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OZET

PESTISIT FLUOPYRAM’ iN PARKINSON HASTALIGI iLE BAGLANTISININ
ARASTIRILMASI

Parkinson hastaligi (PH) titrek felg adi altinda tanimlanmis olan noérodejeneratif bir
hastaliktir. Klinik olarak istirahat tremoru, disli ¢ark rijiditesi, bradikinezi ve postural
reflekslerde bozulma ile karakterizedir. Patolojik olarak beynin Substansiya nigra pars
kompakta (SNpc) bolgesindeki dopaminerjik néronlarin kaybit ve a-siniiklein (a-Syn)
proteinlerinin birikmesiyle olusan Lewy cisimcikleri (LB) ile karakterizedir. PH’nin en biiyiik
risk faktorii Pestisitlerdir. Pestisit Rotenone (ROT) mitokondrial kompleks | inhibe ederek ve
oksidatif strese yol agarak in vivo ve in vitro kosullarda PH’ya neden oldugu tespit edilmistir.
Pestisit Fluopyram (Flu) ise mitokondriyal kompleks II’yi inhibe ederek PH’ya yol agtigi
tahmin edilmektedir. Bu baglamda ROT ile farelerde Parkinson modeli olusturduk ve elde
edilen sonuglar1 Flu ile karsilagtirarak PH a¢isindan degerlendirdik.

Calismamizda erkek ve disi Swiss albino fareler kullanilarak ROT 2 mg/kg/giin, DMSO
ve Flu (0.5, 1 ve 2 mg/kg/giin) dozlar farelere giinlikk subkutan (SC) olarak uygulanmis ve
deney 21 giiniin sonunda sonlandirilmistir. Degerlendirmelerde Motor Fonksiyon Testi,
Histokimyasal ve Immunohistokimyasal Calismalar, Comet Metodu ve QRT-PCR y&ntemi
kullanilmistir. Sonuglarimizda biitiin gruplarda hayvan agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklik gozlemlenmemistir. Motor fonksiyon testinde ROT grubunda anlamli olarak
azalma goriiliirken, yiiksek dozda uygulanan Flu degerinde de anlamli olarak azalma tespit
edilmistir. ROT ve Flu grubuna ait beyin dokulari incelendiginde SN’de LB’leri gibi 6nemli
yapisal degisiklikler gériilmiistiir. o-f Syn ile isaretlemede ROT ve Flu grubuna ait beyin
dokulart incelendiginde daha fazla miktarda pozitif isaretlenme go6zlenirken TH ile
isaretlemede ise daha az miktarda pozitif isaretlenme gozlenmistir. uygulanan ROT kan ve
beyin dokusunda DNA hasarina neden oldugu tespit edilmistir. Flu dozuna bagl olarak kan
dokusunda DNA hasarinin arttig1 tespit edilmistir. Beyin doku sonuglarina gére Flu uygulanan
gruplarda DNA hasar1 gozlemlenmemistir ROT uygulandiginda SNCA mRNA ekspresyon
seviyelerini artirirken, TH ve DJ-1 mRNA ekspresyon seviyelerini azalttigi gézlemlenmistir.
Flu ve ROT sonuglar karsilastirildiginda, SNCA mRNA ekspresyon seviyeleri artmistir fakat
anlamli bulunmamastir. TH ve DJ-1 mRNA ekspresyon seviyelerinin azalmis oldugu tespit
edildi ve ROT sonuglarimizda farklar gézlemlendi. Sonuglarimizda farelerde Flu dozuna baglh
olarak PH fenotipinin indiiklendigi goriildii. Flu ile 6zelikle yiiksek dozlarda ve fakli yontemler
ile daha fazla arastirilma yapilmasi1 6nerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Parkinson hastaligi (PH), ROT, Flu



ABSTRACT

Investigation of The Relationship between The Pesticide Fluopyram and
Parkinson’s disease

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disease defined as shaky stroke. It is
clinically characterized by; resting tremor, cogwheel rigidity, bradykinesia, and postural
reflex impairment. It is also pathologically characterized by Lewy bodies (LB) and formed
by the loss of dopaminergic neurons in the Substantia nigra pars compact (SNpc) region of
the brain and the accumulation of a-synuclein (o - Syn) proteins. Pesticides are the hugest
risk factor of PD. They cause the formation of PD. by using different mechanisms. They also
permanently disrupt the function of the electron transport complex (ETC) located in the
mitochondria. Researches show that the pesticide Rotenone (ROT) causes PD in vivo and in
vitro conditions by inhibiting mitochondrial complex | and causing oxidative stress.
Fluopyram (Flu) is a frequently used pesticide that causes mitochondrial toxicity like ROT.
When literature searched, it makes one think about a connection with PD. it seems that there
is no available study on Flu and PD. Flu is one of the fungicides utilized in Isparta city at a
high rate for all planting types. The Flu is a mitochondrial complex Il inhibitor.The
inhibition of mitochondrial complexes is the main pathway in the PD mechanism, therefore
complex Il inhibitor pesticide may lead to the same result. In this context, we created a
Parkinson model in mice with ROT and compare the result of Flu with this Rot to be sure
whether that lear to Parkinson or not. Swiss albino male and female mice were the testing
animals of our study. Positive control (ROT Parkinson model, 2 mg/kg/day), negative
control (Solvent only, DMSO), and Flu (0.5,1 and 2 mg/kg/day) were administrated to mice
daily doses subcutaneously (SC). The experiment got completed after 21 days. Motor
Function Test, Histochemical and Immunohistochemical Studies, Comet Method, and QRT-
PCR were utilized in the study as well.

In our results, no statistically significant changes were observable in animal weights in all
groups. In the motor function test, a significant decrease in the ROT group was observable,
On the other hand, a significant decrease was detected specifically in the Flu value which
was applied at high doses. When the brain tissues that belong to the ROT and Flu tested
groups got examined, all-important structural changes such as LBs got observed in the SN.
When brain tissues belonging to ROT and Flu groups were examined in a-f Syn labeling,
more positive markings were observable. When the brain tissues belonging to the ROT and
Flu groups were examined in TH labeling, less positive markings were observed. ROT have
been found to cause DNA damage in blood and brain tissues. It has been determined that
groups with Flu applied in the brain not have DNA damage. ROT was observed to increase
SNCA mRNA expression levels while decreasing TH and DJ-1 mRNA expression levels.
Comparing the Flu and ROT results, SNCA mRNA expression levels increased but were not
significant. With the detection of decreased TH and DJ-1 mRNA expression levels,the
difference were shown in our ROT results The study results have proved that in mice Flu's
induce of PD phenotype depends on Flu doses. It is recommended to do more research with
Flu especially in high doses and with different methods.

Keywords: Parkinson's disease (PD), ROT, Flu
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KISALTMALAR
AADC: Aromatik amino asit dekarboksilaz
AE C656948-7- hidroksi: Flu-7-hidroksi

AE C656948-7-OH-GA: [3-kloro-5- (triflorometil) piridin-2-il] -2- {[2
(triflorometil) -benzoil] amino} etil beta-D glucopyranosiduronic asit

AE C656948-8-hidrtoksi: Flu-8-hidroksi

AE C656948-8-OH-GA: [3-kloro-5- (triflorometil) piridin-2-il] -1 - {[2-
(triflorometil) -benzoil] amino} etil beta-D glucopyranosiduronic asit

AE C656948-benzamid-SA siilfiirik asit: AE C656948-benzamid-SA
AE C656948-dihidroksi glukuronik asit: AE C656948-di-OH-GA
AE C656948-fenol-glukuronik asit: AE C656948-fenol-GA

AE C656948-hidroksietil- glukuronik asit: AE C656948-hidroksietil-GA
AGEs : Glikasyon son iiriinleri

BG: Bazal gangliyonlar

cDNA: komplementer DNA

C / EBPP :CCAAT giiclendirici baglayici proteinler

CaMKII: Ca2 +/ kalmodulin bagimli protein kinaz II

Cizgili cisim: Corpus striatum

DA: Dopamin

DAT: Dopamin Transporter

DMSO: Dimetilsiilfiksit

DNA: Deoksiriboniikleik asit

dNTP : Deoksi niikleotid tri fosfat

EBPH: Erken baslangi¢h Parkinson hastaligi:

