerdir. PH'nin semptomlarii yonetmek i¢in ¢ok sayida ilag vardir, ancak

PH'nin ileri evrelerinde daha az basariya sahiptirler.

4.2. Parkinson Hastahgimin Klinik Ozellikleri

Parkinson hastali§i, motor ve non-motor semptomlarla kendini gosterir.
Parkinson hastaliginin klasik bulgular1 motor semptomlardir. 1967'de Hoehn ve Yahr
tarafindan 183 Parkinson hastasina bakarak yazilmistir (Hoehn ve Yahr, 2001).

Bunlar istirahat titremesi, bradikinezi, postural instabilite ve sertligi icerir.

4.2.1. Motor belirtiler

421.1. Titreme

Parkinson’da genellikle tek tarafli olan titreme goriliir. Titreme tipik olarak
baslangicta bir ekstremitede goriiliir (bazen sadece bir parmagini veya bas parmagini
icerir). Titreme klasik esansiyel titremeden (8-10 Hz (Heltz)) daha yavastir (4-6 Hz)
ve ekstremite bir durma pozisyonundayken en belirgindir (“istirahat titremesi”
terimi, tamamen yanilticidir, ¢iinkii tamamen gevseme, siklikla titremeyi ortadan
kaldirir). Bu hareket ile bastirilir. Daha az yaygin olmasina ragmen, bas, ¢cene ve dili
de kapsar. Bazi hastalar i¢in, klasik parkinson titremesi hastaligin tek belirtisidir. Bu,
titreme baskin Parkinson hastalig1 olarak adlandirilir. Bu hastalar sonunda Parkinson

hastaliginin baska semptomlarini gelistirir (Hayes, 2019).
42.1.2. Bradikinezi

Bradikinezi, hareketin yavaglamasi ve karmagik motor gorevlerinin
basitlestirilmesi anlamina gelir. Hareket kendiliginden azalir. Bu, Parkinson
hastaliginin “maskeli yiizler’inde (hypomimia olarak da bilinir) kendini gosterir. G6z
kirpma hizi azalir ve gozler daha agiktir, dik dik bakan bir goriiniim verir. Yiiz
kaslar1 daha az hareket eder, boylece yiiz daha az duygusal olur. Durum ilerledikce
agiz genellikle biraz agik kalir. Konusma, beraber sdylenen kelimerle daha yumusak
ve monoton hale gelir. Kendiliginden yutma azalir ve yutma mekanigi etkilenir ve

salya akimi ile sonuglanir. Parkinson hastaliginda, salya akimu tiikiiriik iiretimindeki



artistan degil, tikirigi etkin bir sekilde idare edememekten kaynaklanmaktadir
(Bagheri ve ark., 1999). El hareketleri daha da kisitlanir. Parmakla dokunma normal
hiza sahip olabilir ancak hareketin genligi azalir. Alternatif hareket zorlasir ve sik sik
“donma” olur. Bu, motor fonksiyonun aralikli olarak durdurulmasina karsilik gelir.
Bir kasikla karistirmak veya dislerini fircalamak gibi seyler yapmak daha zor hale
gelir. Yazma sikisik ve kiiciik olur (mikrografi). Sonunda hasta sandalyeden
kalkmakta zorlanir. Yiiriylisteki degisiklikler, genellikle asimetrik olarak, kol
salimmminda bir azalma ile not edilir. Hastanin atagimin uzunlugu azalir ve
beraberinde kol hareketi tamamen kaybolabilir. Hasta arttk donen bir mili tek
hareketle acamaz, ancak agmak icin birden fazla kiigiik adim kullanarak agabilir.
Sonunda hasta One veya arkaya egilerek yliriiyebilecektir. Hastanin govdesi
ayaklarindan “6ne gegecek” ve “sinirlilikten gelen hizli yiiriime egilimi” denilen
dengesini yeniden kazanmak icin kiiciik adimlar atmasi gerekecektir. Hastalik
ilerledik¢e bu, hastanin diismesine neden olabilir (Park ve ark., 2015). Bununla
birlikte, diisme genellikle hastalikta daha sonra meydana gelir. Bir hasta hastaligin
erken doneminde diisme egilimindeyse, Parkinson hastaligi disinda bir tam

distiniilmelidir.
4.2.1.3. Postural instabilite

Postural stabilite hastalik siirecinin erken doneminde veya sonrasinda
etkilenebilir, boylece diismelere ve yaralanmalara neden olabilir. Erken diigmeler
geng baslangicli hastalar igin atipiktir ancak yas PH’da diismeler i¢in bagimsiz bir
risk faktoridir (Williams-Gray ve ark., 2006) ve yashilarda hastalik ilk kez bir
diismeden sonra teshis edilir. Wood ve ark. (2002), diisme gegiren 109 Parkinson
hastanin %68'inin, ortalama yasinin 75 ve ortalama hastalik siiresinin 3 y1l oldugunu
gostermistir. Baska bir ¢alismada, PH'li bireylerin %62'sinin diistiigii bildirilmistir
(Stolze ve ark., 2004). Yaslilik disindaki diisme olasiligini arttiran faktorler arasinda
hastalik siiresi, demans, simetrik baslangi¢, postural ve otonomik instabilite bulunur
(Williams-Gray ve ark., 2006; Wood ve ark., 2002).

Agiza iligkin motor hastaliklar1 yaygindir. Cok sessiz ve aceleci konusma gibi

konusma bozukluklari hastalarin yarisindan fazlasinda goriiliir (Perez-Lloret ve ark.,



2012), % 40-80 arasinda yutkunma sorunlar1 bildirilmistir (Kalf ve ark., 2011) ve
hastalarin dortte birinde tiikiiriigiin toplandigini bildirmistir (Kalf ve ark., 2012).

421.4. Distoni

Distoni, PH'da baska bir motor belirtidir. Distoni, siklikla anormal hareketler,
duruslar veya her ikisinin de eslik ettigi siirekli bir kas kasilmasini agiklar. Bu
nadiren PD'de 6n tanisal bir semptom olabilir (Tolosa ve Compta, 2006), ancak
distonik semptomlar ¢ogunlukla hem tibbi hem de cerrahi olarak tedaviyle iligkilidir

(Jankovic ve Tintner, 2001).

4.2.2. Motor dis1 belirtiler

Motor belirtileri ortaya ¢ikmadan ve tan1 konulmadan 6nce, hastalar gesitli motor
oncesi semptomlara sahip olabilir. Bunlar tanidan 10 yil veya daha uzun bir siire
once baslayabilir (Schrag ve ark., 2015) ve motor olmayan semptomlarin sunumu
taniy1 geciktirebilir (O'Sullivan ve ark., 2008). Heniiz tedaviye baglamamis yeni tani
konmus 109 hastanin ¢aligmasi, duygusal tutulum eksikligi ve ilgisizlik (apati), asir1
giindiiz uykusu, uyku problemleri ve kabizlik gibi semptomlarin tani1 Oncesi
hastalarin%60-70'inde ortaya cikabilecegini ve bu belirtilerin normal kontrollerden
daha yaygin oldugunu gostermistir. Diger motor Oncesi belirtiler arasinda haz
alimamamasi, koku ve tat kaybi, duygudurum bozukluklari, asir1 terleme, yorgunluk
ve agrt yer almaktadir. Kabizlik, riiyayr etkileyici davramiglar (REM (uykunun
istemsiz goz hareketlerinin yapildigi evresi) davranisi uyku bozuklugu), sik sik
kabuslar, giindliz uyusuklugu ve postprandial dolgunlugun, motor semptomlarin
baglamasindan 10 y1l 6nce ortaya ciktigi bildirilmistir (Pont-Sunyer ve ark., 2015).
Depresyon ve anksiyete, tan1 konmadan ¢ok once de ortaya ¢ikabilir (Chen ve
Marsh, 2013). Premotor semptomlar hastadan hastaya degisir, ancak PH'da diger
motor veya motor dist semptomlar klinik seyirde goriilebilirken devam ederler.
Hastaligin ilerleyen sathalarinda, motor olmayan semptomlar genellikle hastalar igin

motor semptomlardan daha sikintili hale gelir (Sveinbjornsdottir, 2016).



Motor olmayan semptomlar burada otonom fonksiyon, uyku bozukluklari,
bilissel ve psikiyatrik bozukluklar ve duyusal semptomlardaki bozukluklara ayrilir

(Sveinbjornsdottir, 2016).
4.2.2.1. Otonom fonksiyondaki bozukluklar

Otonomik disfonksiyon tanidan 6nce mevcut olabilir veya hastaligin ilerlemesi
ile belirgin hale gelebilir veya ilagla indiiklenebilir (Koike ve Takahashi, 1997). Tiim
otonomik fonksiyon alanlar1 etkilenebilir ve bunun hastalarin %50'den fazlasinin
giinlik yasamin etkiledigi bildirilmistir (Jost, 2003). Otonomik disfonksiyon, hem
merkezi hem de periferik postganglionik otonom sinir sisteminin katilimi nedeniyle
g6z oniinde bulundurulur (Jost, 2003). Ortostatik hipotansiyon hastalarin%30-40'in1
etkiler. Bu, 3 dakika icinde en az 60 derece olacak sekilde bas yukarida dikey yatis
pozisyonunda, sistolik kan basincinda > 20 mm-Hg (milimetre civa) veya diyastolik
kan basincinda > 10 mm-Hg diisiis olarak tanimlanir (Lahrmann ve ark., 2006). Dik
durus varsayildiginda beynin hipotansiyona bagli hipoperfliizyonu bas donmesi,
gorme bozukluklar1 ve biling kaybina neden olabilecek bozulmus bilise neden
olabilir. PD'de kan basinci diisiisii birkag dakika siirebilir (Jost, 2003). PD'nin siiresi,
ortostatik hipotansiyonun ortaya ¢ikmasi ile ilgili olmayabilir (Jost ve Augustis,
2015). Yash PD hastalarinda, bu temel olarak gida alimindan sonra ortaya ¢ikabilir
(lodice ve ark., 2011). Gastrointestinal semptomlar yaygindir. Gastrointestinal
kanalin postprandial dolgunluk ve gastrik retansiyon gibi semptomlarla
hareketliliginde yavaslama vardir, ancak yavas gecis kabizlig1 en yaygin olanidir,
%70-80'inde goriiliir (Jost, 2010; Jost ve Eckardt, 2003). Hastalar ayrica, rektal
sfinkter fonksiyon bozuklugu nedeniyle rektal tahliyede zorluk yasayabilir (Mathers
ve ark., 1989).

Idrar kontrol bozukluklari idrar siklig1, aciliyet ve idrar1 tutamamayt icerir (Jost,
2003). Sik goriilen nokturi, hastalarin %601 tarafindan bildirilir ve detriisér asirt
aktivitesinden kaynaklanir (Yeo ve ark., 2012). Erektil disfonksiyon erkeklerde sik
goriiliir (Sakakibara ve ark., 2011). Asiri terleme (hiperhidroz) gibi otonom
dermatolojik semptomlar da olabilir. Bu, diskinezilerle veya dopaminerjik ilaglarin
diisiik kan konsantrasyonlariyla iliskili olabilir, ancak hastaligin siiresiyle korele

goriinmemektedir (Hirayama, 2006). ilerlemis hastalikta tiikiiriik salgilamasiyla ilgili



stkca soruna ragmen, tiikiirik sekresyonunun PH'da azaldigi goriilmektedir
(Cersosimo ve ark., 2009). Seboreik keratoz, hastalarin% 18,6'sinda bildirilen
dermatolojik yiiz ve kafa derisi hastaligidir (Fischer ve ark., 2001). Siklikla alin
derisinin soyulmasiyla iligkili olan yiiziin orta kisiminda yag artis1 vardir. Bunun

nedeni belirsiz.
4.2.2.2. Uyku bozukluklari

PH noéropatolojisinin, fizyolojik uyku dongiisiiniin modiilasyonunda rol oynayan
anatomik yapilart ve merkezi ndrotransmiterleri etkiledigi  bilinmektedir.
Polisomnografik bulgular, saglikli kontrollere kiyasla uyku dalgalarinin yapisindaki
degisiklikleri gostermistir, ancak PH ile ilgili farkli semptomlarin tibbi tedavisi de
gece uykusunu bozabilir (Larsen ve Tandberg, 2001; Monderer ve Thorpy, 2009).
Etkilenen hastalarin yaklasik iicte ikisinde c¢esitli uyku bozukluklar1 goriilebilir
(Mehta ve ark., 2008).

Parcali uyku en yaygin olanidir (Porter ve ark., 2008). Uyku caligmalari,
hastalarin daha s1g uyuma ve gece sik uyanma egilimi gosterdigini gostermistir
(Yong ve ark., 2011). Yatakta sik donme sikintisi, sik noktiirya, nokturnal tremor ve
depresyon gibi diger PH semptomlar1 da pargali uykuya neden olabilir (Gibb ve
Lees, 1988).

Asirt giindiiz uykulu olma durumunun asir1 olmasi hastalarin %50’sinde oldugu
(Monderer ve Thorpy, 2009) ve kismen dopaminerjik ilaglar tarafindan
indiiklenebilecegi tahmin edilmektedir (Knie ve ark., 2011). Uyku sendromlar1 da
PH'da kontrollerden daha yaygindir. Bunlar, hastalarin riiyalarinda ve gercege
yansiyan tekmeleme ve dovme davranmismarmi sergiledigi REM davranis uyku
bozuklugunu igerir. Klinik olarak bu durum PH'da %27-32 oraninda siklikla ortaya
ciktigr bildirilmistir (Monderer ve Thorpy, 2009), ancak semptomlar motor
semptomlarin ortaya ¢ikmasindan yillar 6nce ortaya ¢ikabilir (Hickey ve ark., 2007).
Periyodik bacak hareketleri olan veya olmayan huzursuz bacak sendromu hastalar
arasinda kontrollerden daha yaygindir (Monderer ve Thorpy, 2009). Huzursuz bacak

sendromu, otururken ya da uzanirken bacaklari rahatlatict hareketleri yapmak icin bir
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diirtiidiir; buna karsin, uykuda periyodik bacak hareketleri, genellikle es tarafindan

gbzlemlenen uyku sirasinda alt uzuvlarin ritmik sarsintisindan olusur.

Her ne kadar uyku sirasinda solunumun aralikli olarak durdugu tikayic1 uyku
apnesi PH'da iyi bilinmesine ragmen (Monderer ve Thorpy 2009), tiim caligmalar
hastalar arasinda bu bulgunun prevelansinda artma oldugunu gdstermemistir (Zeng
ve Couture, 2013). Dopaminerjik tedavi alan hastalarda uykuya neden oldugu i¢in
normal uyusukluk olmadan meydana gelen ani uyku krizleri bildirilmistir. Neredeyse
mevcut tim dopaminerjik ilaglarin uyku ataklarina neden olabilecegi goriilmektedir
(Larsen ve Tandberg, 2001) ve dopaminerjik tedavi alimi bu durumdan etkilenebilir
(Brodsky ve ark., 2003).

4.2.2.3. Noropsikiyatrik belirtiler ve demans

Gorme haliisinasyonlar1 ve yanilsamalar PH'da sik goriiliir ve bildirildigine gore
hastalarin %3 ila 40'inda gorilir (Onofrj ve ark., 2007). Neredeyse tiim anti-
parkinson ilaglarmin haliisinasyonlar ve psikozlar1 indiikledigi bildirilmis olmasina
ragmen, ilag tedavisinden Once gorsel haliisinasyonlarin da oldugu bildirilmistir
(Pagonabarraga ve ark., 2016). Hastaligin neden oldugu amigdala ve hipokampustaki
noropatolojik degisikliklerin etiyolojiye katildigi goriillmektedir (Williams-Gray ve
ark., 2006). Sik sik, insanlarin, kiigiik hayvanlarin veya nesnelerin goriintiileri
diistiniiliir veya haliisinasyonlar birden fazla igerige sahip olabilir. Goriintiiler tanidik
olabilir veya olmayabilir. Saniyelerden dakikalara kadar siirebilirler ve giin igerisinde
tekrarlayabilirler (Holroyd ve ark., 2001). Genellikle, demansiz hastalar sezgilerini
korur ve haliisinasyonlar genellikle tehdit edici degildir. Daha az yaygin olarak,
haliisinasyonlar koku (McAuley ve Gregory, 2012), isitsel (Inzelberg ve ark., 1998)
ve dokunsaldir (Fenelon ve ark., 2002). Bir ¢alisma, gorsel bilesenlerin vakalarin
%10'unda olmadigimi gostermistir (Papapetropoulos ve ark., 2008). Varlik hissi ve
gorsel yanilsamalar gibi kiiclik gorsel olaylar hastalarin %17-72'sini ve sanrilarin
yaklasik %5’ini etkiler (Fenelon ve Alves, 2010). Daha fazla dopaminerjik tedavi
yiiklemesi haliisinasyonlarla iligkilendirilebilir, ancak hastalik siddeti, bilissel
bozukluk, depresyon, ileri yas ve daha kotii gérme keskinligi de 6nemli olabilir

(Fenelon ve Alves, 2010; Holroyd ve ark., 2001).
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Ilerlemis hastalik ile hastalar, genellikle, ese yonelik zuliim fikirleri veya
stipheleri olan paranoyak yanilsamalar gelistirebilirler (Williams-Gray ve ark., 2006).
Psikoz ortaya ¢ikarsa, bu genellikle yiiksek dozda ila¢ kullanan hastalarda hastalik
siirecinin ge¢ doneminde olur veya yas, kognitif bozukluk ve depresyon Oykiisii ile

iliskilendirilebilir (Thanvi ve ark., 2005).

Dopaminerjik tedavi ayrica 6fori / hipomani, zayif organizasyon becerileri, asiri
duygusallik, anormal istifcilik veya kumar oynama ve risk alma davranisi gibi
davranigsal anormallikleri de tetikleyebilir (O'Sullivan ve ark., 2009). Risk alma
davranig1 kumar oynamaya, hizda siirlis veya asir1 harcamaya yansiyabilir. Dopamin
disregiilasyon sendromu veya diirtli kontrol bozukluklar1 olarak beraber adlandirilan
bu semptomlar giderek daha fazla kabul edilmektedir (Evans ve Lees, 2004). Bu
semptomlarin, dopaminerjik tedavi yiikiiyle ve muhtemelen digerlerinden daha fazla
dopamin reseptorii agonist ilaglari ile iligkili oldugu goriinmektedir (Ceravolo ve
ark., 2010; O'Sullivan ve ark., 2009). Dopamin disregiilasyon sendromu, nispeten

geng baslangigli hastaligi olan erkeklerde en sik goriiliir (Ceravolo ve ark., 2010).

Kognitif bozulma ve demans PH'da sik goriiliir ve erken veya gec¢ olabilir
(Williams-Gray ve ark., 2007; Williams-Gray ve ark., 2006). En erken semptomlar
ylriitiicli iglevlerle, yani hedefe yonelik davranisi planlamak ve organize etmek ile
ilgili  problemleri igerir, ancak gorsel-disfonksiyon bozuklugu, konusma
akicihigindaki bozukluk ve hafiza bozuklugu da goriilir (Williams-Gray ve ark.,
2006). Demansin ilerlemesi noropatolojik degisikliklerin kortikal beyin yapilaria
yayilmasi ile koreledir (Irwin ve ark., 2012). Hafif biligsel bozulmanin, PH'da
saglikli bireylerden iki kat daha yaygin oldugu bildirilmistir (Aarsland ve ark., 2009).
PH'nin baslangicindan ziyade yasin kendisi, PH'daki demans olay: ile iliskilidir
(Aarsland ve ark., 2007) ve hastalik siddetinin demans riskinin en giiglii belirleyicisi
oldugu bildirilmistir (Riedel ve ark., 2008). Ortalama hastalik siiresi 5 y1l olan ve
ortalama yas1 69 olan 141 PH hastasiyla 6 yil siiren bir aragtirmada, uzunlamasina bir
calismada demansin 1 yilda %8,5'den 6. yilda %50’e yiikselen birikimli risk oldugu
gosterilmistir (Pigott ve ark., 2015).

Depresyon ve anksiyete, PH'da diger yaygin semptomlardir. Bir meta-analiz,

hastalarin ticte birinin klinik olarak anlamli depresyonu oldugunu bildirirken, major
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bir depresif bozuklugun % 17 oraninda oldugu bildirilmistir (Reijnders ve ark.,
2008). Depresyon ve anksiyete, hastaligin ciddiyetini ilerletmek de dahil olmak tizere
cesitli faktorlerle ilgili olabilir (Schrag ve ark., 2001). Anksiyete ve depresyon
dopaminerjik tedavi ile birlikte kaybolabilir, ancak hastalifin uzun siiren klinik

seyrinde kalic1 veya tekrarlayici olabilir.
4.2.2.4. Duyusal belirtiler

Duyusal semptomlar PH'da sik goriiliir. Azalan veya kaybedilen koku alma
duyusu hastalarin en az% 80'inde bulunur ve bu genellikle motor semptomlardan ¢ok
once ortaya c¢ikar (Doty ve ark., 1988). Viicut boliimlerinde belirsiz anormal
duyumlar algilanabilir ve bu duyumlar tedavi ile iligkili olarak dalgalanabilir
(Bayulkem ve Lopez, 2011). Hastalarin %40-85'i tarafindan agr1 bildirilmektedir
(Broen ve ark., 2012). Ortaya ¢ikan semptom ekstremite agrisi olabilir ve genelde
donmus omuz veya dejeneratif omurga hastaligi olarak yanlis teshis edilir (Williams-
Gray ve ark., 2009). En sik olarak ekstremite agris1 goriiliirken, oral, torakal, karin ve
genital agr1 da ortaya ¢ikabilir (Waseem ve Gwinn-Hardy, 2001). Bes farkli tipte agr
tanimlanmistir, bunlar; kas-iskelet sistemi, radikiiler-ndropatik, distonik, merkezi
noropatik agr1 ve agriya bagh huzursuzluk (akatizi-oturma durumunda ortaya ¢ikan
ve artan agri) (Ford, 2010). Kas iskelet sistemi agrisi hastalarin neredeyse yarisi
tarafindan bildirilir, ancak bu agr1 bu yas grubunda sik goriiliir ve her zaman PH ile
iliskili olmayabilir. Distonik, radikiiler ve merkezi noropatik agri daha az yaygindir

(Broen ve ark., 2012).

4.3. Parkinson Hastaligi Noropatolojisi

PH patogenezinde, hastaligin gelismesinde merkezi olan alfa (o)-siniiklein
agregasyonu ile birtakim mekanizmalar ortaya konmustur. Anormal protein klirensi,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve noroinflamasyonun PH'nin baslangicinda ve

ilerlemesinde rol oynadigini gosteren bir¢cok ¢alisma mevcuttur.

4.3.1. a-Siniikleinler

Beyindeki dogal a-siniiklein, tanimlanmis bir ti¢iinciil yap1 (Burre ve ark., 2013)
olmaksizin ¢ogunlukla katlanmamis formdadir, ancak sulu ¢ozeltilerde toplanmaya

direngli stabil tetramerlerde mevcut olabilir (Bartels ve ark., 2011). Hiicre zarlarimni
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olusturan fosfolipitler gibi negatif yiiklii lipitler ile etkilesime girdiginde, a-Siniiklein
N-terminali (Eliezer ve ark., 2001) vasitasiyla a-helisel yapilara katlanir. PH'da a-
siniiklein, agregaya egilimli beta (B) tabaka zengini bir amiloid benzeri yapiy1
benimser. Aslinda, yanlis katlanmis a-sinliklein, LB'ler igerisinde 5-10 nm
uzunlugunda filamentler olarak bulunur. Serin 129 fosforilasyonu, ubiquitination ve
C-terminali trunkasyonu dahil anormal o-siniiklein agregasyonuna yol acan
konformasyonel degisiklikler i¢in ¢esitli mekanizmalar Onerilmistir (Barrett ve
Timothy Greenamyre, 2015; Fujiwara ve ark., 2002). Bu nedenle, PH beyninde,
katlanmamis monomerler, ¢oziiniir oligomerler, protofibriller ve yiiksek molekiiler
agirlikta ¢oziinmeyen fibriller de dahil olmak iizere farkli a-siniiklein tiirleri bulunur
(Baba ve ark., 1998). Kemirgenlerde yapilan son ¢alismalar, en fazla nérotoksik a-
sinliklein tiiriiniin, olgun ¢oziinmeyen fibrillerden ziyade, erken oligomerik form
oldugunu gostermistir (Karpinar ve ark., 2009; Winner ve ark., 2011). Fibril o-
siniikleinin aksine bu oligomerlerin artan toksisitesi hiicre bazli analizlerde
dogrulanmistir (Winner ve ark., 2011). a-siniiklein oligomerik tiirleri anormal protein
toplanmasin1  “tohumlama” ve hizlandirma yetenegine sahiptir ve Danzer ve
arkadaslar1 (2011) bunun beyinde a-synuklein patolojisinin yayilmasinin altinda

yatan mekanizma olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Danzer ve ark., 2009).

4.3.2. PTEN kaynakh indiiklenen kinaz 1 (PINK 1)

PINK1 Parkin'i kusurlu mitokondriye yonlendirmesi i¢in gereklidir. PINK1, tek
bir N-terminal transmembran alani olan bir mitokondriyal proteindir. Saglam bir
mitokondride, PINK1 mitokondride degrade edilerek siirekli diisiik seviyelerde
tutulur (Sun ve ark., 2012).

Serin / treonin kinaz PINK1 ve RING ailesi ubiquitin ligaz Parkinin, yakin
zamanda, mitokondriyal otofaji ~ (mitofaji) ile  mitokondrinin  ortadan
kaldirilmasindaki bozuklukta rol oynadigi gosterilmistir. Mitofajinin, hiicreleri
fonksiyonel olarak kusurlu mitokondri birikimi ve reaktif oksijen tiirlerinin
liretiminin artmasinin zararli etkilerinden korudugu disiiniilmektedir. E3 ligaz
aktivasyonu ile hasarli ve fonksiyonu bozulmus mitokondrinin otofajik yikiminin
baslatilmasi i¢in parkin, PINKI1 tarafindan fosforile edilir. PINK21 mitokondri

fonksiyonu bozuldugu zaman mitokondri dis membraninda birikir ve hiicreden
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hasarli mitokondrinin ortadan kaldirilmasini kolaylastirir (van der Merwe ve ark.,
2015).

Her iki proteindeki mutasyonlar, PH’nin ailesel formlar: ile iliskilidir (Sun ve
ark., 2012). PINK1, kromozomun 1p35-p36 bolgesinde (1’inci kromozomda 35 ve
36’inc1 lokuslar arasi) bulunmaktadir ve mutasyonu otozomal resesif erken
baslangicli levodopa duyarli PH’de hastaligin yavas gelisen formunda gosterilmistir

(Valente ve ark., 2001).

4.3.3. Losince zengin tekrarlayan kinaz 2 (LRRK2)

Losin bakimindan zengin tekrarlayan kinaz 2 (LRRK2) insanlarda PARKS /
LRRK?2 geni tarafindan kodlanir (Paisan-Ruiz ve ark., 2004; Zimprich ve ark., 2004).
LRRK2 genindeki genetik varyasyonlar Parkinson hastaligi (PH), Crohn hastaligi ve
Hansen hastaligi dahil bir¢ok hastalikla iliskilendirilmistir (Blanca Ramirez ve ark.,
2017; Boddu ve ark., 2015; Delamarre ve Meissner, 2017; Lill, 2016; Lin ve Farrer,
2014; Liu ve Lenardo, 2012). LRRK2'de dominant kalitimsal mutasyonlar, ailesel
PH'nin en yaygin nedenidir ve sporadik ge¢ baglangicli Parkinsonizm'in %2'sine

karsilik gelir (Ferreira ve Massano, 2017; Li ve ark., 2014).

LRRK?2 geni, bir ankirin benzeri ve bir 16sin-zengin tekrar bolgesi, bir Rab (G-
protein) benzeri GTPaz (guanozin trifosfati yikan enzim) domaini, bir tirozin-kinaz
benzeri domaini ve bir WD (Triptofan (W)-aspartik asit (D) tekrarlar1) benzeri
domaini iceren biiyiik bircok domainli protein kinazi kodlar. LRRK2'nin, homeostaz
ve hiicre sagkalimi i¢in kritik olan g¢esitli hiicresel siirecleri diizenledigi
goriilmektedir. LRRK?2'nin, sinaptik vezikiil geri doniisiim/endositoz (Arranz ve ark.,
2015; Beccano-Kelly ve ark., 2014; Carrion ve ark., 2017; Ferreira ve Massano,
2017; Inoshita ve ark., 2017; Maas ve ark., 2017; Matta ve ark., 2012) ve dopamin
reseptor kacakeiligini (Rassu ve ark., 2017) diizenlemek i¢in norit morfolojisini ve
karmagikligin1 (Chan ve ark., 2011; Civiero ve ark., 2015; Dachsel ve ark., 2010;
Heo ve ark., 2010; MacLeod ve ark., 2006; Paus ve ark., 2013; Plowey ve ark., 2008)
kontrol ettigi gosterilmistir. Ayrica, LRRK2, inflamasyonu, protein parcalanmasini,
mitokondriyal ve otofaji/lizozomal fonksiyonlar1 (Bang ve ark., 2016; Heo ve ark.,
2010; Liu ve ark., 2011; Manzoni ve Lewis, 2017; Moehle ve ark., 2012; Saez-
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Atienzar ve ark., 2016; Tong ve ark., 2010; Yan ve Liu, 2017) diizenleyen i¢ ige

gecmis yolaklara baglanmigtir.

4.4. Parkinson Hastaliginda Endoplazmik Retikulum Stresi ve Mitokondri

Fonksiyon Bozuklugu

Inkliizyon cisimlerinin olusumu ve protein agregasyonu ile iliskili Parkinson
hastaligi, amyotrofik lateral skleroz, Huntington hastaligi gibi noérodejeneratif
hastaliklarin ER ile iliskili oldugu bulunmustur. ikinci en sik goriilen nérodejeneratif
hastalik olan PD'de, substantia nigra pars compacta'daki dopaminerjik (DA) néronlar
geri doniisiimsiiz olarak bozulmaktadir. Parkin (Parkin RBR E3 ubikitin protein
ligaz, PARK2), DJ-1 (Parkinsonizm iliskili deglikaz-PARK7), PTEN'in neden
oldugu varsayilan kinaz 1 (PINKI; PARK6) ve ATP13A2 (PARKY9), otozomal
resesif PH'de yer aldig1 bilinen genlerdir. o-Siniiklein (PARK1/ 4), 16sin bakimindan
zengin tekrar kinaz 2 (LRRK2; PARKS) ve ubikuitin karboksi-terminal hidrolaz L1
(UCHL-1; PARKS5), otozomal dominant PH ile iligkili genlerdir (Omura ve ark.,
2013; Unal ve Emekli-Alturfan, 2019). PH'da, katlanmamis proteinlerin endoplazmik
retikulum (ER) ile iliskili yikilmasini, LRRK2 ve a-siniikleinin, ERAD’in
(endoplazmik retikulum aktivasyonu ile yikim) E3 aktivitesi (ubikuitin ligaz) igin
substratlart olmasi nedeniyle yikildig1 bildirilmistir (Ding ve Goldberg, 2009; Imai
ve ark., 2000). Bu nedenle ER stresinin PH ilerlemesi i¢in dnemli bir rol oynadigi
One silirilmistiir. Parkin ayrica ubikuitin molekiillerini halka parmak motiflerini
iceren E3 kismi ile baglayabildiginden proteazomal bozulmaya da katilir. Yanlis
katlanmis Parkin ile iliskili endotelin reseptdrii benzeri reseptor (Pael-R) Parkin
tarafindan yikailir.

Parkin mutasyonlari, E3 aktivitesinin kaybina, katlanmis Pael-R'nin birikmesine
ve sonunda ER stresinin neden oldugu hiicre 6liimiine yol agabilir (Mizuno ve ark.,
1998). Pael-R'nin sporadik PH'da Levi cisimlerinin ¢ekirdeginde biriktigi

gosterilmistir (Murakami ve ark., 2004).
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4.4.1. Endoplazmik retikulum stresiyle basetme mekanizmalar:

UPR'nin (katlanmamis protein cevabi) amact ER'nin adapte edilmesini ve
fonksiyonlarin1 yeni kosullara kars1 silirdiirmesini saglamaktir. Adaptasyon
mekanizmalari, ER'de protein katlanmasindan sorumlu genlerin ekspresyonunu
stimiile etmeyi ve yanlis katlanmis proteinlerin yikilmasini ve uzaklastirilmasini
icerir.

Katlanmamis proteinlerin ER'de birikmesi, UPR'de transmembran ER
proteinlerinin salinmasima neden olur. Bu proteinlerin en onemlileri PERK, Irel
(inozitol gerektiren enzim 1) ve transkripsiyon faktorii 6 (ATF6)'dir. Transmembran
ER proteinlerinin N-terminalleri ER saperone Grp78 (glukoz regule eden protein (78
kDa)) tarafindan tutulur ve C-terminus sitozolde bulunur. Katlanmamis proteinlerin
birikmesi, transmembran sinyal molekiillerinin salinimini saglayarak UPR
olusumuna yol agar (Schroder ve Kaufman, 2005; Shen ve ark., 2004). UPR farkli
sekillerde gerceklesir. Bunlardan biri, okaryotik baglatici (initiation) faktoér 2a'nin
(elF2a) alfa alt {initesinin fosforilasyonunu indiikleyen ve bdylece protein sentezini
inhibe eden protein kinaz RNA benzeri ER kinazin aktivasyonudur (Harding ve ark.,
2000). Grp78 uzaklastirilmasindan sonra PERK, oligomerize olur ve otofosforilize
olarak elF2amin fosforilasyonuna ve inaktivasyonuna yol acar. Bu, mRNA
translasyonunun inhibe edilmesine neden olur ve sonunda ER iizerindeki protein
yikiinii azaltir (Harding ve ark., 2000).