ETC: Elektron transport kompleksi

FADH2: Flavin Adenin Diniikleoitit hidrojen



Flu: Fluopyram

GABA: Gama amino biitirik asit

GBPH: Otozomal dominant geg¢ baslangicli PH
GPe: Globus pallidus eksternus

GPi: Globus pallidus internus

HPSS: Hank’s balanced salt solution
H202: hidojen peroksit

IP: intraperitonal

IPH: idiyopatik Parkinson Hastalig1

kb : Kilobaz

KCI: Potasyum kloriir

kDa: Kilodalton

KH2PO4: Potasyum dihidrojen fosfat

L: Litre

LB: Lewy cisimcikleri

LMA: Diisiik erime noktalar1 agaroz
Maneb: Ethylene-1,2- bisdithiocarbamate
mg: Miligram

mL: Mililitre

mM: Milimolar

pg: Mikrogram

puM: Mikromolar

mMiRNA: Mikro RNA

miR-133b: MicroRNA133b

MPTP: 1-metil, 4-fenil, 1,2,3,6-tetrahidropiridin

MRNA: Haberci RNA
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MTOR: Rpamisinin memeli hedefi:

ng: Nanogram

nm: Nanometre

nmol: Nanomol

Na2HPO4: Disodyum Hidrojen Fosfat

NAC: Amiloid olmayan bilesen

NaCl: Sodyum kloriir

NAD: Nikotinamid dintikleotit

NADH: Nikotinamid adenin diniikleotit hidrojen
NaOH: Sodyum hidroksit

NMA: Normal erime noktali agaroz

ODPH: Parkinson hastalig1 otozomal dominant
ORPH: Parkinson hastalig1 otozomal resesif
Parakuat: N2-dimetil-4-4*-bipiridinium

PBS: Fosfat tampon tabletleri

PCB: Poliklorlu bifenil

PH: Parkinson hastalig1

QRT-PCR: Kantitatif Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RNS: Nitrojen tiirleri

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

ROT: Rotenone

SC: Subkutan

SH-SY5Y': insan noroblastom hiicre hatt

SN: Substansiya nigradaki

SNARE: Coziiniir NSF atasman Proteini

SNpc: Substansiya nigra pars kompakta
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SNr: Substansiya nigra pars retikiilata

Synaptobrevin-2 /VAMP2: Vezikiiler bagli membran proteini 2
S6K1: ribozomal p70 S6 kinaz

TH: Tirozin hidroksilaz

UPS: Ubikiitin-Proteozom Sistem

VMAT?2: Vezikiiler MonoaminTasiyict 2

a-Syn: Alfa-siniiklein

a-p Syn: Alfa- Beta Syn

4E-BP1: Okaryotik baslama faktorii 4E (eIF4E) baglayici protein 1

8-OHdG:8-hidroksi-2-deoksiguanozin
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1.GIRIS ve AMAC

Diinya niifusu, ¢ok hizli ve kontrolsiiz bir sekilde artmaktadir. Buna ragmen
bu artis1 karsilayacak oranda iirlin saglanamamakta ve gida ihtiyaci giderek
artmaktadir. Bu sorunun giderilmesi, birim alanda verimi ve kalitesi yiiksek, maliyeti
oldukga diisiik iiriinler elde etmek; en 6nemlisi de ¢evre kirliligine neden olmayacak
Oonlemlerin alinmasi ile miimkiindiir. Bugiin yurdumuzda ve diinyada iiriin artigin
saglayabilmek i¢in ¢esitli zararlhilarla miicadelede "pestisit" adi verilen kimyasal
maddeler kullanilmaktadir. Bu maddelerin kullanilmasiyla gercekten de iiriin
miktarinda artiglar gézlenmektedir. Ancak bu tarim ilaglar1 suda, toprakta, meyve ve
sebzeler lizerinde uzun siire bozulmadan kalarak g¢evre kirliligine neden olmakta ve
dolayisiyla besin zinciri yoluyla insana kadar ulasarak gesitli zararlar olusturmaktadir
(1,2,3).

Pestisitler genellikle aktif etkene gére smiflandirilir. Insektisitler (bocek
oldurtctiler), akarisitler (akar oldiriciiler), fungusitler (mantar o6ldiriciiler),
herbisitler, rodentisitler, pisisitler, mollusitler, nemasitler ve avisitler bunlara 6rnek
verilebilir. Tirkiye’de tarim ilaglar1 kullanimina, pestisit gruplarmma gore
bakildiginda; en 6nemli grubun %47 ile insektisit oldugu, bunu %24 ile herbisitlerin
izledigi, fungusitlerin ise %16 payr oldugu gozlemlenmektedir (4).Elma ve kiraz
tiretiminde onemli bir yere sahip Isparta ilinde de yogun tarim ilaci kullanimi s6z
konusudur. Ozellikle elma iiretiminde en ¢ok kullanilan pestisit grubunun %74,32 ile
fungusitler oldugu, bunu %?23,43 ile insektisitlerin, %2,25 akarisitler izledigi
bildirilmistir (5).

Genel olarak pestisitlerin saghk tizerinde akut ve kronik etkileri
bulunmaktadir. Akut etkiler agiz, solunum ve deri yoluyla viicuda girerek kendini
hemen gostermekte iken; kronik etkiler, kanser, dogum anormallikleri, sinir sistemi
zararlar1 (norotoksisite ve norodavranigsal bozukluklar) ve uzun donemde olusan
benzer diger yan etkilere neden olmaktadir (6). Bu hastaliklardan biri de
norodejeneratif hastalik olan Parkinson hastaligi (PH)’dir (7). PH ve pestisit
baglantis1 yogun olarak c¢alisilmaktadir. Ancak pestisit sayisinin ¢coklugu g6z oniine

alindiginda halen ¢alismalar yetersizdir.



PH, Alzheimer hastaligindan sonra goriilen en yaygin norodejeneratif bir
hastaliktir (8). 60 yas listii popiilasyonun yaklasik %1 lik kismini etkilemektedir (9).
Hastalik, beynin Substansiya nigra pars kompakta (SNpc) bolgesindeki dopaminerjik
noronlarin kaybi1 ve a-siniiklein (o-Syn) proteinlerinin birikmesiyle olusan Lewy
cisimcikleri (LB) ile karakterizedir (10). Dopaminerjik noronlarin yaklagik %60-65’
inin kayb1 sonucu dopamin (DA) seviyesinde meydana gelen %80-85’lik azalma
motor fonksiyonlarda bozukluklara yol agarak istirahat tremoru, bradikinezi, kaslarda
sertlik (rijidite) ve durus bozuklugu gibi semptomlarin ortaya g¢ikmasina sebep
olmaktadir ( 11).

PH’nin temel bir klinik tanimlamasi yapilamamistir. Genetik, yaslanma,
cevresel faktorler (pestisitler) gibi hastaligin  olusmasinda rolii oldugu
diistiniilmektedir (12).PH’nin yaklasik %385’ sporadik, %10-15’i ise ailesel
formdadir ve hastaligin ancak %5’lik kesimi tek gene bagli (Mendel tipi kalitim)
bozukluklardan kaynaklanmaktadir (13). Bugiine kadar yapilan galismalar sonucu
PH olusumuna neden oldugu 6ne siiriilen bir¢ok gen belirlenmistir. SNCA (14), TH
(15), LRRK2 (16), Parkin (17), DJ-1 (18) gibi birgok gende mutasyonlar bulunmus
ve PH ile iliskili olduklar1 belirlenmistir.