Diger bir etki ise, katlanmayan proteinlerin ER 1ile iligkili degradasyon tarafindan
yikilmasidir. UPR ayrica, ER chaperonlarin, transkripsiyon faktorii 6 (ATF6), PERK
ve inositol gerektiren enzim-1 (IRE1) aktivasyonunu aktive ederek etkisiyle uygun
protein katlanmasini saglar (Haze ve ark., 1999). ER stresi, ATF6'nin proteazlar
tarafindan yikilmasma yol agarak cekirdekte ER chaperonlarini aktive eden aktif
ATF6 fragmani pS50'nin salinmasina neden olur (Omura ve ark., 2013).

PERK dimerizasyon ve otofosforilasyonu, elF2a'nin fosforilasyonuna ve
inhibisyonuna yol acar ve mRNA translasyonunun baglangicini azaltir. Bununla
birlikte, ER saperonlarin transkripsiyonunu aktive eden Transkripsiyon faktori 4
(ATF4) mRNA'nin translasyonu, fosforile edilmis elF2a varliginda artar. IREI

otofosforilasyonu ve oligomerizasyonu, IRE1 endoriboniikleazini1 aktive eder ve X-
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box baglayici protein 1 (XBP1) transkripsiyon faktoriinii uyararak ERAD ve protein
katlama genlerini diizenler (Lee ve ark., 2003; Omura ve ark., 2013).

Adaptasyon basarili olmazsa, ER yollar1 konak (host) savunmasi ile ilgili bir
transkripsiyon faktorii olan NF-kB aktivasyonunu uyarir. Artmis ve uzamis ER
stresi, proteazlarin, kinazlarin, transkripsiyon faktorlerinin ve B-lenfoma hiicresi 2
(Bcl-2) familyasi proteinlerinin aktivasyonu dahil olmak iizere hiicrenin apoptotik

yollara gitmesine neden olur (Xu ve ark. 2005).

4.4.2. Mitokondriyel fonksiyon bozuklugu

Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, hem idiyopatik hem de ailesel PH'nin
patogenezinde anahtar bir unsur olarak kabul edilir (Moon ve Paek, 2015). PH
beyinlerinin SNPC'sinde yapilan erken 6liim sonrasi ¢alismalar, elektron tasima
zincirinin hayati bir bileseni olan mitokondriyal kompleks I'in eksik oldugunu
bildirmistir. Bu veriler mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve PH arasindaki ilk
dogrudan baglantilardan birini saglamistir (Schapira ve ark., 1990). Kompleks-I
eksikligi, saglikli deneklere gére PH hastalarinin iskelet kasi ve trombositlerinde de
bulunmustur (Bindoff ve ark., 1991; Krige ve ark., 1992). MPTP (1-metil-4 fenil-1,
2, 3, 6-tetrahidropiridin) maddesinin kotiiye kullaniminin  kalict  Parkinson
semptomlarina (Elbaz ve ark., 2009) neden oldugu kesfedildikten sonra ortaya ¢ikan
diger kanitlar, postmortem incelemede dopaminerjik hiicre kaybini ortaya ¢ikarmistir
(Langston ve ark., 1999). Takip ¢alismalari, oksitlendiginde MPTP'min DA noronlar
tarafindan alindigin1 ve kompleks-1 inhibisyonuna yol agtigin1 géstermistir (Nicklas
ve ark., 1985). Rotenon ve paraquat gibi mitokondriyal kompleks-1 aktivitesini bozan
diger toksinler ve pestisitler, hayvanlarda ve potansiyel olarak insanlarda da
Parkinson fenotipine ve DA hiicre kaybina neden olur (Tanner ve ark., 2011).
Mitokondriyal kompleks-I'deki kusurlar, enerji tiikenmesinden dolayr DA hiicre
6liimiinii yonlendirmede ¢ok 6nemli olabilir (Moon ve Paek, 2015).

Mitokondrinin PH patogenezindeki roliine isaret eden diger bir dnemli ipucu,
ailesel PH’a neden oldugu bilinen genlerin ¢ogunun, mitokondriyal homeostazda rol
oynadigidir. Bir ornek olarak, PINK1 ve parkin (sirasiyla PARK2 ve PARKGO)
genlerinin her ikisi de, mitofaji (Pickrell ve Youle, 2015) olarak adlandirilan bir

islem olan, islevsiz mitokondrinin ¢ikarilmasini diizenleyen yolun hayati bilesenleri
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olmasidir. Her iki gende fonksiyon kaybi mutasyonlar1 bozulmus mitokondriyal
kalite kontroliine neden olur ve otozomal resesif PH’a neden olur (Kitada ve ark.,
1998; Valente ve ark., 2001).

Son olarak, a-siniikleinin kendi basina mitokondriyal fonksiyona miidahale ettigi
bilinmektedir. Ornegin, o-siniiklein mitokondriyal membranla etkilesime girebilir ve
organellerin i¢inde birikebilir. Bu da kompleks-I aktivitesinin zarar gormesine neden
olur ve sonucta mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve oksidatif stresin artmasina
neden olur (Devi ve ark.,, 2008; Luth ve ark., 2014). Daha yeni bir calisma
oligomerik (ancak monomerik veya fibriller olmayan) a-siniiklein ve mitokondriyal
reseptor TOM20 arasinda bir etkilesim oldugunu bildirmistir (Di Maio ve ark.,
2016). Bu etkilesim mitokondriyal protein ithalat makinelerinin bozulmasina,
solunumun azalmasina ve agir1 reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretilmesine neden

olmustur.

4.4.3. Kalsiyumun rolii

Kalsiyum iyon (Ca®") sinyali, noronal ve glial hiicrelerin bakimi igin ¢ok
onemlidir ve SSS'nin patolojik kosullari, Ca?" homeostazindaki bozukluklarla

2+

yakindan iliskilidir. Ca

nin diizensizliginin hiicresel sinyallemeyi engelledigi ve hiicre
Oliimiine yol agan mitokondriye zarar verdigi One siiriilmistir (Ludtmann ve Abramov,
2018).

SSS'deki baslica uyarici ndrotransmiter olan Glutamat (Glu), zardaki spesifik
reseptorlerle etkilesime girer ve O6grenme ve hafiza dahil olmak iizere bir¢ok
norolojik fonksiyonda gorev yapar. Bununla birlikte, siirekli glutamat salimi, N-
metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin kalic1 aktivasyonuna yol agarak noronal
eksitotoksisiteye neden olur. NMDA reseptorlerinin kalsiyumu sodyum ile birlikte
tasimasindan dolayi, kalic1 aktivasyonu hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini arttirir ve bu
da kalsiyum homeostazinin bozulmasina ve nekrotik hiicre Oliimiine yol agar
(Nguyen ve ark., 2015).

Kalsiyum hemostazinin bozulmasinin nedeni, membran potansiyeline bagh
mitokondriyal matrikse kalsiyum aliminin bir sonucu olarak mitokondriyal gézenek
acikliginin uyarilmasidir (Choi ve ark., 2013). Buna gore, artan hiicre i¢i kalsiyum ile
birlikte eksitotoksisite, amiyotrofik lateral skleroz (ALS), Alzheimer hastaligi ve PH
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(Lau ve Tymianski, 2010) dahil olmak tiizere farkli merkezi sinir sistemi (MSS)
hastaliklarinda nérodejenerasyon ile ilgili 6nemli rollere sahiptir.

Normal olarak arttirilmis sitozolik Ca®*, mitokondri ve ER tarafindan
tamponlanabilir veya Na*(Sodyum iyonu)/Ca?" degistiricileri (NCX) ve Ca?*
adenozin trifosfataz (ATPase) araciligiyla hiicre dis1 bosluga ihrag edilebilir (Lytton
ve ark., 2002). Bununla birlikte PH'da L tipi Ca?* kanallar1 kendiliginden aktiftir,
yiiksek sitozolik Ca?* akisina neden olur (Surmeier ve Schumacker, 2013). Ayrica a-
siniiklein'in, hiicre dis1 Ca?* gegisine izin veren plazma membran gbzenekleri
olusturarak sitozolik Ca?" seviyelerini arttirdi1 gosterilmistir (Zakharov ve ark.,
2007). Ote yandan, mitokondriyal Ca®* akisinin PH'da yaygin bir fenotip olup
olmadig1 bilinmemekle birlikte, mitokondriyal Ca?" homeostazinin PH patolojisinde

merkezi bir rol oynadigi gosterilmistir (Ludtmann ve Abramov, 2018).

4.4.4. Sigma 1 reseptorii (Sig-1R)

Sigma reseptdriiniin baslangicta G protein-baglantili opioid reseptorlerinin bir alt
tipi oldugu one stirtilmistir (Piao ve ark., 2003). Bununla birlikte, bir dizi daha
sonraki deney, sigma reseptoriiniin nalokson ve GTP'ye (guanozin triosfat) duyarsiz
oldugunu dogrulamistir (Piao ve ark., 2003; Wilke ve ark., 1999) reseptoriiniin bir alt
tiirli olan sigma-1 reseptorii (Sig-1R), varligr 1970'lerde ilk kez onerildiginden beri
bliyiik oOlgiide gizemli olmasina ragmen, ligandlar cesitli durumlarda terapotik
potansiyel gostermistir (Piao ve ark., 2003). Hiicresel diizeyde, Sig-1R'nin ana eylem
bolgesi ER'dir (Su ve ark., 2010). Bununla birlikte, son zamanlarda, mitokondriyal
ile iligkili ER membrani (MAM) olarak adlandirilan ER zarinin 6zel bir alt
bileseninde olduk¢a zengin oldugu gosterilmistir (Hayashi ve Su, 2005). Sig-1R
ligandlar1, iyon kanali aktivitesi, noronal atesleme, noronal farklilasma, kanser
biiylimesi ve hiicre 6liimii / apoptozis gibi hiicresel fonksiyonlar1 ve ayrica madde
bagimlilig1 (6rn. kokain ve metamfetamin kdotiiye kullanimi), depresyon, sizofreni,
amyotrofik lateral skleroz ve Alzheimer hastaligi gibi norolojik ve noropsikiyatrik
bozukluklar ile ilgili davranislari modiile eder (Maurice ve Goguadze, 2017;
Mavlyutov ve ark., 2010; Mavlyutov ve ark., 2013; Su ve ark., 2010). Sig-1R
ligandlarinin  benzersizligi, etki tarzlarindadir. Deney hayvanlarinda, yalnizca

patolojik kosullar altinda, 6zellikle ER veya mitokondriyal stres altinda terapdtik bir
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etki gosterirler ve normal naif hayvanlarda etkisi yoktur (Hayashi ve Su, 2007,
Hayashi ve Su, 2004; Maurice ve Goguadze, 2017; Nguyen ve ark., 2017). Genel
olarak fizyolojik veya davranmissal islevleri normallestirmek i¢in hareket ederler
(Hayashi ve Su, 2004). Sig-1R ligandlarinin benzersiz "normallestirici" etkisi, Sig-
IR’nin stres proteini olma ve molekiiler saperon gibi o6zelliklerine kismen katki

saglayabilir.
4.44.1. Sigma 1 reseptoriiniin yapisi

Son caligmalar Sig-1R'nin ER membraninda oligomerler (6rnegin trimerler)
olusturdugunu ve bir Sig-1R ligand baglama cebi yarattigini belirlemistir (Schmidt
ve ark.,, 2016; Su ve Hayashi, 2003). Kristallografik bir g¢alisma, Sig-1R'nin,
proteinin ortasinda tek bir transmembran domainine sahip oldugunu gosterdi, ancak
diger ¢alismalar, iki transmembran domaini olan modeller 6nermistir (Ortega-Roldan
ve ark., 2015; Penke ve ark., 2018; Schmidt ve ark., 2016). Her ne kadar
kristalografik galisma sitoplazmik ortamda lokalize olan C-terminalini dnermesine
ragmen, biyolojik ve fizyolojik olarak ilgili membranlar1 kullanan son bir ¢aligma
Sig-1R'nin C-terminalini igeren uzun bir ER liimenal domainine sahip oldugunu
acikca gostermistir (Mavlyutov ve ark., 2017; Schmidt ve ark., 2016) askorbat
peroksidaz 2 (yani APEX2) ekli Sig-1R'yi ND7/23 hiicrelerinde (fare noroblastoma
hiicre hatt1) veya dorsal kok ganglion ndronlarinda ifade ederek, gostermistir ki 1)
Sig-1R'nin N-terminali, sitozole, C-terminali ER liimene; 2) transmembran alani, 1-
80 arasindaki amino asitler arasinda bulunur. C-terminal hidrofobik alani
oligomerlerin olusumunda rol oynuyor gibi goriinmektedir (Schmidt ve ark., 2016).
Boyut eleme kromatografisi, Sig-1R ligandlarmin Sig-1R oligomerizasyonunda
degisikliklere aracilik ettigini gosterdi (Gromek ve ark., 2014). Bu arada, FRET
(Floresans rezonans enerji transferi) calismalar1 ayrica Sig-1R agonistlerinin ve
antagonistlerinin sirasiyla oligomer ayrismasi ve stabilizasyonuna neden oldugu
yoniindeki 6nceki bulguyu da desteklemektedir (Mishra ve ark., 2015; Yano ve ark.,
2018).

4.4.4.2. Sigma 1 reseptoriiniin noron korunum etkisi

4.4.4.2.1. ER ve mitokondriyal fonksiyonun modiilasyonu
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Bir saperone olarak Sig-1R, UPR'yi modiile eder. Normal kosullar altinda Sig-1R,
bagka bir ER-chaperone BiP (immunoglobin baglayict protein) ile bir kompleks
olusturan MAM'da hareketsiz durumdadir (Hayashi ve Su, 2010). ER stresi veya
ligand stimiilasyonundan sonra Sig-1R, BiP'den ayrisir ve UPR'nin 3 ana dalinin
aktivitesini modiile eder (PERK, IREla, ATF6). ER stresi ayrica Sig-1R

ekspresyonunun diizenlenmesi ile de iligkilidir.

Sig-1R asir1 ekspresyonu, muhtemelen dogrudan protein-protein etkilesimi ile
PERK ve ATF6'nin aktivasyonunu azaltarak hiicre sagkalimini arttirir. Sig-1R'nin
diistik aktivitesi, IREla'nin konformasyonunu bozar ve hiicre sagkalimimi azaltir

(Mori ve ark., 2013).

Sig-1R ligandlari, 6rnegin mitokondriyal fonksiyonu iyilestirir, 6rn. agonist N-
benzyl-N'-(2-hydroxy-3,4-dimethoxybenzyl) piperazine (BHDP) sican karaciger
hiicrelerini korumustur. Bir bagka agonist olan SA4503 (1-(3,4-Dimethoxyphenethyl)
-4-(3-phenylpropyl) piperazine dihydrochloride), kardiyomiyositleri iskemik strese
kars1 korumustur. Sig-1R agonistleri mitokondriyal solunum ve adenozin trifosfat
(ATP) sentezini korudu (Francardo ve ark., 2014; Karch ve Goate, 2015). ER-stres
altinda Sig-1R, BiP kompleksinden ayrisir, daha sonra dogrudan IP3R3 (inozitol 1, 4,
5-trifosfat reseptor 3) ile etkilesime girer ve yapisini stabilize eder. IP3R3 sirayla
Ca?* alimini ve hiicre sagkalimimi arttirir (Hayashi ve Su, 2007).

Sig-1R, mitokondriyi hedef alan pro- ve anti-apoptotik sinyalleri de
diizenleyebilir: reseptor aktivasyonu, Bcl-2 ifadesini arttirir, yiiksek Bel-2 seviyesi,
IP3R (inozitol 1, 4, 5-trifosfat reseptor) ile etkilesime girerek, IP3R aracili
mitokondriyal Ca?* alimini ve ATP iiretimini arttirir (Rizzuto ve ark., 2009; Yang ve
ark., 2007).

4.4.4.2.2. ROS iiretiminin zayiflatilmasi

Sig-1R knockout veya knockdown farelerin dokularinda oksidatif hasarda artis
oldugu gosterilmistir (Pal ve ark., 2012). Sig-1R'nin aktivasyonu, muhtemelen ROS-
noétrlestirici proteinlerin modiilasyonu, antioksidan tepki elementlerinin (NAD(P):
kinin oksidorediiktaz 1 (NQOL1), siiperoksit dismutaz (Wegleiter ve ark., 2014)

diizenlenmesi yoluyla ROS birikimini azaltir.
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4.4.4.2.3. Ca’*-homeostaz: ve glutamat aktivitesi

Sig-1R'lerin aktivasyonu, glutamatin (Glu) eksitotoksik etkisini azaltabilir. Asirt
Glu etkileri iskemik inme ve travma gibi akut olaylar sirasinda veya daha hafif
olabilir, ancak AD, PD, HD ve ALS gibi kronik NDD'lerde uzayabilir (Rousseaux ve
Greene, 2016).

Hiicre i¢i Ca?* homeostazinin diizenlenmesi, Sig-1R  ligandlarinin
noroptoteksiyon gergeklestirdigi ana mekanizmalardan biridir. (+)- Pentazosin,
primer sigan kortikal noronlarinda toksik glutamat konsantrasyonunda Ca®*akisin
modiile eder (Klette ve ark., 1995). Sig-1R agonistleri, Na-azid - glukoz yoksunlugu
iskemisi modelinde hiicre i¢i Ca?* yiikselmesini hafifletir (Katnik ve ark., 2006). Sig-
IR, IP3R3 reseptdrlerinin stabilizasyonu yoluyla mitokondri igine Ca?* girisini tesvik
ederek ER Ca?* konsantrasyonlarinin normallestirilmesiyle hiicre sagkalimma katilir
(Hayashi ve Su, 2007). Sig-1R'lerin belirli sartlar altinda aktivasyonu, eksitotoksik
hasarin baslica aracilar1 olan NMDA reseptorlerini inhibe eder (Hazell, 2007; Zhang
ve ark., 2011).

4.4.4.2.4. Glial aktivitenin modiilasyonu

Sig-1R ligandlari, inme ve ALS'nin kemirgen modellerinde reaktif astrogliyozu
iyilestirebilir (Ajmo ve ark., 2006; Peviani ve ark., 2014). Benzer sekilde, Sig-1R
ligandlari, PH ve ALS hayvan modellerinde mikroglial aktiviteyi modiile ederek,
hem M1 hem de M2 tipi mikroglial cevaplar etkiler (Francardo ve ark., 2014; Katnik
ve ark., 2006; Peviani ve ark., 2014). Sig-1R, enflamatuar ve onarici mikroglial
tepkileri dengeleyerek noroprotektif ve noro-onarim etkilere neden olur: ALS model
bir hayvanin PRE-084 (2-(4-Morpholinethyl) 1-phenylcyclohexanecarboxylate
hydrochloride) ile tedavi edilmesi, noronal onarim ile iliskili glial hiicre sayisini

arttird1 (Peviani ve ark., 2014).

4.4.5. Voltaj bagimh anyon kanal proteini (VDAC)

Son yillarda yapilan arastirmalar, mitokondrinin hiicresel enerji iiretiminin ¢ok
otesindeki islevleri oldugu goriisiinii gelistirmistir. Mitokondrinin hiicre sinyal
olaylarinda, organlar arasi iletisim, yaslanma, hiicre cogalmasi, hastaliklar ve hiicre

Oliimiinde ¢ok onemli bir rol oynadig1 kabul edilmektedir. Bu nedenle mitokondri,
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apoptozun (programlanmis hiicre 6liimii) diizenlenmesinde merkezi bir rol oynar ve
hiicre yasamina veya 6liime yol acan hiicresel kararlarin mekan1 olarak hizmet eder.
Hiicre yasamini ve Oliimiini kontrol eden mitokondrial proteinlerden biri,
mitokondriyal porin olarak da bilinen voltaj bagimli anyon kanalidir (VDAC).
Mitokondriyal dis zarda bulunan VDAC, mitokondriyal metabolitlerin giris ve
cikisinda kapi bekgisi olarak iglev goriir, boylece mitokondri ile hiicrenin geri kalani
arasindaki etkilesimi kontrol eder. VDAC ayrica mitokondri aracili apoptozda
anahtar bir oyuncudur. Dolayisiyla, mitokondrinin metabolik ve enerjik
fonksiyonlarii diizenlemenin yani sira, VDAC 1, ¢esitli ligandlar ve proteinlerle
birlesmesinin aracilik ettigi ¢esitli hiicre sagkalimi ve hiicre 6liimii sinyallerinde

etkili oldugu diistiniilmektedir (Shoshan-Barmatz ve ark., 2010).

4.5. Parkinson Hastaliginda Enflamasyonun Rolii

45.1. NF-kB ve NF-kB aktive eden protein (NKAP)

NF-xB (Niiklear faktor kappa B), enflamatuar yanitlar ve antiapoptotik
etkileriyle ¢cok sayida genin ekspresyonunu diizenleyen, bir¢ok yolakta tanimlanmis
bir transkripsiyon faktoriidiir. NF-kB'nin regiilasyonunun bozulmasi, romatoid artrit
ve kanser gibi ¢ok cesitli hastaliklarin patogenezinde rol oynar. NF-kB, tiimor nekroz
faktorii (TNF), interlokin-1 (IL-1) ve lipopolisakkarid (LPS) gibi farkli uyaricilar ile
aktive edilir. NF-«B aktive eden protein (NKAP) TNF-a ve IL-1 ile indiiklenen NF-
kB aktivasyonunda son yillarda tanimlanmis niikleer bir regiilator proteindir. NKAP
ekspresyonun baskilanmasinin TNF-a IL1 ile indiiklenen NF-xB aktivasyonunu

inhibe ettigi gosterilmistir (Chen ve ark., 2003).

Baslangicta Chen ve ark (2003) tarafindan NF-xB aktivasyonunun diizenleyicisi
olarak tanimlanan NKAP, cesitli hiicresel fonksiyonlara sahiptir. NKAP''n PTEN
veya hiicresel metabolizma veya kanserin diizenlenmesi ile baglantili oldugu
bilinmemektedir. NKAP’in, PDHK1 (Piruvat dehidrogenaz kinaz 1) ifadesini
diizenleyen NFkB'yi aktive etme kabiliyeti gbz Oniine alindiginda fosfo-proteomik
verilerden kaynaklanan PTEN efektor aday1 olarak NKAP'a 6ncelik verilmistir.
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PH'a neden olan hastalik mekanizmalar1 iyi anlasilmamasima ragmen, son
yillardaki c¢alismalar bu hastaliktaki nigrostriatal dejenerasyonda inflamasyonun
roliinii kuvvetle desteklemektedir (Dauer ve Przedborski, 2003). Bu c¢alismalardan
bazilarinda nonsteroidal antiinflamatuar ilaglara erken miidahalenin hastalik
insidansini yavaglattigi gosterilmistir. Ayrica, onemli mikroglial aktivasyonun hasar
gormiis veya Olmekte olan dopaminerjik ndronlara yakin bolgelerde gerceklestigi

gosterilmistir (Ghosh ve ark., 2007).

Proinflamatuar molekiillerin promotor bolgeleri, NF-kB icin DNA baglanma
bolgesini igerir. Ayrica, NF-«kB aktivasyonunun inhibisyonu, proinflamatuar
molekiillerin indiiksiyonunu azaltir. Bu sonuglar, NF-kB'nin inflamasyonun onemli
bir diizenleyicisi oldugunu gostermektedir. NF-kB regiilasyonunun Parkinson
hastaliginda da 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Mikroglial hiicrelerin aracilik ettigi
kronik inflamasyon, beyinde dopamin iireten ndronlarin 6liimiine katkida bulunan
temel siirectir. Bu mikroglial hiicreler tarafindan enflamatuar {irlinlerin {iretimi,
PH’de gelisen yavas ve yikicr siireci karakterize eder. NF-kB, inflamasyonda kritik
200'den fazla genin ekspresyonunu ve mikroglial hiicre i¢indeki immiin tepkisini
kontrol eden bir proteindir ve NF-kB'nin ekspresyonunu inhibe etmeyi amaglayan
tedavilerin, PH’ nin ilerlemesinin yavaglatilmasinda basarili olacagina inanilmaktadir

(Hayden ve Ghosh, 2008).

45.2. Timor nekroz faktorii

Ik olarak yag dokuda makrofajlardan elde edildigi tanimlanan TNF-o, immiin
isleyisi diizenleyen ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir. Tnf-a islevlerini Tip 1 ve Tip 2
TNF-a reseptorleri iizerinden gosteren 26 kDa agirliginda bir serum proteinidir. En
onemli liretim yerleri; T lenfositler, uyarilmis makrofajlar ve dogal 6ldiiriicii (natural
killer) hiicrelerdir. Az miktarda ise diiz kas hiicreleri, bag dokusu hiicreleri ve kanser

hiicrelerinde tiretilirler (Naylor ve ark., 1993).

TNF-a salg1 proteini olmasinin yani sira transmembran proteini olarak da tretilir
ve homotrimerik yapiya sahiptir (Li ve ark., 2000). TNF-a kompleks islevleri olan
bir sitokindir. TNF-o’nin bolgesel salinimi akut hastalik durumlarinda viicut igin

yararlidir. Bu faydasimi vaskiiler endotel tabakasindaki adhezyon proteinlerinin
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yapimini artirarak, notrofil ve makrofajlar basta olmak tizere bagisiklik hiicrelerinin

enfekte olmus veya doku tahribatina ugramig bolgeye gogiinii saglayarak gosterir.

Ayrica TNF-a fagositleri uyararak onlarin patojenleri ve yikim sonrasi olusan
hiicre parcalarim1i  yok etmelerine aract olur. Bunlarin yam1 sira yiiksek
konsantrasyonda TNF-a’ya uzun siire boyunca maruz kalmanmn sonucunda ciddi
hasarlar olusabilir. Yiiksek TNF-o miktarinin toksik sok ve travma hastalarinda

metabolizmahasariile iligkili oldugu saptanmistir (Li ve ark., 2000).

TNF-a, reseptorleri ile baglanti kurdugunda iki farkli sinyal iletim
mekanizmasmi uyarilabilir:  Birincisi NF-«kB (Niikleer Faktor Kappa B)
aktivasyonudur. NF-kB hiicre ¢ogalmasi, hiicre canliligi, bagisiklik sistemi, apoptoz
ve farkli proteinlerin transkripsiyonel diizenlenmesinde gorev alan bir transkripsiyon
faktoriidiir. NF-kB hematopoietik hiicrelerin ya da solid tiimorlerin gelismesinde
gorev alir. Saglikli hiicrelerde NF-«xB aktif degildir. Kanser hiicrelerinde NF-kB'nin
inhibe edilmesinin hiicre dongiisiinii durdurdugu ve hiicreyi apoptoza gotiirdigi
saptanmistir. TNF etkisi ile NF-kB’nin inhibitoriiniin yikimi saglanarak, NF-KB
aktivasyonu gerceklestirilir (Bharti ve Aggarwal, 2002).

4.5.3. Toll benzeri reseptor 4a

Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) ilk olarak Drosophila'daki protein igeriginde
tanimlanmistir. Daha sonra, mikrobiyal enfeksiyona karsi dogal bagisikligin
saglanmasindaki 6nemi kabul edildi ve TLR4, TLR ailesinde ilk tanimlanmis memeli
homologudur. Kazanilmig immiinitenin aksine, dogal immiinite, patojenik istilaya
kars1 ilk savunma hattidir. TLR iiyeleri ¢ogunlukla astrositler ve néronlardan ziyade
mikrogliada ifade edilir. TLR4, siklikla mikrogliada ifade edilmesine ragmen,
bakteriyel LPS'ye cevap olarak astrositler ve néronlarda da iretilir (Li ve ark., 2000;
Wright, 1999).

Enflamatuar belirtecler lizerine yapilan calismalarda, TLR'lerin yaslanma ile
ilgili norodejeneratif hastaliklarda yer aldigini gostermistir. Noronal fonksiyon
bozuklugu durumunda, farkli proinflamatuar sitokinler ve kemokinler, ayrica cesitli

reaktif oksijen tiirlerini aciga ¢ikaracak sekilde bazi hiicre ici sinyal kaskadini

26



baslatirlar. Noronlara ek olarak, mikroglia ve astrositler de bu sinyal kaskadindan
etkilenir. Bu slireg, hiicrenin hayatta kalmasi i¢in faydali, etkisiz veya zararli olabilir.
TLR'ler, her ikisi de noroenflamasyondan sorumlu olan ve farkli yasa bagli nérolojik
kosullarin patogenezi ile baglantili olan NF-B ve pro-IL-1pB'yi (pro-interlokin 1)

aktive etmek icin agagi akis yolunu aktive eder.

TLR4 ayrica farkli hayvan modellerinde beyinde TNF-a, IL-1B ve interlokin-6
(IL-6) tiretimi gibi enflamatuar sitokinlerin uyarilmasinin yani sira, NF-kB'nin glial
hiicre ekspresyonu ve aktivasyonunda da dnemli bir rol oynar. Hem TLR2 hem de 4
sinyali, glial hiicrelerin ve diger enflamatuar sitokinlerin aktivasyonunda rol oynar ve

beyindeki enflamasyonda etkilidir (Teng ve ark., 2009).

45.4. Interlokin 21

Interlokin-21 (IL-21), esas olarak T hiicreleri ve dogal oSldiiriici T (NKT)
hiicreleri tarafindan iiretilen pleiotropik bir tip | sitokindir. Bu sitokin, CD4" ve CD8"
yardimciT hiicreleri, B hiicreleri, makrofajlar, monositler ve dendritik hiicreler
(DC'ler) dahil, ancak bunlarla sinirli olmamak iizere ¢ok ¢esitli hiicre tipleri iizerinde

farkli etkilere sahiptir.

IL-21 stimiilasyonu, immiin yanitlarin indiiklenmesine veya baskilanmasina
neden olabilir, bu nedenle IL-21 ile iliskili immiinoterapotik ajanlarin klinik
kullanimi sirasinda IL-21'in hem uyarict hem de bastirict etkilerinin goz Oniinde
bulundurulmasi gerekir. IL-21'in biyolojik etkileri ayrica mikro-ortamdaki diger

sitokinlerin veya sinyal molekiillerinin varligindan da etkilenir.

4.6. Fluvoksamin

Ticari isim olan Lovox olarak bilinen Fluvoxamine, segici bir seratonin (5-HT)
geri alim inhibitoridiir (SSRI) (Coleman ve Block, 1982; Hashimoto ve ark., 2007)
(Sekil 1). Bir antidepresan olarak, fluvoksamin, sizofreni ve major depresif bozukluk
gibi noropsikiyatrik bozukluklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilir (Dalle ve ark.,
2016; Dalle ve Mabandla, 2018; Niitsu ve ark., 2012).
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Sekil 1. Fluvoksamin'in yapisi

Ek olarak, bu ilag, hiicre fonksiyonunun diizenlenmesi ve hayatta kalma,
norotransmiter salinimi, kalsiyum sinyallemesi, iltihaplanma, endoplazmik stres,
mitokondrial stres, sinaptogenez de dahil olmak {izere bir¢ok sinir mekanizmasinda
yer alan sigma-1 reseptoriinde (Sig-1R) (Hashimoto ve ark., 2007) agonist aktivite
sunar (Hall ve ark., 2009; Maurice ve Su, 2009; Nguyen ve ark., 2017; Su ve ark.,
2010; Urani ve ark., 2002). Sig-1R, 6zellikle mitokondriye bagli ER membranlarinda
bulunan ve beynin hiicresel farklilagsmasi, ndroplastisitesi, néron korunumu ve
beynin kognitif calismasi ile iliskili oldugu diisiiniilen ligand-diizenlenmis (ligand-
regulated) endoplazmik retikulum saperondur (Hayashi ve Su, 2007; Marrazzo ve
ark., 2005; Maurice ve Goguadze, 2017; Takebayashi ve ark., 2004). Fluvoxamin'in
ndronlart korumak i¢in hem motor hem de motor olmayan komplikasyonlarda etkili
olabilecegi disiiniilmektedir. Fluvoxamine, ndrotransmiter serotonini baglayan ve
inhibitér nérotransmisyona aracilik eden 5-HT1A reseptorii ile L-DOPA'nin (L-3,4-
dihidroksifenilalanin) neden oldugu motor karmasikliklarini koruyabilir (Ichimaru ve
ark., 1995). Ayrica, 6-OHDA (L-dihidroksifenilalanin) ile indiiklenmeden Once
fluvoksamin ile muamele edilmesinin, anksiyete benzeri davranis sergileyen bir
Parkinson sigan modelinde dejenerasyonu saglayan DA noronlarinda hassasiyetin
azaldigi ve Parkinsonian non-motor problemleri hedefleyerek DA néronlariin
korunabilecegi gosterilmistir (Dalle ve ark., 2016).

Fluvoxamine ayrica ndronlar iizerinde antiinflamatuar ve antioksidan etkilere
sahiptir (Dalle ve ark., 2017). Maternal olarak ayrilmis siganlar ile ¢alisilmis bir
calismada, flilvoksamin maruziyeti sonrasi stresli sicanin prefrontal korteksindeki

lipid preoksidasyon seviyelerinin azaldigi, antidepresanlar {izerine yapilan diger
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caligmalarda stresli hayvanlarda oksidatif stresi azalttigin1 gostermesi ¢alismalartyla

tutarlidir (Dalle ve ark., 2017).
4.7. Rifampisin

Rifampisin, genis spektrumlu bir antibiyotiktir ve Nocardia mediterranei'nin
fermantasyon {irlinlerine aittir (Acocella, 1978; Chao ve ark., 1996; McGeer ve
McGeer, 2013; Mindermann ve ark., 1993; Yulug ve ark., 2014). Rifampisin, esasen
ilacin beyin parankimine BBB boyunca tasinmasindan sorumlu olan bir lipofilik
alifatik ansa zinciri (Tomiyama ve ark., 1996) (Sekil 1) tarafindan yayilan bir nafto-

hidrokinon kromoforundan olusur (Acocella, 1978; Mindermann ve ark., 1993).