PH’nin en biiyiik risk faktorii olan pestisitler farkli mekanizmalar kullanarak
hastaligin olusumuna sebebiyet vermektedir. Pestisitler, mitokondrial fonksiyonda
yer alan elektron transport kompleksi’ni (ETC) kalici olarak bozmaktadir (19).
Insektisit (MPTP) (20, 21), Insektisit Rotenon (ROT) (22), Herbisit (Parakuat) (23)
ve Insektisit (Dieldrin) (24), Fungisit (Maneb) gibi maddelerin mitokondrial
kompleks | veya III’ii inhibe etmesiyle PH’ya neden oldugu tespit edilmistir.
Bozulmus mitokondrial fonksiyon oksidatif strese yol acarak hiicre i¢i bilesenlerin
hasar goérmesine ve hiicre dliimiine sebebiyet veren bir takim hiicresel yolaklara etki
etmektedir. Oksidatif stres, PH’da nigral dopaminerjik hiicre 6liimiiniin patojenik
mekanizmalarindan birisidir (25). Bu gozleme dayanarak kimyasal yapis1 yukardaki
pestisitlere benzeyen bazi maddelerin ¢evrede ya da bazi gidalarda bulunabilecegi ve
hastaliktan sorumlu olabilecegi goriisii  dogmustur. Konuyla ilgili yogun
arastirmalarin siirdliriilmesine karsin, bugiin i¢in kanitlanmis kesin bir goriis yoktur.
Bu dogrultuda planlanan tez ¢alismasinda ozellikle Isparta bolgesinde ¢ok fazla

yetistirilen elmanin ve diger tarim {irlinlerinin {iretiminde yogun olarak kullanilan



Fluopyram (Flu) pestisitine maruziyetin PH ile baglantisinin arastirilmasi
planlanmustir. Flu, (396.72 g/mol, C16H11CIF6N20, CAS Numarast: 658066-35-4)
genis spektrumlu bir fungisittir. Birgok bah¢ivanlik ve tarla bitkilerinde Ascomycete
ve Deuteromycete grubuna mensup mantarlarin olusturdugu hastaliklara karsi
koruma saglamak icin gelistirilmistir. Flu, mantar mitokondriyal solunum
zincirindeki siiksinat dehidrojenaz (kompleks II) inhibisyonu ile elektron taginmasin
bloke eder (26,27,28). Dieldrin, MPTP, ROT gibi mitokondriyal toksisiteye yol acan
maddelerin PH’ye sebep oldugu gbz oniine alindiginda (29) oldukga sik kullanilan
bir pestisit olan Flu’in bu hastalikla bir baglantis1 olup olmayacag: akla gelmektedir.
Tarim ve Orman Bakanligi Bitki Koruma Uriinleri Daire Baskanhiginin
(2019) verilerine gore Flu, 3 farkli formiilasyonda, onlarca farkli zararliya karsi
elma, armut, ayva, kiraz, findik, seftali, kaysi, bag, domates, biber, kabak, kavun ve
karpuz tretiminde kullanilmak {izere ruhsatlidir (30). Literatiir taramasi yapildiginda
Flu ve PH ile ilgili yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamuistir. Dolayist ile yapilacak
calismanin literatiir icin bir ilk olma 06zelligi tasiyacagina ve bu alanda 6nemli bir
boslugu dolduracagina inanmaktayiz. Isparta’da yiiksek oranda kullanilan
fungusitlerden biri de Flu’dur ve her tiir bitki i¢in kullanilmaktadir. Flu’un,
mitokondriyal kompleks II inhibitorii olmasi ve mitokondrial komplekslerin
inhibisyonunun PH mekanizmasinda baslica yolak olmasi kompleks II inhibitorii bir

pestisitin de ayn1 sonuca yol agip agmayacagini akla getirmektedir. Bu baglamda;

1. ROT ile farelerde Parkinson modeli olusturduk elde edilen sonuglar Flu ile
karsilastirdik ve PH agisindan degerlendirdik.

2:Flu’un farkli dozlarda farelerde PH’ye ve segici néron kaybina neden olup
olmadigini  immiinohistokimyasal olarak belirledik ve Parkinson agisindan
degerlendirdik.

3:SNdeki dopaminerjik néronlarin ve kan hiicrelerinin DNA hasarini tespit ederek
karsilagtirdik. SN’da dopaminerjik noron kaybina sebep olabilecek bir DNA
hasarinin olup olmadigin1 ortaya koyduk.

4: SN’de PH ile iliskili oldugu belirlenmis SNCA, TH, LRRK2, Parkin ve DJ-1, 5
genin ekspresyon seviyelerinde degisiklik olup olmadigint QRT-PCR ile arastirdik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Parkinson hastahg: (PH)

2.1.1. Tanim

PH ilk olarak 1817 yilinda ingiliz hekim James Parkinson tarafindan shaking

palsy (titrek felg) ad1 altinda tanimlanmis olan nérodejeneratif bir hastaliktir (31). Klinik

olarak istirahat tremoru, disli ¢ark rijiditesi, bradikinezi ve postural reflekslerde bozulma

ile karakterizedir. Patolojik olarak beynin SNpc bdlgesindeki dopaminerjik néronlarin

kayb1 ve a-Syn proteinlerinin birikmesiyle olusan LB ile karakterizedir (10). Tani

kardinal belirti ve bulgularin olusturdugu klinik tabloya gére konur (sekil 1) (Tablo 1)
(32).

Sekil 2.1. Kontrol Normal SN ve PH’de SN’de pigmentasyon kaybi oldugunu

gostermektedir (33).

Tablo 2.1. idiyopatik Parkinson Hastalig1 (iPH) Tani Kriterleri ¢4

1. adim: iPH tamsi

2. adim: Dislama Kriterleri

3.adim: IPH i¢in destekleyici
kriterler

e Bradikinezi
Asagidakilerden en az biri:
e Rijidite
e 4-6 Hz
tremoru
e Postiiral
(Viziiel,
vestibuler,serebellar,
proprioseptif
disfonksiyona
olmayan)

Dinlenme

dengesizlik

bagh

Inme Oykiisii ile Parkinsonizme

yol  agabilecek inme, kafa

travmasi, ensefalit, néroleptik ilag

kullanimi, hidrosefali veya beyin

timorii  gibi  belli bir neden

saptanmasi

e Supraniikleer bakis paralizileri

e Serebellar bulgular

e Erken siddetli otonomik
yetmezlik

e Erken siddetli demans

e Yiiksek doz levodopaya kotii
yanit

Asagidakilerden en az ii¢liniin

bulunmast

e Unilateral baslangi¢

e Hastaligin bagladig
tarafta bulgularin
asimetrik olarak daha
belirgin devam etmesi

e Levodopaya ¢ok iyi
(%70-100) yanit olmasi

e Levodopaya bagl
diskinezilerin agir olmasi

e Kilinik seyrin 10 y1l ya da
daha fazla devam etmesi




2.1.2. PH’ min Siniflamasi

PH en sik rastlanan parkinsonizm tipidir (31). PH bazal gangliyonlar (BG) da

Ozellikle de SN hiicre dejenerasyonuna bagli, motor ve motor olmayan bulgularin ortaya

ciktig1 bir klinik sendromdur. Parkinsonizm ise ekstrapiramidal sistem hasariyla olusan

birgok klinik belirtiyi igeren daha karmasik bir bozukluktur (35).

Parkinsonizm etyolojik agidan dejeneratif ve semptomatik olmak tizere iki gruba

ayrilmaktadir (Tablo 2). Dejeneratif kokenli Parkinsonizmin temel nedeni, BG’larda

olusan hiicre kaybi1 olup baska etyolojik etken bulunamamaktadir. Semptomatik

Parkinsonizmde ise neden dogrudan ya da ikincil olaylarla BG’lerda lezyonlarin

meydana gelmesidir ve Parkinsonizm bulgular1 baska patolojilerin sonucunda ortaya

¢ikmaktadir (36).

Tablo 2.2. PH ’nin Siniflamasi

DEJENERATIF

SEMPTOMATIK

e [PH (PH) (37).
e Parkinson art1 sendromlari
- Multisistem atrofisi
- Progresif supraniikleer felg
- Kortikobazal dejenerasyon
- Lewy cisimcikli demans
e Parkinsonizmin eslik edebildigi diger
hastaliklar
e Spinoserebellar ataksi
e Huntington hastaligi
o Bilateral striapallidodentat kalsinozis (Fahr
hastalig1)
e Hemiparkinson-hemiatrofi sendromu
e Frontotemporal demansparkinsonizm
kompleksi
e Dentatorubropallidoluysian atrofi
o Pallidal dejenerasyonlar
e Striatal nekrozla giden mitokondrial
hastaliklar
e Pantotenat kinaza eslik eden dejenerasyon
e Noroakantositoz

e Vaskiiler

Normal basinglh

hidrosefali

Yer kaplayict lezyonlar

Ilaca bagh

Intoksikasyonlar

Infeksiyonlar

Metabolik nedenler

Kafa travmasi, dementia

pujilistika

Demylenizan hastaliklar

e Psikojenik Parkinsonizm
(36)




2.1.3. PH’nin Olusma Nedeni

PH yavas ilerleyici ndrodejeneratif bir beyin hastaligidir. Beyinde SN (siyah
madde veya kara c¢ekirdek) adi verilen 6zel sinir hiicrelerinin olusturdugu cekirdegin
islevini tam olarak yerine getirememesinden kaynaklanir (31). SN, SNpc ve pars
retikiilata (SNr) olarak adlandirilan iKi ¢ekirdekten olusur. SNpc DA salgilar ve depolar.
Bu hiicreler “corpus striatum™un (¢izgili cisim) sinir hiicreleriyle baglantilidir. SNpc
tarafindan salgilanan DA, sinir lifleri araciligiyla corpus striatuma taginir ve oradaki
hiicreler arasinda kimyasal iletim gorevi yapar. SN ile viicut hareketlerini kontrol eden
diger beyin bolgeleri arasindaki mesajlar1 iletir. SNpc hiicrelerinin hasara ugradigi
durumlarda DA salgilanmasi ve depolanmasi kesintiye ugrar. Bunun sonucu olarak da
parkinsonizm belirtileri gdzlenir (38,39). Ikinci patolojik durumlari LB olusturmaktadir.
LB ilk defa 1912 yilinda nérolog Friedrich Lewy tarafindan PH ile baglantili olarak
tanimlanmustir (40). LB asil olarak yanlis katlanmis a-Syn proteininin birikmesi sonucu
olusan cisimcikler ile karakterizedir (32). Yeni ¢alismalarda LB’lerin yapisinda a-Syn
parkin, Ubikiitin gibi ¢esitli proteinler ve ndrofilamentler bulunmaktadir (41). LB ilgili
sinir hiicrelerini ve sinir hiicresi baglantilarini yok eder. Bu baglantinin bozulmasi
hareket ve dikkat kontroliinde zayiflamaya sebep olur DA néronlarinin dejenerasyonuna

neden olabilmektedir (sekil 2) (42).

-
- - & E
- - Lewy
. cisimcigi (LB)

Sekil 2.2. LB (41).

2.1.4. PH’min Anatomi ve Patofizyolojisi

Ekstrapiramidal sistemin Onemli parcasi olan BG 06n beyinde, talamusun
lateralinde ve her iki hemisferde yer alan subkortikal ¢ekirdektir (43,44). BG’lerin ana
boliimlerini kaudat nukleus, putamen ve globus pallidus (eksternus ve internus)
olusturur. Diger iki subkortikal ¢ekirdek, subtalamik nukleus ve SN. BG’lerin spesifik
kisimlarindan olmadiklar1 halde, bu sistemle fonksiyonel olarak ilgilidirler (sekil.3) (45).



Talamus

kaudat

—
alamus
Putamen \T@f‘) /
Ehsbs s — \/ Z internal kapsil
pallidus -

Subtalamik nukieus

SR Substansiya nigra:
B _ SNr
e SNpC

< ==
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Sekil 2.3. BG’lerin yerlesimi (46).

BG’lerin aktivitesi duyusal korteks, talamus ve beyin sapindan alinan bilgilerle
baslatilir. Ciktilar1 ise globus pallidus araciliiyla, serebral korteksin motor alanlarinin
ve beyin sapindaki diger motor merkezlerinin aktivitelerini etkiler. Boylece BG’ler
serebral korteksi etkileyerek kas hareketlerini diizenler (47,48). BG’lerin afferent
girdilerinin 6nemli bir kismi frontal korteksten (motor korteks, premotor alan,
suplamenter motor alan, singulat korteks, dorso-lateral ve orbitolateral frontal korteks),
bir kism1 da parietal korteksten gelir. Bu afferent sinyallerin BG’lere giris yaptig1 tek
kapi, striatum (putamen, nukleus kaudatus ve ventral striatum)’dur. BG’lerde islem
goren bilgilerin ¢ikis yeri de Globus pallidus internus (GPi) ve SNr’dir. BG’lerin
efferent sinyallerinin ¢ok biiyiik bir kismi talamusa, kii¢iik bir kismi ise beyin sapindaki

pedinkiilopontin nukleusa gider.

Serebral korteks ve BG’ler arasinda biri direkt digeri de indirekt olmak {izere iki
yol vardir. Direkt olam1 korteksin aktivitesini arttirirken, indirekt olani inhibe eder.
Direkt yolda korteksten putamene giren sinyaller, BG igindeki diger yollara ugramadan
dogrudan ¢ikis kapisina, yani Gpi ve SNr’ye yonelirler ve talamus iizerinden kortekse
geri donerler. Indirekt yolda ise korteksten putamene giren sinyaller Globus pallidus
eksternus (GPe), subtalamik nukleus (STN) ara istasyonlarindan gegtikten sonra ¢ikis
kapisina, yani Gpi/SNr’ye yonelirler ve talamus iizerinden kortekse geri donerler.
Striatuma gelen ve gama amino biitirik asit (GABA) iceren inhibe edici bilgi, direkt yol

tizerinden SNr/Gpi kompleksini inhibe eder. Boylece talamusun inhibe edici sistemi



inhibe edildigi i¢in talamokortikal yol harekete gecer. Bu, motor hareketin olusabilmesi
igin gerekli olan yoldur. Korteks inhibitesi ile indirekt yol tizerinden islev goren striatal
noronlar GABA ile 6nce GPe’yi inhibe eder. Gpe normalde GABA igerir ama striatum
tarafindan inhibe edildigi icin GABA’y1 subtalamik niikleusa iletemez. Serbest kalan
STN glutamat ile Gpi ve SNr’yi uyarir.

GABA igeren Gpi/SNr uyarilarak, GABA’y1 talamusa iletir ve talamus inhibe
olur. Dolayisiyla glutamat igeren talamokortikal yol harekete gecemez ve korteks
uyarilamaz. BOylece hareketin olusmasi engellenmis olur. Amaca yonelik bir hareket
direkt ve indirekt yollarin denge iginde galismasiyla saglanir. SNpc’dan striatuma gelen
DA, normalde direkt yolun aktivitesini D1 reseptorleri iizerinden artirirken, indirekt
yolun aktivitesini D2 reseptorleri tizerinden azaltir.

Ik patolojik durumda, Nigrostriatal yol dejenerasyonuna bagl olarak striatumda
DA azalmas: striatal interndronlar arasinda kolinerjik aktivitede artisa neden olur. DA
eksikligi ile direkt/indirekt yol arasindaki denge, indirekt yolda aktivite artisini lehine
cevirir. Boylece talamokortikal yolun inhibisyonu artar ve kortekse uyarici bilgi gitmesi
engellenir. Bu da korteksten kortikospinal projeksiyonlarin uyarilmasini engeller ki
PH’nin temel bulgularindan hareket ve tonus bozukluklarimin ortaya ¢ikmasina neden

olur (38,39). (Sekil 4 a,b,c).
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Sekil 2.4:a) BG’lerin normal isleyis mekanizmalari,b) SNc’deki dopaminerjik ¢ikislarin kesintiye ugramasi,

c) Striatal GABAerjik noronlarin hasari (49).



Ikinci patolojik durumda ise a-Syn proteininin énemli rol oynadigi LB olusumu
gerceklesmektedir. a-Syn dogal olarak katlanmamis bir monomerdir. Lipid membranlara
baglandiginda o -heliks sekonder yapisini kazanir. Fizyolojik bir durumda, bu iki uyum
arasinda dinamik bir denge vardir. Cesitli ¢evresel faktorler (ROT, MPTP ve Parakuat)
ve oksidatif stres gibi etkenler a-Syn’nin yanlis katlanmasina neden olur (Oligomerler,
¢oziinmez fibril seklinde agregalar) ve LB olusur. Bu anormal konformasyonal durum a-
Syn 'de genellesmis bir hiicre bozulmasina neden olarak sinaptik disfonksiyona,
oksidatif strese, mitokondriyal bozulmaya, Ubikiitin-Proteozom Sistem (UPS)

bozulmasina (50) ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Sekil 5)(51).