Naftol halkasi

Sekil 2. Ansa kopriisii ve naftol halkasini igeren rifampisinin yapisal formiilii
(Campbell ve ark., 2001)

Rifampisin, uygulamadan 1-4 saat sonra maksimum serum konsantrasyonuna
ulagir ve plazma yar siiresi 2-5 saattir (Acocella, 1978; Mindermann ve ark.,
1993).Geleneksel anti-enfeksiydz etkisinin Otesinde, rifampisin ayrica ¢esitli

deneysel ¢alismalarda Onemli noroprotektif etki de sergiler. Rifampisinin
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noroprotektif etkisi, Parkinson hastaligi ve multisistemik atrofi dahil olmak {izere
cesitli norodejeneratif hastaliklarda gosterilmistir. Altta yatan etki mekanizmasi,
artmis dopaminerjik hiicre sagkalimi, azalmis alfa siniiklein toksisitesi ve kritik
sitoprotektif saperon ve anti-apoptotik proteinlerin (yani, glikoz diizenleyici protein
78 ve Bcl-2) modiilasyonu yoluyla mitokondriyal ve endoplazmik retikiiler stresin
stabilizasyonu ile iligkili olan MPP* (1-metil-4-fenilpiridiniyum) kaynakli apoptozu
igerir (Bi ve ark., 2011; Li ve ark., 2004; Li ve ark., 2014; Lin ve ark., 2017; Low ve
ark., 2014; Ubhi ve ark., 2008). Ayrica, rifampisinin serbest radikal hasarini
hafifletebilecegini ve nihayetinde O©nemli ndoroprotektif etkiyle sonuglanan
noroinflamatasyonu azaltabildigini gosteren hizla yinelenen kanitlar vardir (Kilic ve
ark., 2004). Ornegin, son zamanlarda yapilan bir ¢alisma, rifampisinin, Parkinson
hastaliginda rifampisinin potansiyel anti-enflamatuar roliinii destekleyebilen niikleer
faktor-kappa B'yi baskilayarak, toll benzeri reseptor 2'yi (TLR2) ve mitojenle aktive
olan protein kinazlar1 (MAPK) azaltabilecegini gostermistir (Bi ve ark., 2013; Bi ve
ark., 2011; Kim ve ark., 2009).

Rifampisin, Mycobacterium tuberculosis ve diger mikobakteriyel enfeksiyonlara
karst yaygin olarak kullanilan bir makrosiklik antibiyotiktir [8]. Cesitli hastalik
modellerinde noroprotektif etkilere yol agtigi bildirilmistir (Cummings, 2004; Estus
ve ark., 1997; Hardy ve Higgins, 1992; Philipson ve ark., 2010). Epidemiyolojik
caligmalar, rifampisin kullanan leprozili hastalarin, demans insidansinin anlaml
derecede diisiik oldugunu ve rifampisin olmayanlara kiyasla amiloid-beta birikiminin
azaldigin1 gostermistir (Estus ve ark., 1997; Hardy ve Higgins, 1992). Kilic ve
arkadaslar1 (Kilic ve ark., 2004) rifampisinin, MPP* zehirlenmesinden sonra
dopaminerjik néronlarda sagkalimlarin kontrol kiiltiirlerine kiyasla anlamli sekilde
arttirdigin1 bulmuslardir. Rifampisin kan-beyin bariyerinden gecebilir, bu nedenle
periferik uygulama terapétik etkiler olusturmak igin yeterlidir. In vivo calismalar,
rifampisinin, fare beyinlerinin nigrostriatal dopamin ndronlarinda MPTP ile

indiiklenen ndrodejenerasyonu azalttigini gostermistir (White ve ark., 2005).

4.8. Zebra Baliklarinda Rotenon ile Olusturulan Parkinson Hastaligi Modeli

Rotanoidler ailesinden bir kimyasal olan Rotenon, deneysel PH modellerini

uyarmak i¢in en ¢ok kullanilan kimyasallardan biridir. Rotanoitler, ¢esitli bitkilerin
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govdelerinde, tohumlarinda ve koklerinde kendiliginden olusan dogal sitotoksik
kimyasallardir (Bové ve ark., 2005; Xiong ve ark., 2012). Rotenon su ve toprakta
kolayca bozulur, ortamda yarilanma 6mrii 1-3 giindiir. PH olusum olasilig1 rotenona
maruz kalma ile ¢ok diisiiktiir. Rotenon, insanlar tarafindan yalnizca oral yoldan
kullanildiginda PH'ye neden olabilir. Rotenon bagirsaklardan tamamen emilmesine

ragmen, karaciger tarafindan yavas¢a metabolize edilir (Bové ve ark., 2005).

Rotenonun lipofilik yapisi, kan beyin bariyerini kolayca ge¢cmesini ve
organellerde birikmesini saglar. Hiicrede mitokondriyel kompleks I’i ve proteosomal
aktiviteyi inhibe eder ve ROS olusumuna neden olur (Hisahara ve Shimohama,
2010). MPTP'den farkli olarak, rotenon, a-syn fibrillerinin olusumunu indiikler
(Xiong ve ark., 2012). Yiiksek doz rotenona maruz kalan fertilizasyondan sonra 24
saatte embriyo fenotiplerinde bozulmalar bildirilmistir. Maruziyetin dordiincii
giiniinden sonra, larva 6liimiine neden olan etkiler ¢ok siddetli hale geldi (Bretaud ve
ark., 2004). Rotenon, a-syn birikimine neden olur ve yakin zamanda yapilan
calismalar PARKIN ve PINK1 geninin silinmesini, DJ-1 geninin susturulmasinin ve
a-syn'in asir1 ekspresyonunun, rotenon kaynakli toksisiteyi arttirdigini gostermistir

(Franco ve ark., 2010).

Rotenon maruz kalan yetigskin zebra baliklarinda, azalmis motor fonksiyon ve
dopamin seviyesi ve bozulmus olfaktor fonksiyon gosterilmistir (Wang ve ark.,
2017). Zebra baligi embriyolar1 rotenona maruz kaldiginda, ventral diensefalonda
azalmis dopamin miktar1 ve diensefalonda artan oksidatif hasar belirtegleri ve

apoptotik aktivite bildirilmistir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1 Zebra Baliklar1 Bakim ve Beslenme Prosediirii

Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanan
calismamizda Bogazi¢i Universitesi’nden temin edilen ve ZEBTEC akvaryum
sisteminde barindirilan yetigkin yabani tip AB susu zebra baliklar1 deneylerimizde
kullanilmigtir.  Zebra baliklar1  bilgisayar kontrolli ZEBTEC akvaryumda
barindirilmistir (Resim 1). Glinde 14 saat giin 15181na, 10 saat karanlik olacak sekilde
aydinlatma sistemi kurularak sirkadiyen ritimleri olusturulmustur. Sicaklik ve nem
sirastyla 28 + 1 °C ve %61 olarak ayarlanmis ve otomasyon sitemle sabit tutulmustur.
Sistemin suyunun pH’s1 6,9-7,2 aras1 ayarlanmig ve sabit tutulmustur. Fiziksel ve UV
sistemlerini iceren filtrasyon sistemi ile baliklarin ortam temizligi saglanmistir.

Giinde iki kez kuru yem ve bir kez de canli yem ile toplam ii¢ kez beslenmislerdir.

Resim 1. ZEBTEC Mini Akvaryum sistemi
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5.2. Kullanilan Cihazlar

Deneylerde kullanilan cihazlar Tablo 1’de verilmistir.

Vortex

Santrifij
Spektrofotometre
RT-PCR

DNA-RNA izolasyon cihazi
Homojenizator
Buzdolabi1

Akvaryum

pH metre

Magnetik karistirict
Hassas terazi

Otomatik pipetler
SDS-PAGE Jel Sistemi
Blotlama Sistemi

Jel Goriintiileme Sistemi

5.3. Kullanilan Kimyasallar

Calismamizda kullandigimiz maddeler

V-1 PLUS, Biosan

Sigma 1-16K, Sigma

Shimadzu UV-120-02

Rotor Gene-Q, Qiagen

QIlAcube, Qiagen

Tissuelyser LT, Qiagen

Indesit TAA 12V

Zebtec mini sistem

Hanna HI 2211

Witeg Wisd Hotplate Stirrer MSH
Shimadzu AT X224

Rainin

Mini-Protean Electrophoresis System, BioRad
Trans-Blot Turbo Transfer System, BioRad
ChemiDoc XRS+, BioRAD

analitik safliktadir. Sigma, Merck, Fisher

Bioreagents, Acros, Biovision, TRC Canada ve Bio-Optica firmalarindan tedarik

edilmis ve kullanilmistir (Tablo 2).

Tablo 1. Deneylerde kullanilan kimyasallar

Siit Tozu

LabScientific, M-0841

TEMED

Fisher Scientific, BP150-100

Amonyum Persiilfat

Fisher Scientific, BP179-100

M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent

Thermo Scientific, 78505

B-merkaptoetanol

Sigma A., M6250

Glycine Sigma A., 50046
Tris-Base Sigma A., 10708976001
Sodyum Chloride Sigma A.,57653
Tween-20 Sigma A, P9416

SDS Sigma A., 71725

RNA izolasyon Kiti Qiagen, 74104

cDNA Sentez Kiti

Qiagen, 330404
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Tablo 2. Deneylerde kullanilan kimyasallar (devam)

Anti-Sigma-1R Antikoru Abcam, ab151288
Anti-PARK?7/DJ1 Antikoru Abcam, ab11251

Goat Anti-Mouse 1gG H&L (HRP) Abcam, ab6789

NKAP Polyclonal Antibody Thermo Scientific, PA5-70748
Mitokondri Izolasyon Kiti Thermo Scientific, 89801
Clarity™ Western ECL Substrate BioRad, 1705060

TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylam ide Kit, 10% BioRad, 1610183
Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini Nitrocellulose Transfer Kit BioRad, 1704270

Sam ple Buffer, Laemm li 2x Concentrate Sigma A., S3401

iBright™ Prestained Protein Ladder Thermo Scientific, LC5615
Rabbit polyclonal, antiserum 1, N-terminal Peptide Synaptic Systems 128 002
Goat Anti-Rabbit 1gG H&L (HRP) Abcam, ab6721

Rotenon Sigma A., 45656

Fosfat Tampon Tuzu Tablet (PBS) Sigma A., P4417
Rifampisin Sigma A., R3501
Fluvoksamin Maleate Sigma A., F2802

Tricaine Sigma A., A5040

5.4. Maruziyet Uygulanmasi
Yetigkin Zebra baliklarinda maruziyet gruplari,

v' Kontrol (K)

v" Rotenon (2 mg/kg)

v" Rotenon (2 mg/kg) +Rifampisin (20 mg/kg)
v" Rotenon (2 mg/kg) +Fluvoksamin (20 mg/kg)

Maruziyet gruplarindaki baliklar sistem suyu bulunan tanklarda her grupta 20
hayvan olacak sekilde barindirilmistir. Tanklarda akvaryumlarinda yasadiklari ortami

olusturmak icin sistem suyu kullanilmis ve gerekli oksijen pompalar1 baglanmistir.

Rotenon ve rifampisin kimyasallar1 sivi yag (Yudum marka) igerisinde,
fluvoksamin ise distile suda ¢oOziinmiistiir. Kimyasallar hayvanlara karin igi
enjeksiyon ile verilmistir (Resim 2). Enjeksiyon dncesi 4mg/ml Tricaine soliisyonu
icerisinde anestezi yapilmistir. Hayvanlarin enjeksiyondan minimum oranda

etkilenmeleri i¢in insiilin enjektorii kullanilmistir.
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Haftada iki kez olmak {izere su degisimi yapilmig ve iki giinde bir su igindeki
atik maddeler pipet ile toplanarak temizlenmistir. Maruziyet siiresi 3 hafta olarak
uygulanmistir. Kontrol gruplar1 ise 2 hafta boyunca herhangi bir maruziyete

birakilmaksizin sistem suyunda tutulmustur.

Resim 2. Zebra baliklarinda karin igi enjeksiyon

5.5. Lokomotor Aktivite Testi (Bretaud ve ark., 2004)

Maruziyet sonrasinda her gruptaki baliklara hareketliliklerinde degisiklik olup
olmadigint belirlemek icin lokomotor aktivite testi uygulanmisti. Bu amacla
boyutlar1 (25 cm x 9 ¢cm x 6,25 ¢cm) ve hacmi (1,5 L) olan tank kullanilmistir. Bu
tankin alt kismina goriilebilecek sekilde esit uzaklikta (6,25 cm) dik ¢izgiler ¢izilerek
5 dk boyunca Zebra baliklarinin hareketleri izlenmistir ve gectikleri ¢izgiler
sayillmistir (Resim 3). Zebra baliklari izleme tankina alindiklarinda sakinlesmesi igin

bir siire beklendikten sonra siire baslatilmistir.
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Resim 3. Lokomotor aktivite testi

5.6. Gen Ifadesi Analizi (RT-PCR)

Maruziyet sonrasi gen ifadeleri analizi i¢in ¢ikarilan beyin dokular1 (her gruptan
5 adet) RLT Lizis tamponu i¢inde homojenize edilmistir (Tissue lyser, Qiagen). Bu
homojenatlardan mMRNA (mesajc1 riboniikleik asit) elde edilerek tamamlayict DNA
(cDNA) sentezi yapilmis ve daha sonrasinda gamma siniiklein, sigma-1, vdac, nkap,
pinkl, dj-1, Irrk2 ve beta aktin 1 (actbl) ifade diizeyleri RT SYBR Green kiti
(Qiagene, Almanya) kullanilarak Rotor Gene-Q (Qiagene, Almanya) ile analiz
edilmistir (Tablo 3).

Tablo 2. Gen ekspresyon diizeyleri 6lgiilen genlere ait primer dizileri

RT-PCR Analizi Yapilan Genlerin Primer Dizileri 5-->3
gamma siniiklein F: GAGACTATGGTCGCCTCTGC
R: CTATATGTGGCGCGTGAGGT
sigma-1 F: TTTGTGGGCAACTTGCGATG
R: AACGACCTGAATGTCCACCG
vdac F: TTACCAGCGCGAGCACATTA
R: CTCTCTGGGAAAGTGAGCCG
nkap F: CGAGGTCAAGGGAAAGGGAC
R: TCGCGATGAAGGCTTCTTGT
pink-1 F: GGGAAAGGTTGTAACGCAGC
R: GCTTGTGGGCATGAAGGAAC
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RNA izolasyonu i¢in, beyin dokular1 RLT lizis tamponu eklenerek homojenize
edilmistir. Daha sonra lizata etanol eklenerek RNA’nin RNeasy membranina
baglanabilmesi icin gerekli kosullar saglanmis ve ornekler RNeasy spin kolonuna
aktarilmistir. Total RNA membrana baglandiginda kontaminantlarin da yikanmasi ile
RNA eliisyonu RNase-free su iginde gergeklestirilmistir. Baglanma, yikanma ve
eliisyon iglemleri Qiacube (Qiagen) izalosyon cihazi kullanilarak yapilmistir. Elde
edilen RNA orneklerinden cDNA sentezi, RT2 First Strand Kit (Qiagen) kullanilarak
gerceklestirilmistir. CDNA sentezi ve RT-PCR i¢in kullanilan 6rnek hazirlama

protokolii asagidaki gibidir.
5.6.1. cDNA sentezi

1) izole edilen RNA &rnekleri ve diger bilesenler buz iizerinde ¢dzdiiriiliir ve
kullanmadan once hassas sekilde vortekslenir.

2)  Her gen igin Tablo 4’te belirtilen sekilde karisim hazirlanir.

Tablo 3. cDNA sentezi igin kullanilan bilesenler (1)

Bilesenler Miktar
Total RNA S5ul
dNTP karisima (10mM) 1l
Niikleaz-free Su 9,5 ul

3) Karnisim 5 dakika boyunca 65°C’de ve ardindan 1 dakika boyunca buz
tizerinde inkiibe edilip, kisa bir santrifiij edilir.

4)  Her gene ait karigimin {izerine Tablo 5’de belirtilen bilesenler eklenir.