Cevresel Faktorler/Oksidatif stres: Rotenon, MPTP, Parakuat ]
gibi

IKatI aaaaaa s
alfa-Sindklein

=) S N
Yanhs katlanmis { \ ===
% [alfasinaklin {Oligomerler X {g&z:rmez l LB 2

Membrans baglaninda

L Katlanir | _—
— Oflcsidatif stras

mitokondrival bozulmas:

UPS bozulmas:

Sinaptik disfonksivonu

Sekil 2.5. a-Syn’in konformasyonel dengesinin bozulmasi (51).
a-Syn’in fizyolojik fonksiyonu tam bilinmemekle beraber DA olusumunda ve

saliniminda 6nemli rolii bilyiiktiir (Sekil.6.ave b) (52).
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Sekil 2.6. A ve B: DA metabolizmasinda a-Syn’in fizyolojik rolii (53).



Nigrostriyatal noronlar iizerinde inhibisyon etkisi yapan DA ¢ok 6nemli bir
norotransmitter maddedir. Presinaptik membranda iiretilir ve daha sonra vezikiiller
halinde postsinaptik membrana aktarilir. a-Syn’in DA olusumunuda rolii biiyiiktiir. Bu
olayda oncelikle tirizin hidroksilaz (TH) enzimi aktive olur. Aktiflesen TH, tirozini L-
DOPA’ya doniistiiriir. L-DOPA de aromatik amino asit dekarboksilaz (AADC) enzimi
ile DA’ya cevrilir ve vezikiillere depolanir (54). Normal sartlarlar altinda a-Syn, TH ve
AADC' in aktivitesini inhibe ederken ve Dopamin Transporter (DAT) ve Vezikiiler
Monoamin Tasiyict 2 (VMAT2)’nin aktivitesini arttirir. DAT, DA’ nin sinaptik araliktan
geri alinimini saglarken VMAT2 de noéron igerisinde DA’ nin vezikiillere alimini saglar
(53). TH’a baglanan a-Syn aktivasyonu inhibe ederek DA sentezini yavaslatir. Bu olay
sonucunda DA sentezi dengede kalir ve depolanir (54). a-Syn’nin N-terminal ucu hiicre
zarindaki fosfolipidlere baglanir. C-terminali ise (VAMP2) proteinini baglayarak
(SNARE) kompleksini olusturur. Bdylece DA salinimini kontrol eder .(Sekil.6.A)(89).

a-Syn, mutasyonlar veya ¢evresel faktorlerin etkisiyle yanlis katlanip
fonksiyonunu kaybeder. Agregasyon sonucunda DA sentezi kontrol edilemez (Sekil 6.
b). Yine a-Syn agregasyonu ile istenmeyen sitozolik DA artar ve reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olusur. Bu agregatlar ya LB olusturur ve sinir hiicresinde kalir veya o-Syn
sekerle birlestiginde olusan zararli bilesikler ileri glikasyon son iiriinlerinin (AGES)
olusmasini neden olur veya eksozomlar olarak hiicreler arasinda iletilebilir ve DA

noronlarinin dejenerasyonuna neden olabilmektedir.

ROT (55), MPTP ve metamfetamin gibi toksik maddeler a-Syn’in asiri
ekspresyonuna neden olarak hiicre patolojisine, hiicre 6liimiine ve norolojik bozulmaya
yol agmaktadir. Buna paralel olarak, a-Syn’in asir1 ekspresyonu noroprotektif 6zelliklere
sahipken DA tarafindan iretilen oksidatif hasara karsi koruma saglamaktadir
(53).Ayrica a-Syn’in asir1 ekspresyonu, Spinal Muskiiler Atrofi'nin (SMA) Smn2B -

fare modelinde fenotip ve néromiiskiiler eklemi patolojisini iyilestirmektedir (55).
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2.2. PH Etyolojisi
2.2.1. Genetik Faktorler

PH, otozomal dominant (ODPH) ve otozomal resesif (ORPH) olmak iizere iki gruba
ayrilir. Otozomal dominant ge¢ baslangich PH (GBPH) olup ortalama 52 yaslarinda
ortaya ¢ikarken, Otozomal resesif PH’da baslangi¢ yas1 45°ten diisiiktiir. Bu gruba dahil
edilen jiivenil PH’nin baglangi¢ yasi ise 21’in altindadir (56). Bugiine kadar yapilan
caligmalar sonucu PH olusumuna neden oldugu 6ne siiriilen bir¢ok gen belirlenmistir ve

bu genlerde farkli gen mutasyonu saptanmistir ( Tablo 5) (31).
SNCA geni (PARK 1 ve 4)

SNCA geni kromozom 4g21.3-q22 yer alir. 111 kb'lik bir bolgeyi kapsar ve yedi
ekzondan olusur. a-Syn proteinlerini kodlar (57). Siniiklein ailesinin bir {iyesi olan alfa,
beta ve gama siniiklein igeren 140 aminoasitlik kiiciik bir proteindir (58). a- Syn

presinaptik terminallerde lokalizedir ve ndronal sitozolde toplam proteinlerin % 1'ini
temsil etmektedir (59).

a-Syn ti¢ alandan olusur: Amfipatik N- terminal, protein agregasyonu saglayan
amiloid olmayan bilesen (NAC) ve asidik kuyrugu kalsiyuma baglanarak protein
agregasyonunu engelleyen C - terminal (sekil.7) (60).

() a4qz1.3-q22
Eromozom 4 1= |
5 18 1 2 3 a = e
SMCA II I} I I} I ]:'.
191,00 ks -
=) Amfipatile M- terminal NAC asidik kuwrulke
- - . &
o- Syn [ I |
mBEINA Ekson =2 Ekson 2 Ekson 4 Ekson s Ekson &
(e) Amfipatilc M- terminal NAC asidile loumrrule
L ] L . Poure— -
o - Syn .
i (LLLERDLTTIN LRy | ]
protemn n A A - " T
1 L & L 140
RO BB ﬂgl’eg'ﬂﬁ}'(}ﬂ Bar 120

Ean Ve 1 28

Sekil 2.7. (a) SNCA gen yapisi, o - Syn (b)) mRNA ve (c) protein (60).
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Sekil 2.8. a - Syn proteinin yapisi (61).
Proteinin lipit baglama alani, amfipatik N- terminal ve NAC bolgesini
icermektedir. Yedi 11 mer tekrarma ayrilir, KTKGEV konsensiis dizisine sahiptir
(Sekil.8) (50). a-Syn, PH'nin hem sporadik hem de ailesel formlarinda yer almaktadir

(14). SNCA geninde duplikasyonlar, triplikasyonlar (62) ve N- terminal’da A53E, A53T,
A30P, E46K, H50Q ve G51D, yanlis anlamli mutasyonlart ODPH 'ina neden olmaktadir
(64, 65, 66 ve 67). A53T mutasyonu, ilk tanimlanan ve en sik goriilen SNCA
mutasyonudur. Bu mutasyonu tasiyan bireylerde genellikle erken baslangigli PH(EBPH)
goriilmektedir (68). A18T, A30P, A29S mutasyonlarimin (GBPH) formuyla iliskili
oldugu; E46K, G50Q, G51D, AS53T mutasyonlarinin ise daha agir, hizli ilerleyen
pakinsonizme neden oldugu bildirilmistir (69). C-terminal bolgesindeki fosforilasyon
serin 129'da (70) ve tirozin 125'deki (71) LB’lerde tespit edilmistir (69).
TH geni

TH geni insan kromozom 11p15.5” te yer alir (72) ve TH enzimi iiretir. Bu enzim
oksijen atomlarindan biri kullanarak tirozin molekiiliinii hidroksillenerek L-DOPA elde
edilir. L-DOPA ise AADC enzimi ile DA’e ¢evrilir ve vesikiillerde depolanir (54).
Metirozin gibi bazi ilaglar TH’yi inhibe eder. Bu engelleme nedeniyle 6n-madde
eksikligi beyinde DA tiikenmesine neden olabilir (73). TH enzimi DA sentezinde ve
metabolizmasinda dolayisi ile Parkinson mekanizmasinda gorev almaktadir (Sekil.9)

(80).