Tablo 4. cDNA sentezi igin kullanilan bilesenler (II)

Bilesenler Miktar
5X RT Buffer 4 ul
Riboniikleaz inhibitérii (40U/pl) 0,5 ul
OneScript® Plus RTase (200 U/ul) 1 ul

5) Kangmmi hassas sekilde vorteksleyip, kisa santrifiij sonrast 15 dakika
50°C’de inkiibe edilir.
6) Reaksiyonu sonlandirmak i¢in karisim 5 dakika 85°C’de inkiibe edilir.
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5.6.2. RT-PCR analizi

1)  BrightGreen 2X qPCR MasterMix, cDNA, primerler ve niikleaz-free su buz
tizerinde eritilir.
2) Tablo 6’da belirtildigi tizere toplam reaksiyon miktar1 10 pl olacak sekilde

bilesenlerin uygun miktarlar ile karisim hazirlanir.

Tablo 5. RT-PCR reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Miktar
BrightGreen 2X gPCR MasterMix S5ul
fleri (F) Primer (10 pM) 0,3 ul
Geri (R) Primer (10 pM) 0,3 pl
cDNA 1l
Niikleaz-free Su 3,4 ul

3) Karisim hazirlandiktan sonra pipetleme yontemi ile karistirilip, spin yapilir.
4)  Karigimlar Rotor-Gene Q cihazina yerlestirilip Tablo 7’de belirtilen dongi

serilerinde reaksiyon ger¢eklestirilir.

Tablo 6. RT-PCR dongii ayarlari

Basamak Sicakhik Siire Dongii
Enzim aktivasyonu 95°C 10 dk 1
Denatiirasyon 95°C 15 sn 40
Tutunma/Uzama 60°C 60 sn

Housekeeping gen olarak actbl kullanilmistir. Ornekler 3 tekrarli olacak sekilde

caligilmistir.

5.6.3. Delta delta C: (Esik dongii sayis1) metodu ile veri analizi

Verilerin analizi house keeping gen actbl ile normalizasyona dayali delta delta

Ct (AACt) metodu kullanilarak yapilmaistir.
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Bu yontem ile PCR’da belirlenen esik deger dongii sayisi (threshold cycle
number = Ci), kontrol ve arastirilan gen igin karsilastirilir. Kontrol (referans) ile
incelenecek gen bolgesi arasindaki Ct deger farkliligi housekeeping gen ile normalize
edilip AAC: oram1 belirlenerek bulunur. “Housekeeping” genler tiim ¢ekirdekli
hiicrelerde aktif olarak bulunan genlerdir ve bunlara spesifik primerlerle amplifiye
edilerek belirlenirler. Bu amagla kullanilan gen bolgeleri arasinda B-aktin, albumin,
B-globin, hipoksantin fosforibozil transferaz sayilabilir. Karsilastirmali C: metodu
ayni zamanda 2— [delta][delta]C: olarak bilinmektedir (Yuan ve ark., 2008).

[delta] [delta] C; = [delta] Ct, 6rnek - [delta] Ct, referans

Bu formiilde [delta]Ct, 6rnek; ilgilenilen 6rnege ait Ci degeri ile housekeeping
genin Ct deger farkliligidir. [delta]Ci, referans ise kontrole ait Ci degeri ile

housekeeping genin Ct deger farkliligidir (Yuan ve ark., 2008).

5.7. Western Blot Analizi

Her gruba iliskin NKAP, gamma (y)-siniiklein, PARK-7 ve Sig-1R proteinlerin
western analizi i¢in her gruptan 3 beyin dokusu “M-PER Mammalian Protein
Extraction Reagent” kullanilarak homojenize edilmistir ve total protein elde
edilmistir. Toplam protein miktar Ol¢timleri Qubit Protein Assay Kit ile yapilip,
SDS-PAGE icin her o6rnekten kuyucuk basma 30 pg olacak sekilde ornekler
hazirlanmistir. Analiz edilen proteinlerin miktar karsilastirmalar1 i¢in Aktin-Beta

kontrol proteini kullanilmistir. Western blot analizi i¢in yapilan islemler soyledir:

1. Ornekler %10’luk SDS-PAGE ile yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme sirasinda Thermo-
LC5615 kodlu protein marker kullanilmistir.

2. Yirltme bittikten sonra jeller 3-5 dakika ddH20’da (duble distile su) yikanir.

3. Stack kagitlar1 ve nitroselliloz membran transfer tamponunda 5 dakika
inkiibe edilir.

4. Transfer kasedi lizerinde Stack—> Membran = Jel = Stack siras1 gozetilerek
sandvi¢ yapilir. Bu sirada her kat yerlestirildikten sonra hava kabarsigi
kalmamasi i¢in merdane ile tizerinden gegilir ve ¢ikan tampon ¢ozeltiler kaset
kapatildiktan sonra egilerek akitilir.

5. Transfer islemi 1,3 amper, 5 volt’da 5 dakika yapilir.
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6. Transfer sonrast membran, TBS-T (%0,1 Tween 20 igeren Tris tamponu, pH
7,6) ¢ozeltisinde 5 dakika calkalanir.

7. TBS-T c¢ozeltisi dokiillip, %5 siit tozu ile membran 1 saat boyunca oda
sicakliginda karisir halde inkiibe edilir.

8. Uygun konsantrasyonda hazirlanmis olan pirmer antikorlarin 10 ml’si ile
+4°C’de gece boyu karisir sekilde inkiibe edilir.

9. Membran 3 tekrarli olmak tizere 5 dakika TBS-T ile yikanir.

10. Uygun konsantrasyonda hazirlanmis sekonder antikorlarin 10 ml’i ile 1 saat
oda sicakliginda inkiibe edilir.

11. Inkiibasyon sonrasi 3 tekrarli olacak sekilde 5 dakika TBS-T ile membranlar
yikanir.

12. Membran goriintiileme i¢in, ECL soliisyonunun uygun oranlari ile 5 dakika
inkiibe edilir.

13. Membran goriintiilenir.

Sig-1R, PARK-7, NKAP i¢in kullanilan primer antikorlar, 1/500 oraninda
kullanilmistir. Gamma-siniiklein i¢in kullanilan primer antikor, 1/200 oraninda

kullanilmistir. Sekonder antikorlarin orani ise 1/3000 olarak hazirlanmistir.

5.8. Mitokondri I¢i Kalsiyum Ol¢iimii

Maruziyet sonrast mitokondri i¢i kalsiyum seviyelerinin degisip degismedigini
analiz etmek icin her gruptan 4 beyin olacak sekilde mitokondri izolasyonu
yapilmistir. Mitokondri i¢i kalsiyum tayini i¢in, izole edilen mitokondriler %10
Tween 20 igeren 1 ml serum fizyolojik icerisinde siispanse edilip, 1 dakika boyunca
vortekslenmistir. Igerisinden 50 pl alinarak protein miktar tayini yapilip, dokular
arasinda miktar farki hakkinda bilgi edinilmistir. Kalan homojenezat 1/200 oraninda
%0,05 TritonX igeren %0,2 Nitrik asit ¢ozeltisi ile seyreltilmistir. Kalsiyum 6l¢iimii
ICP-OES yontemi ile kalsiyumun 317,933 nm dalga boyu o6l¢timi kullanilarak
yapilmistir.

5.9. Istatistiksel Analizi

Verilerin istatistiksel analizi One Way Anova sonrast Post Hoc Tukey Coklu

Karsilastirma Analizi kullanilarak Graph Pad 7 Istatistik programu ile yapilmistir.
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Sonuglar Ortalama+Standart Sapma seklinde verilmis, p<0,05 anlamli olarak

degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Gruplarin Lokomotor Aktivite Sonug¢lari

Gruplarin lokomotor akivite analizi sonuglar1 Sekil 3’te gosterilmistir. Rotenon
grubunda lokomotor aktivite 2. ve 3.hafta sonunda kontrol grubuna goére anlaml
derecede azalmistir (p<0,05). Rif (Rifampisin)+Rot (Rotenon) ve Flu
(Fluvoksamin)+Rot gruplarinda 1. ve 2. hafta sonunda Rot ve K gruplarina gore
lokomotor aktivite azalmistir (p<0,05). 3. Hafta sonunda Rif+Rot grubunda

lokomotor aktivite Rot grubuna gore anlamli derecede artmustir (p<0,05).
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Sekil 3. Kontrol ve maruziyet gruplarinin lokomotor aktivite analizi sonuglarinin
karsilagtirmas1 grafigi. Ortalama degerler ii¢ tekrar c¢aligmasinin sonucu elde
edilmistir. Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamli fark a,b ve ¢ harfleri
ile gosterilmistir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; RiftRot: Rifampisin+Rotenon;
Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan anlamli derecede farkli; b
p<0,05 Rot grubundan anlamli derecede farkli; ¢ p<0,05 Rif+Rot grubundan anlaml
derecede farklidir.
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6.2. RT-PCR Ekspresyon Analizi Sonuglari

6.2.1. Parkinson iliskili genlerin RT-PCR Analizi

6.2.1.1. gamma syn mRNA ekspresyon analizi sonug¢lari

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot gamma syn mRNA ekspresyonu sonuglarinin
karsilastirmas1 Sekil 6’de gosterilmistir. Rif+Rot grubunda gamma syn ekspresyon
diizeyi Rot grubuna gore anlamli derecede azalmis, Flu+Rot grubunda ise Rot

grubuna gore anlamli derecede artmistir (p<0,05).
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Sekil 4. Kontrol ve maruziyet gruplarinin gamma syn mRNA ekspresyon sonuglari
grafigi. Tum RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol
gruplarinda f-aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler ii¢ tekrar
caligmasimin sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir.
Anlaml fark a ve b harfleri ile gosterilmistir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot:
Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan
anlaml derecede farkli;; b p<0,05 Rot grubundan anlamli derecede farkli; ¢ p<0,05
Rif+Rot grubundan anlamli derecede farklidir.
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6.2.2. Oksidatif stres iliskili genlerin RT-PCR Analizi

6.2.2.1. pinkl MRNA ekspresyon analizi sonuglar:

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot pinkl mRNA ekspresyonu sonuglarinin
karsilastirmas1 Sekil 4’de gosterilmistir. Tiim Rot gruplarinda K grubuna gore pinkl
MRNA ekspresyonlart artmistir (p<0,05). Rif+Rot grubunda pinkl mRNA
ekspresyon diizeyi Rot grubuna gore anlamli derecede artmis, Flu+Rot grubunda ise

anlaml derecede azalmistir (p<0,05).
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Sekil 5. Kontrol ve maruziyet gruplarinin pinkl mRNA ekspresyon sonuglar1 grafigi.
Tiim RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarinda -
aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler ii¢ tekrar galismasinin
sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamli fark a, b
ve ¢  harfleri ile gosterilmistir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot:
Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan
anlaml derecede farkli; b p<0,05 Rot grubundan anlamli derecede farkli; ¢ p<0,05
Rif+Rot grubundan anlamli derecede farklidir.
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6.2.2.2. Irrk2 mRNA ekspresyon analizi sonuglari

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot Irrk2 mRNA ekspresyonu sonuglarinin
karsilastirmasi Sekil 5’da gosterilmistir. Rot grubunda K grubuna gore Irrk2 mRNA
ekspresyonlar1 anlamli derecede artmistir (p<0,05). Rif+Rot ve Flu+Rot grubunda
Irrk2 mRNA ekspresyon diizeyi Rot grubuna gore anlamli derecede azalmistir
(p<0,05).
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Sekil 6. Kontrol ve maruziyet gruplarinin lrrk2 mRNA ekspresyon sonuglari grafigi.
Tim RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarinda p-
aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler li¢ tekrar caligmasinin
sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlaml fark a ve
b harfleri ile gosterilmistir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot:
Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan
anlamli derecede farkli; b p<0,05 Rot grubundan anlamli derecede farklidir.
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6.2.2.3. vdac mMRNA ekspresyon analizi sonuglar:

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot vdac mRNA ekspresyonu sonuglarimin
karsilastirmas1 Sekil 12’te gosterilmistir. Rot grubunda vdac mRNA ekspresyon
diizeyleri K grubuna gore artmistir. K grubu ile kiyaslandiginda Rif+Rot ve Flu+Rot

gruplarinda vdac mRNA ekspresyonu artmis, Rot grubu ile kiyaslandiginda ise

azalmistir (p<0,05).
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Sekil 7. Kontrol ve maruziyet gruplarinin vdac RNA ekspresyon sonuglari grafigi.
Tiim RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarinda f3-
aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler {li¢ tekrar caligmasinin
sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama = SD seklinde verilmistir. Anlamli fark a ve
b harfleri ile gosterilmistirr K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot:
Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan
anlaml derecede farkli; b p<0,05 Rot grubundan anlamli derecede farklidir.
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6.2.3. Inflamasyon iliskili genlerin RT-PCR Analizi

6.2.3.1. nkap MRNA ekspresyon analizi sonuclar:

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot nkap mMRNA ekspresyonu sonuglarinin
karsilastirmas1 Sekil 8’da gosterilmistir. Rot ve FlutRot gruplarinda nkap mRNA
ekspresyon diizeyleri K grubuna gore artmis, Rif+Rot grubunda ise azalmistir
(p<0,05). Rif+Rot grubunda nkap ekspresyon diizeyi Rot grubuna gore azalmus,
Flu+Rot grubunda ise Rot grubunda gore artmistir (p<0,05).
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Sekil 8. Kontrol ve maruziyet gruplarinin nkap RNA ekspresyon sonuglari grafigi.
Tim RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarinda /-
aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler {i¢ tekrar calismasinin
sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamh fark a ve
b harfleri ile gosterilmistir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot:
Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan
anlaml derecede farkli; b p<0,05 Rot grubundan anlamli derecede farkli; ¢ p<0,05
Rif+Rot grubundan anlamli derecede farklidir.
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6.2.3.2. tnfa MRNA ekspresyon analizi sonuglari

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot mfa mRNA ekspresyonu sonuglariin
karsilastirmast Sekil 9°da gosterilmistir. Rot ve Flut+Rot gruplarinda mfa mRNA
ekspresyon diizeyleri K grubuna gore artmistir. Rot grubu ile kiyaslandiginda
Rif+Rot grubunda tmfa mRNA ekspresyonu azalmistir (p<0,05). Flu+Rot grubunda
tnfo. MRNA ekspresyonu Rif+Rot grubuna gore artmistir (p<0,05).
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Sekil 9. Kontrol ve maruziyet gruplarinin tnfa RNA ekspresyon sonuglart grafigi.
Tiim RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarinda -
aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler li¢ tekrar caligmasinin
sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamh fark a ve
b  harfleri ile gosterilmistir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot:
Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan
anlaml derecede farkli;; b p<0,05 Rot grubundan anlamli derecede farkli; ¢ p<0,05
Rif+Rot grubundan anlamli derecede farklidir.
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6.2.3.3. tlrda mMRNA ekspresyon analizi sonug¢lar:

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot tlrda mRNA ekspresyonu sonuglarinin
karsilastirmas1 Sekil 10°de gosterilmistir. Rot grubunda tlrda mRNA ekspresyon
diizeyleri K grubuna gore azalmistir. Rot grubu ile kiyaslandiginda Rif+Rot ve
Flu+Rot gruplarinda tirda mRNA ekspresyonu artmistir (p<0,05). Flu+Rot grubunda
tlrda mRNA ekspresyonu Rift+Rot grubuna gore artmistir (p<0,05).
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Sekil 10. Kontrol ve maruziyet gruplarinin tlr4a RNA ekspresyon sonuglart grafigi.
Tim RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarinda p-
aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler ii¢ tekrar caligmasinin
sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamh fark a, b
ve ¢ harfleri ile gosterilmistir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot:
Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan
anlaml derecede farkli;; b p<0,05 Rot grubundan anlamli derecede farkli; ¢ p<0,05
Rif+Rot grubundan anlamli derecede farklidir.
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6.2.3.4. 1121 mRNA ekspresyon analizi sonuglari

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot 1121 mRNA ekspresyonu sonuglarinin
karsilastirmas1 Sekil 11°de gosterilmistir. Rot grubunda 1121 mRNA ekspresyon
diizeyleri K grubuna gore artmistir. Rot grubu ile kiyaslandiginda Rif+Rot grubunda
121 mRNA ekspresyonu azalmistir (p<0,05). Flu+Rot grubunda [121 mRNA
ekspresyonu Rif+Rot grubuna gore ve K grubunda goére artmistir (p<0,05).
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Sekil 11. Kontrol ve maruziyet gruplarinin 1121 RNA ekspresyon sonuglari grafigi.
Tim RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarinda p-
aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler li¢ tekrar caligmasinin
sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamh fark a, b
ve C  harfleri ile gosterilmistir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot:
Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan
anlaml derecede farkli;; b p<0,05 Rot grubundan anlamli derecede farkli; ¢ p<0,05
Rif+Rot grubundan anlamli derecede farklidir.
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6.2.4. Kalsiyum iliskili genlerin Rt-PCR Analizi

6.2.4.1. sigmal mRNA ekspresyon analizi sonuc¢lari

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot sigmal mRNA ekspresyonu sonuglarinin
karsilastirmasi Sekil 7°de gosterilmistir. Rot ve Flu+Rot gruplarinda sigmal mRNA
ekspresyon diizeyleri K grubuna gore artmis, RiftRot grubunda ise azalmistir
(p<0,05). RIif+Rot grubunda sigmal ekspresyon diizeyi Rot grubuna gore azalmis,
Flu+Rot grubunda ise Rot grubunda gore artmistir (p<0,05).