OH OH
& ¢
I':_-::.-”/“ ; ::::,#--'DH
H__ Fe". O, BH, H,-
NHZ | JOH TH NHZ OH
O O
Tirozin L-DOPA

Sekil 2.9. TH mekanizmasi (74).
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LRRK2 (PARKS)

LRRK2 geni ilk olarak Funuyama ve arkadaslari tarafindan Japon bir ailede
tamimlanmistir. Otozomal dominant 19 parkinsonizm ile alakali olan bu gen 12p11.2-
g13.1 bolgesinde haritalanmistir (56). LRRK2 Losin zengin tekrarlayan kinaz 2
tiretmektedir (Sekil.10) (112).
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Sekil 2.10. LRRK2 proteinin yapisi ve PH ile iliskili patojenik mutasyonlar1 (10).

ROCO siiper ailesinin bir iiyesi olan LRRK2, biiyiik bir proteindir (2527 amino
asit). ARM, Armadillo; ANK, Ankyrin tekrar; LRR, 16sin bakimindan zengin tekrar;
ROC, Ras kompleks protein: GTPase, COR, ROC'nin C-terminali, kinaz, WD-40
alanlarindan olusur (10). LRRK2'nin fizyolojik fonksiyonlar1 iki ayri enzimatik alandan
olusur: fosforilasyonu katalize eden kinaz alan1 ve GTP-GDP hidrolizinde rol oynayan
ROC-GTPase alanidir (114).

LRRK2'nin fizyolojik islevi biiyiik oranda bilinmemekle birlikte LRRK2 ile ilgili
son ¢aligmalar ndrit biiylimesi, hiicre iskeleti bakimi, vezikiil kagakc¢ilig1 otofajik protein
yikimi ve bagisiklik sistemi gibi hiicresel fonksiyonlarda rol oynadigini gostermektedir
(115). LRRK2, a-Syn ve tau bozuklugu, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, sinaptik
fonksiyon bozuklugu ve otofaji-lizozomal sistem arasinda baglanti kurarak PH patojeni
icinde yer almaktadir (28,90). Bugiine kadar, bu genin 20 mutasyonundan sadece alt1
tanesinin patojenik oldugu gosterilmistir ve LRRK2 geninin en yaygin mutasyonu

G2019S'dir ailesel PH'nin % 5-6's1 ve sporadik vakalarin% 1-2'sini olusturur (56).
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Parkin ve DJ-1

Parkin (17) ve DJ-1 (18) genleri PH olusumunda tespit edilmistir. Bu genlerin
proteinleri UPS’de o6nemli rol oynamaktadir (111,126,130,137,140,145). Bu gen
proteinleri birleserek hatali katlanmis, bozulmus proteinlerin UPS tarafindan yikimini
artiran bir protein kompleksi olustururlar. Dolayisiyla PH olusumu ile iliskili olan Parkin
ve DJ-1’in mutantlar1 ayn1 zamanda UPS’nin fonksiyonunun yitirilmesine neden

olmaktadir (17, 94).

UL
Ut + €
Ut

A1:$- Anap
us

€1

monomerik Ubilitia aktif proteczom  pephit
Sekil 2.11. UPS calisma mekanizmasi (122).

UPS, en o6nemli protein degredasyon yolaklarindan biridir. Normal sartlarda
hiicresel kontrol mekanizmalar1 sayesinde saglikli noronlarda protein agregatlari
olugmaz. Hiicre i¢inde bozulmus ve hatali katlanmis proteinlerin agregasyonu iki farkl
sekilde olmaktadir: Mutasyona ugramis, anormal ve okside olmus proteinlerin degrede
edilemeyecek kadar fazla olmasi, proteozomal sistem fonksiyonunun azalmasi ya da
bozulmasidir. Hiicreleri bu iki sekilde olusabilen hatali proteinlerden temel olarak
kurtaran en Onemli mekanizma; UPS’dir (sekil.11) (123). UPS’de protein
degredasyonunun ilk asamast; yanlis katlanmis proteinlerin ubikiitin ad1 verilen 76 aa.lik
bir proteinle isaretlenmesidir. Bu isaretleme icin gorevli olan 3 enzim grubu vardir. E1
enzimi, ubikiitin aktive edici enzimdir, ubikiitin, E1 ile kompleks olusturarak aktif forma
gecer. Ubikiitin E1 kompleksi {lizerinden ubikitin, E2 enzimi olarak bilinen ubikitin

konjuge edici enzime aktarilir. ubikiitin ligaz enzimi olarak bilinen E3 enzimi ise E2
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enzimini yikarak hedef proteinin ubikiitince isaretlenmesini saglar. Ubikiitinlenmis olan
hedef protein proteozomal kompleks tarafindan pargalanarak degrade edilir.
Ubikiitinasyon islemi sadece protein degredasyonunda oOnemli degildir. Ayrica
endositoz, protein-protein etkilesimleri, hiicreler arasi iletisim, inflamatuar sinyalleri,
otofaji ve DNA tamiri gibi pek ¢ok non-proteolitik fonksiyonlarda gorevlidir (43). Daha
onemli gelisme ise PH patogenezinde yer alan UPS fonksiyonunun bozulmasinin

genetik bulgularla agiklanmasidir.

Parkin geni (Park2), 6925-27 bolgesinde haritalanmistir (124). Parkin geni
yaklasik 500 kilobazlik (kb) bir bolgeyi kaplayan ve 12 kodlayict ekzonu bulunan bir
gendir (56). Parkin geni E3 ubikiitin ligaz firetir. a-Syn yikilmasimi diizenleyerek
birikmesini onler (54, 56) (Sekilll). Simdiye kadar bu gende 39 nokta mutasyonu ve 29
farkli ekzon igi degisiklik (delesyonlar, duplikasyonlar ve triplikasyonlar) tanimlanmistir
(56). Jivenil PH vakalarinin % 49’unda ve 45 yas alt1 sporadik vakalarin %18’inde
Parkin mutasyonu tespit edilmistir (17). Mutant parkin, dogru sekilde o-Syn ile
etkilesimde olamadig i¢in a- Syn’in ubikiitinle isaretlenip degredasyonu yapilamaz ve
LB’lerinde a- Syn birikimine neden olur. Ayrica mutant parkinin noronlari sitotoksik

etkilere karsi savunmasiz hale getirdigi tespit edilmistir (107).

DJ-1 (PARKT7), kromozom 1p36 yer alir (132). (Protein / niikleik asit deglikaz)
(DJ-1) iretir ve farkli fonksiyona sahiptir. Glikasyon Onleyici olarak goérev yapar.
Proteinlerin veya niikleotidlerin amino gruplart ile glikoksallerin reaktif karbonil
gruplar1 arasindaki deglikasyonu katalize ederek AGEs olugsmasini engeller (133).
Niikleotid onarim sisteminde yer almaktadir (134). Antioksidan islevleri oldugu tespit
edilmistir. DJ-1"1n asir1 ekspresyonu VMAT2 ekspresyonunu arttirir ve oksidatif stresi
azaltir (135). SNpc dopaminerjik noronlarindaki mitokondriyal ayrigma proteinleri
SLC25A14 ve SLC25A27'nin ekspresyonunu veya stabilitesini diizenlemede rol oynar
(136). DJ-1 kaybi, ROS iretimini artirir, mitokondaryal gegirgenligi yiikselirtir ve
transmembran potansiyelini azaltir (135). UPS sisteminde, ndroprotektif islevleri
oldugu tespit edilmistir (137). Tiimor nekroz faktorii-reseptor iliskili faktor 6 (TRAF)

promotoru DJ-1 ve a-Syn ubikiitinlenmesini saglar. DJ-1 ve a-Syn etkilesimi
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¢oziilmeyen poliubikitinlenmis mutant DJ-1 agregatlarinin olusumuna neden

olabilmektedir (138).

DJ-1 mutasyonu nedeniyle olusan PH olduk¢a nadir (116). Mutasyona ugramis
DJ-1 proteini siklikla dogru bir sekilde katlanamaz ve hemen proteozom yoluyla degrade
edilir. Bu yilizden protein yoklugunda dopaminerjik néronlarin néroprotektivitesi ve
antioksidan aktivitesi diiser ve PH meydana gelir (137). Ayrica DJ-1’deki mutasyonlar
ROT, Parakut ve hidrojen peroksit duyarliligini arttirir ve bu pestisitler PH olusumuna

yol agilir (135).

Tablo 2.3. PH’yla iliskili oldugu diisiiniilen lokuslar.

Sembol Gen Gen lokusu protein Kalitim
PARK 1ve4 | SNCA 4921.3-922 a-siniiklein oD
? TH 11p15.5 Tirozin hidroksilaz ?
PARK2 Parkin 6025-27 E3 ubikiitin ligaz OR
PARKY7 DJ-1 1p36 Protein / niikleik asit OR
deglikaz DJ-1
PARKS LRRK2 12p11.2-913.1 | Losin zengin tekrarlayan oD
kinaz 2

2.2.2.Yaslanma

Yaslanma, PH dahil biitin norodejeneratif hastaliklar igin O6nemli bir risk
faktoriidiir. Ortalama baslangic yas1 60 olan PH cesitli arastirmalarca yaslanmayla
iliskilendirilmistir (146, 147). PH 60 yasin iizerinde toplumun %]1’ini etkilerken, 85
yasin lizerine ¢ikildiginda bu oran %5’e yiikselmektedir (148). PH, yaslilik hastalig
gibi diistiniilse de hastalarin %5 gibi kiigiik bir kism1 60 yasindan 6nce ¢esitli belirtiler
gostermekte ve bu vakalarin biiyiik ¢cogunun belirtileri protein mekanizmasini etkileyen
ve giin gectikge artan bir gen listesine ait mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (149). PH
patogenezinde rol oynayan SNdeki dopaminerjik ndronlar yaslanmayla birlikte her on
yilda %4.7-%9.8 oraninda azalmaktadir (36). Yas ilerledikge DA metabolizmasi, demir
birikimi (119 ,120,121), mtDNA gibi SN néronlarinin isleyisi i¢in gerekli birgok siireg

azalmaktadir (Sekil 1). Birbiri iizerinde rol oynayan bu siire¢ler sonucunda hiicre kaybi
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belirli bir diizeye ulasinca ilk motor bozukluk bulgulari ortaya ¢ikmaya baslamaktadir
(149).

2.2.3.Cevresel Faktorler

PH’nin g¢evresel faktorlerine dair yapilan ¢alismalar ilk olarak tarim ilaglarinin
(pestisitler) zararli etkilerine yonelik bulgular ortaya koymaktadir. Ozellikle kirsal
kesimlerde ve tarim alanlarinin ¢ok oldugu yerlerde yasayan bireylerde tarim
ilaglarindan parakuat ve maneb tiirevlerine maruz kalan kisilerde geng¢ yasta PH’nin

goriilme riskinin arttig1 bulunmustur (37).

PH’nin goriilme riskini artiran bir diger ¢evresel etken ise demir, kursun ve manganez
gibi agir metallerdir. Bu tarz agir metaller 6zellikle SA’da birikerek oksidatif strese yol
agmakta ve bdylelikle hastaligin olusumuna zemin hazirlamaktadir. Ozellikle, kursunun
DA salimin1 6nemli oranda azalttig1 ve DA D1 reseptorlerinin hassasiyetinde de azalma

oldugu goriilmiistiir (150).
2.3. Pestisit Maruziyeti ve PH.

Bir¢ok calismada pestisit maruziyetine bagli gelisen kronik sinir sistemi
hasarinin en sik goriilen seklinin Parkinson oldugu soylenmektedir. Yeni kusak
nikotinoidler ve fiproniller gibi, yeni kullanima giren pek ¢ok pestisitin merkezi sinir

sistemi etkileri oldugu bilinmektedir (111).

Fransa’da yasli niifus lizerinde yapilan bir arastirma sonucunda mesleksel pestisit
maruziyetinin, maruziyetin yaganmadigi durumlara gore, “diisiik biligsel performans”
riskini artirdigt bulunmustur. Ayni1 aragtirmanin sonuglarma gore; PH ve Alzheimer
hastaliklarinin gelisme riski mesleksel pestisit maruziyeti olanlarda olmayanlara gore

yiiksek bulunmustur (127).

Insektisitler insanlarmn sinir sistemlerini etkilemektedir. Bu kimyasal grup;
organofosfatlari, karbamatlari, piretroitleri ve organoklorinleri igerir. Insektisitler
norotransmisyonu veya iyon kanallarindan akimi engelleyerek norotoksik etkilerini

gosterir. Bu etkiler PH gibi norodejeneratif hastaliklarin sebebi olabilir (131).
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Amerikan Kanser Kurumu’nun beslenme aligkanliklarinin tespitini amaglayan
caligmasinin sonuglara gore, siit ve siit tirtinlerinin tiiketim sikligiyla PH nin gelisimi
arasinda bir iligkinin var oldugu tespit edilmistir. Arastirmanin sonug¢ boliimiinde PH
sikligin1 artiran asil etkenin siitlere bulasan organofosfat ve diger pestisit tiirleri
olabilecegi iizerinde durulmus, siit triinlerinin bdyle bir bulagmaya maruz kalma

durumunun arastirilmasi gerektigi bildirilmistir (151).

Poliklorlu bifenil (PCB)’in memelilerin sinir sisteminde gelisimsel defektlere
neden oldugu diisiiniilmektedir. Ratlarda ve primatlarda prenatal ve perinatal PCB
maruziyeti ile 6grenme, hafiza bozuklugu ve sinir hiicrelerinde morfolojik degisiklikler
arasinda iligki oldugu bildirilmistir. Prenatal donemde PCB’lere maruz kalan ¢ocuklarda
bas agrilarinda ve biligsel fonksiyon bozukluklarinda artis ve psikomotor gelisimde

gecikme tespit edilmistir (152).

Bir galismada erkek baliklara 30 giin siireyle uygulanan A1254 (Poliklorlu
bifenil bilesigi), DA ve serotonin diizeylerini anlamli sekilde azaltmistir. Ancak, prenatal
dénemde A 1254 uygulanan ratlarin geng yavrularinda noradrenalin degerlerinde azalma
meydana gelirken, DA diizeylerinde anlamli degisiklik gézlenmemistir. Ayni ¢alismada
test edilen disiik klor igerigine sahip A1016’nin (Poliklorlu bifenil karigimi) ise
katekolamin miktarlarini etkilemedigi bildirilmistir. PCB maruziyeti sonucu beyin
katekolaminerjik norotransmitter diizeylerinde meydana gelen degisikliklerin PH gibi

norodejeneratif hastaliklara zemin hazirlayabilecegi 6ne siiriilmiistiir (153).

Iskogya, Malta, italya, Isve¢, Romanya’y1 kapsayan ¢ok merkezli planlanmis bir
vaka-kontrol ¢aligmasi yapilmistir. 767 vaka ve 1989 kontrolii kapsayan ¢aligmada
pestisit maruziyeti ile PH iliskisi aragtirllmistir. Calismanin sonucunda pestisit
maruziyetinin PH sikligini arttirdigi degerlendirilmistir (154).

Kaliforniya'da, 1974'den 1999'a kadar Fungisit (Ziram ve maneb) ve parakuat
gibi pestisitlere kombine sekilde maruz kalmanin PH riskini ii¢ kat arttirdigy

bildirilmistir (105).
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Ik olarak a-Syn transgenik fareler iizerinde yapilan calismalarda, parakuata ve
manebe maruz kalan farelerde, hastaligin seyrinde ve siddetinde artis oldugu
goriilmiistiir. Daha sonra insanlar ile yapilan ¢alismalarda ise SNCA geni mutasyonu ile
tarim ilaglarina maruz kalma arasinda hastaligin baslangic yasmi etkileyen bir iliski

oldugu bulunmustur (37).

PH, pestisitlerin metabolizmasinda rol oynayan spesifik enzimlerin
polimorfizmlerinden de kaynaklanabilir. Bunlar sitokrom P 450 (CYP), CYP2D6 ve
glutatyon transferaz gibi enzimlerdir. Bu enzimlerin geninde her hangi bir mutasyon
varsa ve pestisitlere maruz kalinirsa uzaklastirilamayan pestisitler PH’ye neden olabilir

(156).
2.4. Pestisitlerin, Mitokondrial Disfonksiyon ile PH Olusumundaki Rolii

PH’nin en biiylik risk faktorii pestisitler farkli mekanizmalar kullanarak
hastaligin olusumuna sebebiyet vermektedir. Pestisitler, Mitokondrial fonksiyonda yer

alan ETC’yi kalic1 olarak bozmaktadir (19).