'S, 200 ab,c

S —

:_g

g 150- 3

= T

@

%100 o ab

% B

— 50—

©

-

jo)

w 0 ] ] ] ]
K Rot Rif+Rot Flu+Rot

Sekil 12. Kontrol ve maruziyet gruplarimin sigma 1 mRNA ekspresyon sonuglari
grafigi. Tum RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol
gruplarinda f-aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler i¢ tekrar
calismasmin sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir.
Anlamli fark a ve b harfleri ile gosterilmistir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot:
Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan
anlaml derecede farkli; b p<0,05 Rot grubundan anlamli derecede farkli; ¢ p<0,05
Rif+Rot grubundan anlamli derecede farklidir.
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6.3. Gruplarin Western Blot Analizi Sonuc¢lari

6.3.1. PARK7/DJ1 western analiz sonucu

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot Park 7 proteini Western analizi sonucu
karsilastirmast Sekil 13’de gosterilmistir. Rot, Rif+Rot gruplarinda Park 7 diizeyleri
K grubuna gore azalmistir. Rot grubu ve Rif+Rot grubu ile kiyaslandiginda Flu+Rot

gruplarinda Park 7 diizeyleri artmig, Rot grubu ile kiyaslandiginda ise azalmistir
(p<0,05).
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Sekil 13. Kontrol ve maruziyet gruplarinin PARK7/DJ1 proteini western blot analiz
sonuglar1. Ortalama degerler {i¢ tekrar ¢alismasinin sonucu elde edilmistir. Veriler
ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamh fark a, b ve ¢ harfleri ile gosterilmistir.
K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: Rifampisin+Rotenon;  Flu+Rot:
Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan anlamli derecede farkli; b p<0,05 Rot
grubundan anlamli derecede farkli; ¢ p<0,05 Rif+Rot grubundan anlamli derecede
farkhidir.
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6.3.2. Sigma 1 western analiz sonucu

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot Sigma-1 proteini Western analizi sonucu
karsilastirmas1 Sekil 14’te gosterilmistir. Rot, Rif+Rot ve Flut+Rot gruplarinda
Sigma-1 proteini Kontrol grubuna goére artmistir. Rot grubu ile kiyaslandiginda
Rif+Rot grubunda Sigma-1R proteini azalmig, Flu+Rot grubunda ise Sigma-1R
proteini artmigtir (p<0,05).
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Sekil 14. Kontrol ve maruziyet gruplarinin Sigma 1 proteini western blot analiz
sonuglar1. Ortalama degerler ii¢ tekrar ¢alismasinin sonucu elde edilmistir. Veriler
ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamli fark a, b ve ¢ harfleri ile gosterilmistir.
K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: Rifampisin+Rotenon;  Flu+Rot:
Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan anlamli derecede farkli; b p<0,05 Rot
grubundan anlamli derecede farkli; ¢ p<0,05 Rif+Rot grubundan anlamli derecede
farklidir.
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6.3.3. NKAP western analiz sonucu

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot NKAP proteini Western analizi sonucu
karsilastirmas1 Sekil 15°da gosterilmistir. Rot, Rif+Rot gruplarinda NKAP diizeyleri
Kontrol grubuna goére artmis, Flu+Rot grubunda azalmistir.  Rot grubu ile
kiyaslandiginda RiftRot grubunda NKAP protein diizeyleri anlamli derecede artmis,
Flu+Rot grubunda ise NKAP protein diizeyleri anlamli derecede azalmistir (p<0,05).
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Sekil 15. Kontrol ve maruziyet gruplarmin NKAP proteini western blot analiz
sonuclari. Ortalama degerler ii¢ tekrar calismasinin sonucu elde edilmistir. Veriler
ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamli fark a, b ve ¢ harfleri ile gosterilmistir.
K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: Rifampisin+Rotenon;  Flu+Rot:
Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan anlamli derecede farkli; b p<0,05 Rot
grubundan anlamli derecede farkli; ¢ p<0,05 Rif+Rot grubundan anlamli derecede
farklidir.
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6.3.4. Gamma siniiklein western analiz sonucu

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot gamma siniiklein proteini western analizi
sonucu karsilastirmas1  Sekil 16’de gosterilmistir. Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot
gruplarinda gamma siniiklein diizeyleri Kontrol grubuna gore anlamli derecede
azalmistir (p<0,05). Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot gruplari arasinda gamma siniiklein

protein diizeylerinde anlamli bir fark bulunmamustir.
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Sekil 16. Kontrol ve maruziyet gruplarinin gamma siniiklein proteini western blot
analiz sonuglari. Ortalama degerler {i¢ tekrar ¢alismasinin sonucu elde edilmistir.
Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamli fark a, b ve ¢ harfleri ile
gosterilmistir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: RifampisintRotenon; Flu+Rot:
Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan anlamli derecede farkli; b p<0,05 Rot
grubundan anlamli derecede farkli; ¢ p<0,05 Rif+Rot grubundan anlamli derecede
farklidir.
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6.4. Gruplarin Mitokondriyel Kalsiyum Ol¢iimii Sonuclar

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot gruplarinin mitokondriyel kalsiyum analizleri
sonuglar1 karsilastirmasi Sekil 17°de gosterilmistir. Rot grubunda mitokondriyel
kalsiyum diizeyi ortalamasi Kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmistir
(p<0,05). Mitokondriyel kalsiyum diizeyi ortalamasi Rif+Rot grubunda Rot grubuna
gore anlamli derecede artmustir (p<0,05). Flu+Rot grubunda ise Rif+Rot grubuna

gore anlamli derecede azalmistir (p<0,05).
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Sekil 17. Kontrol ve maruziyet gruplarinin mitokondriyal kalsiyum analiz sonuglari.
Ortalama degerler {i¢ tekrar calismasiin sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama =+
SD seklinde verilmistir. Anlaml fark a,b ve ¢ harfleri ile gdsterilmistir. K: Kontrol;
Rot: Rotenon; Rif+Rot: Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a
p<0,05 K grubundan anlamli derecede farkli; b p<0,05 Rot grubundan anlaml
derecede farkli; ¢ p<0,05 Rif+Rot grubundan anlamli derecede farklidir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada, zebra baliklarinda rotenon ile olusturulan PH modelinde
rifampisinin ve fluvoksaminin lokomotor aktivite, mitokondriyel kalsiyum diizeyleri,

PH ile iligkili gen ve proteinlere etkilerinin incelenmesi amaglanmuistir.

Calismamizin sonuglarina gore 3 haftalik rotenon maruziyeti uygulanan zebra
baliklarinda kontrol gruplart ile kiyaslandiginda lokomotor aktivitelerinde,
mitokondriyel kalsiyum diizeylerinde, tlr4a ekspresyon diizeyinde ve Park 7
miktarlarinda azalma; sigma 1 reseptort, tnfa, pink 1, lrrk2, 121 ve vdac ekspresyon
diizeylerinde ve Nkap’in hem mRNA ekspresyon hem de protein diizeylerinde artma

belirlenmistir.

Calismamizda rotenon maruziyeti durumunda rifampisin uygulanmasi, rotenon
grubu ile kiyaslandiginda lokomotor aktiviteyi 3. hafta sonunda arttirmistir. Rotenon
grubu ile kiyaslandiginda rifampisin verilmesi, gamma siniiklein, tnfa, Irrk2, nkap,
1121, vdac ekspresyon diizeylerini ve sigma 1 reseptoriiniin hem ekspresyonunu hem
de protein diizeylerini azaltmis, pinkl, tlr4a ekspresyonunu ve mitokondriyel

kalsiyum diizeylerini arttirmigtir.

Calismamizda rotenon maruziyeti durumunda fluvoksamin uygulanmasi, 1. ve 2.
haftalarin sonunda lokomotor aktiviteyi rotenon grubuna gore azaltmis, 3. haftada ise
degistirmemistir. Fluvoksamin uygulanmasi mitokondriyel kalsiyum diizeylerini
rotenon grubuna gore arttirmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir.
Fluvoksamin uygulanmasi sonucunda pinkl, Irrk2, vdac ekspresyon diizeyleri
azalmis, tlrda ekspreyonu ve Park 7 miktar1 artmistir. Nkap protein diizeyi azalirken
ekspresyon diizeyi degismemistir. Sigma 1 reseptoriiniin ekspresyonu rotenon
grubuna gore artmistir ancak protein diizeyi rotenon grubuna goére azalmistir.
Rotenon grubu ile kiyaslaninca gamma siniikleinin mRNA ekspresyonu artarken

protein diizeyi degismemistir.

Rotenon lipofilik yapili bir pestisittir ve diger toksik ajanlarin tersine kan beyin
bariyerini gecip hiicre icinde mitokondri de dahil olmak iizere organellerde birikim

yapmaktadir. Rotenon, mitokondride kompleks 1°e baglanmak sureti ile solunum

57



zincirini inhibe eder ve oksidatif strese neden olur. Rodentlerde deneysel amag¢li PH
benzeri belirtiler olusturmak amaci ile yaygin sekilde kullanilan rotenonun son
yillarda zebra baliklarinda da PH modeli olarak uygunlugu gosterilmistir. 3 haftalik
rotenon uygulamasimin yetiskin zebra baliklarinda motor ve motor olmayan PH
benzeri semptomlara neden oldugunu bildirmis ve kontrol grubundaki baliklar ile
karsilastirildiginda, rotenona maruz birakilan baliklarda, motor fonksiyonda bozulma
gostergesi olarak yiizme hizinda azalma gostermistir (Wang ve ark., 2017). Aym
calismada rotenon maruziyetinin baliklarda anksiyete ve depresyon benzeri
davraniglara ve olfaktor disfonksiyona neden oldugu da gostermistir. Bu semptomlar,
baliklarin beynindeki dopamin miktar1 azaltmasi ile iliskilendirilmis ve rotenonun
zebra baliklarinda PH olusturmak i¢in uygun bir ajan oldugu modeli oldugu
bildirilmistir (Wang ve ark., 2017).

Bagka bir ¢alismada yetiskin zebra baliklar1 28 giin boyunca 5 pg / L rotenona
maruz birakmis ve motiliteleri her hafta 5 dakika boyunca gozlemlemistir. Calismada
ayrica ELISA yontemi kullanarak dopamin diizeylerini ve immiinohistokimyasal
olarak siniiklein ifadesi incelenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda rotenon motiliteyi ve
dopamin miktarin1 azaltmis, siniiklein ifadesini ve ndronal hiicrelerin apoptozunu ve
agregasyonunu arttirarak PH’ye neden olmustur (Khotimah ve ark., 2015).
Calisgmamizda da bu ¢aligmalara uygun olarak 3 hafta boyunca rotenon uygulamasi
zebra baliklarinin lokomotor aktivitelerini kontrol grubuna gore anlamli derecede

azaltmistir.

Yapilmis olan pek ¢ok arastirmaya ragmen, PHmin olusum mekanizmalari
tamamen bilinmemekte, oksidatif stres, mitokondrial fonksiyon bozuklugu,
ubikuitin-proteazom sistemindeki bozukluklar ve nd&roinflamasyon muhtemel
patojenik mekanizmalar olarak onerilmektedir. Ozellikle postmortem beyinlerde ve
hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 PH’nin patogenezinde oksidatif stres ve mitokondrial
fonkssyon bozuklugunun 6nemini desteklemektedir. Oksidatif stres nedeni ile olusan
mitokondrial disfonksiyonu, patolojik proteinlerin mitokondri ile etkilesimi ve
nihayetinde dopaminerjik ndrodejenerasyon ile sonuglanir. Bu nedenden dolayidir ki,
mitokondrial disfonksiyon ve oksidatif stres hedefli tedavisel yaklagimlar PH igin

umut vaadedicidir (Jin ve ark., 2014).
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Calismamizin sonuglarina gore 3 haftalik rotenon maruziyeti uygulanan zebra
baliklarinda  kontrol gruplar1 ile kiyaslandiginda, mitokondriyel kalsiyum
diizeylerinde anlamli derecede bir azalma belirlenmistir. Rifampisin uygulanmasi ise
rotenon grubu ile kiyaslandiginda mitokondride kalsiyum diizeylerinde artisa neden

olmustur.

Noronal ve glial hiicrelerin sagligr icin kalsiyum sinyali ¢ok Onemlidir ve
SSS'nde olusan patolojik durumlar kalsiyum homeostazindaki bozukluklarla
yakindan iligkilidir. Kalsiyumun diizensizligi hiicresel sinyallesmeye miidahale
etmekte ve hiicre Oliimiine yol agacak sekilde mitokondriye zarar vermektedir
(Nguyen ve ark., 2015). SSS’deki uyarict norotransmiter olan glutamat, spesifik
reseptorlerle etkilesime girer ve O0grenme ve hafiza dahil olmak iizere bir¢ok
norolojik fonksiyonda gorev yapar. Bununla birlikte, siirekli glutamat salimi, N-
metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin kalic1 aktivasyonuna yol agarak ndronal
eksitotoksisiteye neden olur. NMDA reseptorleri kalsiyumu sodyum ile birlikte
tasidigr icin, NMDA reseptorlerinin kalici aktivasyonu kalsiyum homeostazinin
bozulmasina ve nekrotik hiicre 6liimiine yol acan hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini
yiikseltir (Choi ve ark., 2013). Kalsiyum hemostazinin bozulma nedeni, membran
potansiyeline bagli olarak mitokondriyal matrikse kalsiyum alimi1 sonucu
mitokondriyal gecirgenlik porlarinin agiliminin uyarilmasidir (Choi ve ark., 2013).
Buna gore, eksitotoksisite ile beraber artan hiicre i¢1 kalsiyumu, Alzheimer hastalig
ve PH gibi farkli norodejeneratif hastaliklar ile iliskildir (Choi ve ark., 2013). Ote
yandan, mitokondriden kalsiyum akisinin PH'de yaygin bir durum olup olmadig:
bilinmemekle birlikte, mitokondriyal kalsiyum homeostazinin PH patolojisinde

merkezi bir rol oynadig1 gosterilmistir (Nguyen ve ark., 2015).

Mitokondriyal kalsiyumun asir1 yiiklenmesinin oksidatif strese ve hiicre
6liimiiyle sonuclanan mitokondriyal membran gecirgenligindeki degisikliklere yol
acabilecegi 1yi bilinmektedir. Aslinda, mitokondriyal dinamiklerdeki (fiizyon / fisyon
ve tasinim) kusurlar ve kontrol PH patolojisine dnemli rol oynar. PH ile iligkili
proteinler a-siniiklein, PINK1, PARK7 (DJ-1) , LRRK2 mitokondriyal fonksiyon,
fiizyon / fisyon ve oksidatif stresin diizenlenmesinde dogrudan rol oynar. Ek olarak,
izole mitokondri veya noroblastom hiicre kiiltiirlerinin MPTP ve rotenon gibi

cevresel toksinlere maruz birakilmasi, mitokondriyal kalsiyum akisinda bir diistlise ve
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sonugta sitozolik kalsiyumda bir artisa neden olmustur (Frei ve Richter, 1986; Sousa
ve ark., 2003; Wang ve Xu, 2005).

Levi cisimciklerinin en 6nemli etkeni olan alfa siniikleinin mutasyonlar1t PH
genetigi ile yakindan iligkilidir. Alfa siniikleinin yanisira, 18since zengin tekrarlayan
kinaz 2 (LRRK2), PTEN kaynakli indiiklenen kinaz 1 (PINK1) ve parkinsonizm
iliskili deglikaz (DJ-1) (PARKY) ile ilgili mutasyonlar da PH gelisimi ile yakindan
iliskilidir (Akbayir ve ark, 2017). Calismamizda rotenon uygulamasi kontrol grubu
ile kiyaslandiginda Park7 protein diizeylerini azaltmigtir. PARK7, 189 amino asitten
olusan DJ-1 proteini kodlar ve bu protein redoks duyarli saperon mekanizmasinda ve
oksidatif hasara karsi mitokondrial korunmada rol alir. DJ-1'nde yaklasik on adet
farkli mutasyon belirlenmis ve bunlar PH ile iligkilendirilmistir. Bununla beraber DJ-
1’in oksidatif stres sensorii gibi davranarak noroprotektif bir rolii oldugu ve oksidatif
stres gibi stres durumlarin da ifadesinin arttigi da bazi c¢alismalarda bildirilmistir

(Hatano ve ark., 2009, Ariga ve ark., 2013).

Calismamizda rotenon uygulanan tiim gruplarda pinkl ekspresyonu artmistir.
Rifampisin uygulamasi ile rotenon grubunda pinkl ekspresyonu artmis, fluvoksamin
uygulamasi ile ise azalmistir. PINKI1 (PARK®6) ve Parkin (PARK2), ailesel
Parkinson hastaliginin resesif formlariyla iligkili en sik goriilen mutasyonlu genler
arasindadir. Son c¢alismalar, kodladiklar1 proteinlerin (PINK1 ve Parkin),
disfonksiyonel mitokondrinin otofajik siirecine aracilik etmek ic¢in beraber calistigini
gostermektedir. Mitokondriyal membran potansiyeli mitokondriyal saglik ve hasarin
anahtar bir gostergesidir. Mitokondriyal hasar durumunda, PINKI, ubikuitini
fosforile etmek {iizere dis mitokondriyal zar {izerinde stabilize olur ve Parkin
aktivasyonu i¢in bir sinyal olusturur. Normalde saglikli mitokondride PINK1 hizla
degrade olurken PINK1’in mitokondriyal depolarizasyonu algilamasi durumunda
degradasyon gergeklesmez yani depolarize mitokondride PINK’in birikimi s6z
konusudur. PINK1, 6zellikle hasarli mitokondri dig membraninda birikirerek hasarl
mitokondriyi saglikli mitokondriden ayirt ederek yikimi igin isaretler. Mitokondri
yiizeyinde birikirken, PINK1'in TOM kompleksine baglandig bildirilmistir (Ding ve
ark., 2010; Okatsu ve ark., 2010). PINKI kaybinin, mitokondriyal kalsiyum
kullaniminda bozukluklara neden oldugu gosterilmistir. Bu durumda mitokondriyal

2+

matrikste, azalmis akis kapasitesi sonucu Ca** daha yiiksek seviyelerde birikmistir.
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PINK1 bulunmayan hiicrelerin mitokondrisinin, uyaranlara tepki olarak sitoplazmik
Ca?* artiglarin1 tamponlayabilmekte yetersiz oldugu gosterilmistir. Bu durum ROS'un
artmasma, ATP {retiminin azalmasina ve Olime neden olabilen mitokondriyal
gecirgenliginin artmasma neden olabilir. PINK1 kaybi, LPS'ye cevap olarak
sitokinlerin ekspresyonunun artmasi ile de iliskilidir, ancak hiicrenin yagamasini
uyaran sitokin ile indiiklenen NF-kB ekspresyonunun ise azalmasi ile de iligkilidir.
Bu etkilerin mitofaji kaybina bagli hasarli mitokondri birikiminden dolay1 ortaya
¢ikmasi olasidir. Bununla birlikte, PINK1'in mitokondriyal homeostaz: siirdiirmek
icin onemli olan diger hiicresel islevlere sahip olmasi da miimkiindiir (Akundi ve

ark., 2011; Gandhi ve ark., 2009).

Calismamizda artan rotenon uygulamasi ile artan pinkl ekspresyonu, bu grupta
artan inflamasyon belirt¢elerinden tnf-a ile ve NF-xB aktivatorii nkap ile iliskili
olabilir. PINK mutasyonu ve defektleri PH iligkili olmakla beraber, inflamasyon ile
iliskili mitokondri hasar1 ve bozulan Ca?* homoestazina yanit olarak pinkl

ekspresyonun artmasi da muhtemeldir.

Calismamizda rotenon uygulama sonrasi gamma siniliklein eskpresyonu
seviyeleri anlamli bir fark yaratmazken, rifampisin uygulamasi ile rotenon grubunda
gamma syniiklein ekspresyon seviyeleri azalmis, fluvoksamin uygulamasi ile ise

artmigtir.

Zebra baliklarinda a-siniiklein yoklugunu telafi ettii diislintilen {i¢ siniiklein
izoformunu, B, y1- ve y2- siniikleinleri ifade eder. Insan a-siniiklein'e islevsel olarak
en yakini, yl- siniiklein olarak goriiniiyor. B veya yl-siniikleinlerin knockdown
edilmesi, zebra baligi igindeki motor bozulmalari uyarir, her iki siniiklein
ekspresyonu durduruldugunda daha da siddetli olur (Milanese ve ark., 2012). Her iki
siniiklein icermeyen Zebra baligi, dopaminerjik néronlarin geciktirilmis farklilagmasi
ve diisiik dopamin seviyeleri de dahil olmak {izere dopaminerjik sistemin anormal bir
gelisimine sahiptir. Zebra balig1 icerisinde, y1-siniikleinlerin asir1 ekspresyonu, insan
a-siniikleinine benzer sekilde ndronal agregatlarin ve norotoksisitenin olusumuna yol
acar (Lulla ve ark., 2016). Diger yandan, y1-siniikleinin ekspresyonundaki azalma
zebra baligmi ziramin toksisitesinden korur. Ziram’a maruz kalma, PH gelisme

riskini 6nemli Slgiide arttirir. Bu pestisit, dopaminerjik noronlarin kaybina ve zebra
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balig1 igerisinde ylizme davranisinin bozulmasina neden olur (Lulla ve ark., 2016).
Apomorfin ile tedavi motor bozukluklarini azaltir. Dahasi, kendiliginden toplanan bir
amiloidojenik protein inhibitérii olan CLRO1, zebra balig1 ziramin neden oldugu
norotoksisiteye karsi korur. Bu veriler, ziramin y1-sintiklein toksik oligomerlerinin
olusumu yoluyla dopaminerjik noéronlarda toksisiteyi indiikleyebilecegini
gostermektedir. Yine de, zebra balig1 hiicre hatlarindan higbiri, insan a-sintiklein'i
asir1 eksprese eden zebra baligi kadar siddetli bir fenotip gostermez. Embriyonik
gelisim sirasinda, bu hiicre hatlar1 48-72 saat i¢inde ciddi deformasyonlar ve dliimle

sonuglanan noéronal apoptoz sunar (Prabhudesai ve ark., 2012).

Calismamizda rotenon uygulanan tiim gruplarda vdac ekspresyonu artmistir.
Bununla beraber hem Rifampisin hem de Fluvoksamin uygulamasi ile rotenon

grubuna gore vdac ekspresyonlari azalmustir.

PINK1 / Parkin etkilesimi sayesinde gerceklesen otofaji mekanizmasi ile kusurlu
mitokondriyi ortadan kaldirilabilmektedir. VDAC proteinleri Parkin'in mitokondriye
baglanma partnerleri olarak tanimlanmiglaridir. VDAC’lerin Parkin'in  kusurlu
mitokondriye ve daha sonraki mitofajiye etkin bir sekilde alimi i¢in gerekli oldugunu
gosterilmistir. Cesitli sistemlerdeki son caligmalarda, PINK1 / Parkin yolunun,
otofaji mekanizmasi ile kusurlu mitokondriyi ortadan kaldirdigi gosterilmistir. Sun
ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada VDAC'larin bu mekanizmanin bir pargasi oldugu,
Parkin'in hasarli mitokondriye girisinde etkili oldugu gosterilmistir (Sun ve ark.,
2012). Calismamizda da rotenon uygulamasi ile hem vdac hem de pinkl
ekspresyonlarinin artmasi bu bulgulart destekler nitelikte, mitokondride fonksiyon

bozuklugu ve hasari igsaret etmektedir.

Calismamizda rotenon maruziyeti Sigma 1 ekspresyonunu kontrol grubuna gore
anlamli derecede arttirmistir. Fluvoksamin uyarimi ile Sigma 1 ekspresyonu rotenon
grubuna gore anlamli derecede artmistir. Rifampisin grubunda ise, Sigma 1
ekspresyonunda azalma goriilmektedir. Western ile yapmis oldgumuz gruplar arasi
protein miktar farkliligina iligskin, rotenon uyarimli tiim gruplarda aktif Sigma 1
reseptOr seviyelerinin arttigi goriilmektedir. Rifampisin maruziyeti sonrasi aktif olan
Sigma 1 seviyesinde Fluvoksamin maruziyetine kiyasla anlamli bir diisiis

goriilmekteyken, en etkin Sigma 1 seviyeleri rotenonda goriilmektedir.
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Sig-1'nin ndroprotektif etkisi, saperon aktivitesi, Ca?* diizenlemesi (Monnet,
2005; Mori ve ark., 2013; Su ve ark., 2010; Tsai ve ark., 2009). ERAD yolagi
tizerinden transkripsiyonel diizenleme ve lipit sentezini (Benarroch, 2018) igerir. Sig-
1R, ER-mitokondri iliskili membranda Ca?* seviyesinin diizenlenmesinde ve hiicre

2*'un mitokondriyal matrikse aliminin korunmasinda kritik

ici Ca? " homeostazi ve Ca
bir rol oynar. Ca?* toksisitesi felg ve Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastalig
gibi norodejeneratif hastaliklarda hiicre Gliimiine katilmaktadir, bu nedenle Sig-1
aracili Ca®* diizenlenmesi beynin korunmasinda kesinlikle hayati &nem tasir

(Ruscher ve Wieloch, 2015).

Calismamizda rotenon maruziyeti sonras1 Sigma 1 reseptor seviyelerinin artmis
olmas1, bekledigimiz hiicre Ca®" seviyelerindeki degisimi isaret etmektedir. Sigma 1
resepOr uyaricilarindan fluvoksamin ile maruziyet sonrasinda ise, Sigma 1 reseptor
seviyelerindeki anlamli diisiis, fluvoksaminin bir diger etkisi olan endoplazmik stres
aracili apoptozu baskilayict etkisiyle noronal korunumu saglamasini akla

getirmektedir.

Calismamizda rotenon maruziyeti nkap ve tnf-a ekspresyonlarini kontrol
grubuna gore anlamli derecede artmistir. Rifampisin uygulanmasi rotenon grubunda
nkap ve tnf-a ekspresyonlarini azaltmistir. Rotenon grubunda fluvoksamin
uygulanmasi ise, nkap ve tnf-a ekspresyonunlarinda rotenon grubuna gore bir

degisiklige neden olmamaistir.

NKAP, TNF-a ile indiiklenen NF-kB aktivasyonunda tanimlanmis 6nemli bir
niikleer regiilator proteindir. NF-kB, enflamatuar yanitlar ve antiapoptotik etkileriyle
¢ok sayida genin ekspresyonunu diizenleyen, bir transkripsiyon faktoriidiir (Chen ve
ark., 2003). PH etiyolojisinde, TNF-a, nitrik oksit (NO) ve IL-1p gibi enflamatuar
mediatorlerin tiretiminin, ndronal doku yikimina aracilik ettigi ve bu mediatorleri
tireten baglica SSS hiicresinin mikroglial hiicreler oldugu gdsterilmistir. Mikrogliay
dogrudan aktive eden ajanlarin hem in vitro hem de in vivo olarak DA iireten
ndronlarda norotoksisiteyi indiikledigi gosterilmistir. Bu ajanlar arasinda LPS, B-
amiloid peptidleri, Parkin ve agrege olmus veya nitratlanmis-a-siniiklein bulunur
(Frank-Cannon ve ark., 2008; Reynolds ve ark., 2008). Ayrica 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridin  (MPTP) ve 6-hidroksidopamin (6-OHDA) gibi birg¢ok

63



dogrudan norotoksin etkili maddeler hiicresel igeriginin salinmasi yoluyla
mikrogliay1 aktive ederek norotoksisiteyi uyarir (Flood ve ark., 2011; Hirsch ve ark.,
2005). Bir kez aktive edildiginde, mikroglial hiicreler, enflamatuar sitokinler,
kemokinler, prostaglandinler ve I6kotrienler, NO, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
glutamat dahil olmak iizere dogal bagisiklik tepkisini desteklemeye yarayan cok

¢esitli enflamatuar mediatorler {iretir.

Aktive olmus mikroglial hiicrelerden salgilanan enflamatuar sitokinler arasinda
DA noronlarinin dogrudan oldiiriilmesine yol acabilen TNF-o, IL-1, ve IL-6
bulunmaktadir (Flood ve ark.,, 2011). Enflamasyon ve PH'de DA
norodejenerasyonuna katilan enflamatuar mediatorlerin ¢ogu ortak bir ozellige
sahiptir; bu ortak 6zellik, mikroglial hiicrelerde ekspresyonlarinin dncelikle NF-xB
tarafindan diizenlenmesidir. TNF ve IL-| gibi enflamatuar sitokinler, LPS gibi bakteri
tirtinleri ve hiicresel hasarli {irtinler, NF-kB'nin aktivasyonu ile enflamatuar tepkileri
aktive eder. NFxB daha sonra enflamatuar sitokinleri kodlayan genlerin
diizenlenmesi yoluyla enflamatuar yamitta 6nemli bir rol oynar (Tsoulfas ve Geller,
2001).

Rotenon ile indiiklenen PH modelinin, non-invaziv ve kronik olusum siireci gibi
ozellikleri ile dopaminerjik néron kaybi ve ndroinflamasyon ile iligkili oldugu 6ne
striilmistiir (Li ve ark., 2013). Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda rotenon grubunda
artan tnf-a ekspresyonu, mikroglial hiicre aktivasyonu sonucu artan inflamasyonun
bir gostergesi olarak degerlendirilebilir. Yine rotenon grubunda artan nkap
ekspresyonu rotenon maruziyetine bagli NF-kB’nin NKAP ile aktivasyonunun artigi
ile iligkilendirilebilir.

Mycobacterium tuberculosis ve diger mikobakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan makrosiklik bir antibiyotik olan rifampisinin son yillarda noronlarda
koruyucu etkili oldugu gosterilmistir. Bi ve ark (2013) rifampisinin, mitokondriyal
oksidatif stresi hafifleterek rotenon kaynakli apoptozu Onemli Olciide bastirdigi,
mikroglial enflamasyonu azaltip néron sagkalimini arttirdigini bildirmistir (Bi ve
ark., 2013). Calismamizda da bu bulgulara uygun olarak rifampisin uygulanmasinin

rotenon grubunda artan tnf-o ve nkap ekspresyonlarini azalttigi bulunmustur.
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Calismamizda rotenon uygulamasi trl4a ekspresyonunda azalmaya, /21

ekspresyonunda ise artisa neden olmustur.

IL21R mutasyonu olan bazi hastalarda kronik ishal ile birlikte erken baglangi¢h
IBD gozlenmistir. Ayrica hayvan modellerinde kullanan ¢oklu calismalar 1L-21'in
IBD patogenezinde etkili oldugu gosterilmistir. Bununla beraber 1121, IL-10'u
indiikleme kabiliyeti nedeniyle immiinosupresif olarak da degerlendirilmistir. IL-10
sinyalinin bagirsaktaki immiin homeostazin1 kritik bir sekilde diizenledigi
bilinmektedir ve IL10 mutasyonlar1 olan hastalarda erken baslangicli IBD
gelismektedir. Calismamizda artan il121 ekspresyonu rotenonun etkisi ile baskilanmis
immun sistemin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir (Leonard ve Wan, 2016).
Rifampisin uygulamasi ise rotenon verilen grupta artan il21 ekspresyonunu anlaml
derecede azaltmigtir. Fluvoksamin ise etkili olmamistir. Rotenon verilen gruplarda
hem rifampisin hem de fluvoksamin trl4a ekspresyonlarin anlamli derecede
arttrmistir.  Bu gruplarda artan trl4a ekspresyonlart hem rifampisin hem de
fluvoksaminin organizmanin verdigi enflamatuvar yanitin uyarmasinin bir sonucu

olabilir.

Sonu¢ olarak rifampisin ve fluvoksaminin zebra baliklarinda rotenon ile
indiiklenen deneysel PH modelinde mitokondriyel kalsiyum, PH ile iliski genler,
proteinler ve lokomotor aktiviteleri inceleyen bu g¢alismamiz norotoksik ajan olan
rotenon ile olusturulan bu modelin zebra baliklarinda PH olusturmak i¢in uygun
oldugunu gostermistir. Ayrica ¢alismamizda kalsiyum odakli mitokondri fonksiyon
bozuklugu ile PH gelisiminde etkili genler ve proteinler arasindaki iligskiye dair
onemli veriler elde edilmistir. Calismamiz literatiirde ilk defa norodejeneratif
mekanizmalarda inflamatuvar mekanizmalar1 TRL4a, NF-kB, NKAP, TNFa ve 1L21

agisindan iliskilendirmistir.

Bir¢ok c¢alismada oldugu gibi bizim c¢alismamizin da simrlayict faktorleri
bulunmaktadir. Temel smirlayici faktor, g¢alisma biitgesinin sinirli  olmasidir.
Ekspresyon seviyelerine bakilan her gen i¢in, protein seviyerine bakilamamuistir.
Ayni zamanda, noroprotektif ajanlarin zebra baliklarina etkisi olup olmadigini
deneyebilecegimiz iki kontrol grubu, analiz sayisimi ve dolayisi ile biitceyi

etkileyeceginden eklenememistir. Rifampisin ve fluvoksamin kimyasallariin
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miktarlart ancak karin i¢i enjeksiyon kullanimi igin yeterli miktarda oldugundan,
uygulama sonrast grup i¢i 0liim miktarlar1 artmis olup uygulanan siire 3 haftayla
smnirlandirilmak zorunda kalinmistir. RT-PCR ve western-blot analizlerinde her
gruptan 3-5 dokunun tek tek analizi yerine, grup i¢i 6rneklerden havuz olusturulup, 3

tekrarli analiz yapilmistir.
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