MPTP (20, 21), ROT (22), Parakuat (23) ve Dieldrin (24), Maneb (67) gibi baz1
maddelerin mitokondrial kompleks | veya I1I’ii inhibe etmesiyle PH’ye neden oldugu
tespit edilmistir. Bozulmus mitokondriyal fonksiyon oksidatif strese yol acar ve hiicre i¢i
bilesenlerin hasar gérmesine ve hiicre Oliimiine sebebiyet veren bir takim hiicresel
yolaklara etki eder. Oksidatif stres, PH’da nigral dopaminerjik hiicre oliimiiniin

patojenik mekanizmalarindan birisidir (25).

ROT, tropikal bitkilerin 6ziitlerinden elde edilen dogal sitotoksik bilesiklerden
olan rotenoid ailesine {iye, haseratla miicadelede kullanilan toksik bir maddedir. Oldukga
lipofilik oldugundan dolasimla organlara kolaylikla ulasabilmektedir (22).

ROT mitokondrial kompleks I'i inhibe ederek oksidatif fosforilasyonu bozar
(158). ROT, NADH’nin nikotinamid diniikleotit (NAD)’e okside olup indirgenmesini
engelleyerek NAD’1n glutamat, a-ketoglutarat ve piriivat gibi maddelerin oksidasyonunu
engellenerek mitokondrial elektron taginmasini ve buna bagl olarak da mitokondrial

solunumu engellenmis olur. Boylece NADH'in kullanilabilir hiicresel enerjiye, yani
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ATP'ye doniistirilmesi onlenmis olur. Kompleks I’in inhibisyonu ile nitrosatif stres
artmasi goriilmektedir. Nitrojen tiirlerinin (RNS) diretiminin artmasi ile proteostaz,
(hiicre i¢inde proteinlerin liretimi, katlanma, tasinma ve yikim asamalarini diizenleyen
tim biyolojik yolaklar) bozulur a-Syn ve poliiibikiitin agregasyonu ile parkinsozom
uyartlmis olur (159).Mitokondrial disfonksiyon konusunda diger bir 6nemli konu
mitofajidir (160). PH’daki mitofaji ile ilgili yapilan bir ¢alismada Fbox7 proteininin
Parkin ile dogrudan etkilesime girerek mitofajiyi indiikledigi ve bunun da PH

patogenezinde mitofajinin 6nemini ortaya koydugu gosterilmistir (161).
2.5. PH’nin Oksidatif Stres Patogenezi

Oksidatif stres PH’nin SN’de gozlenen bir patolojik stireci, artmis oksidatif
strestir (162). PH’nin patolojisinin aydinlatilmasi amaciyla beyin dokular1 incelenmis ve
PH olgularina ait beyin dokularinda oksidatif degisiklikler gézlemlenmistir (163). Biitiin
biyolojik sistemlerin olagan aktivitelerine devam edebilmesi igin serbest radikallerin
olusumu ve atilimi arasindaki dengesinin saglanmasi gerekir (164). Norodejenerasyona
yol acabilecek serbest radikallerin olusumu ve atilimi arasindaki dengenin serbest
radikallerin olusumu lehine bozulmasiyla ortaya ¢ikan patolojik siire¢ ise oksidatif stres
olarak tanimlanir. Oksidatif strese maruz kalan hiicreler DNA’y1 ve lipidleri dogrudan
hasara ugratir ve boylece hiicreler islevselliklerini kaybeder (165). Serbest radikaller;
ROS ve RNS olarak ikiye ayrilir (164) ve mitokondri dahil biitiin hiicrelerde oksidatif
fosforilasyonla iiretilirler (166). Oksidatif strese atfedilen gesitli hiicresel mekanizmalar
vardir ve dopaminerjik noronlarin segici dejenerasyonunda rol oynar. Dopaminerjik

noronlarin dejenerasyonu sonucunda da PH meydana gelir ( Sekil 13).

20



v s
’) Protein
Dopamin 3. = degredasyonu

Protein degredasyon
vollannda bozulma
Metabolizma
Dopamin {. Cevresel toksinier
- oksidasyonu ¥  wve noroto ksinler

= ¥ 7 l/‘/
=2 n sal a mNOos.
ve depolanmasinda Mitokondrial P
bozulma. disfonksivon

. D

- Dopaminerjik Hiicre Dejenerasyonu - PARKINSON HASTALIGI .

Sekil 2.12. PH’nin oksidatif stres patogenezi (167).
1. PH ile iliskili gendeki PINK-1 genetik mutasyon kaynakli islevsel

bozukluklar, artmis oksidatif strese yol acar. Ilgili proteinlerin mutasyonlar1 veya
azalmis ekspresyonu, mitokondriyal bozulma, oksidatif stres ve yanlis katlanmis protein
agregasyonu ile sonuglanir

2. Ayrica, oksidasyon ile olusan reaktif DA kinonlari, ROS seviyesinin yiikselmesine
neden olarak oksidatif strese yol acar .

3. Artmus oksidatif stres UPS’nin yanlis modifiye edilen veya hasar goren proteinlerinin
homeostasisini bozarak hiicre sagkalimini etkiler (167)

4. Cevresel toksinler; mitokondriyal disfonksiyona ve serbest radikal olusumunu
arttirarak oksidatif strese neden olur.

5. Kompleks 1 ve 3 inhibisyonu ile meydana gelen mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif
streste artisa ve ATP iiretiminde diisiise neden olur ve hiicre i¢i bilesenlerin zarar

gérmesine yol acarak hiicre liimiiyle sonuglanir.

6. Ayrica PH’nin en belirgin bilesenlerinden biri, mikrogliya adi verilen hiicrelerden
kaynaklanan noroinflamasyondur. Mikroglialarin en onemli gorevleri, zarar gérmiis
hiicrelerin ve yabanci maddelerin fagositozunu gergeklestirmektir. Mikroglialarin asiri
aktivasyonu sonucunda fagositik olayin arttigi, mikrobial dl¢iide Sliimler gerceklestigi,
antijen sunumunun oldugu ve inflamasyona neden olan faktorlerin iiretiminde artig
oldugu gorilmiistiir. Nitrik oksit (NO) gibi agiga ¢ikarak, doku bozulmasina ve merkezi

sinir sistemindeki komsu glia hiicrelerinde ve noronlarda inflamasyon cevabinin
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olusmasina neden olmaktadir (168). Noroinflamatuvar mekanizmalar, oksidatif strese

yol ac¢an sonuglarin basamaklanmasina katkida bulunur (167).

Beyin, kandaki oksijenin%20’sini kullandigi i¢in (109) beyin hiicreleri ROS
tiretimine karsit ¢ok duyarlidir (82). ROS/RNS’ler antioksidanlar yardimiyla viicuttan
uzaklastirilir ve organizma oksidatif stresten korunur (164). SN’deki dopaminerjik
noronlar, monoaminoksidaz (MAO) enzimi araciligiyla DA’nin  oksidatif
deaminasyonunu ve otooksidasyonunu saglar. DA’nin otooksidasyonu sonucu olusan
irtiin melanindir. Melanin varligi dopaminerjik noéronlardaki oksidasyon seviyesi
hakkinda bilgi verir ve viicutta 2 énemli etkisi vardir (113). Tlk etkisi néron koruyucu
ozelligidir. Toksik metabolitlerin birikimini engeller, ROS ve reaktif metallerin
noronlardan atilimini saglar. ikinci etkisi ise; dlmekte olan noronlarin néromelanin
pigmenti salarak kronik inflamasyona neden olmasidir. Hidrojen peroksit, siiperoksit
anyonlar1 ve hidroksiradikaller gibi ROS’lar bu kronik inflamasyon sonucunda
Olusabilir. Olusan bu ROS’lar zar lipitleri ile etkilesime girer ve toksik lipit
peroksidasyonu olusturur. Post mortem PH’nin beyin kesitleri incelenmis, beynin SN

bolgesinde lipit peroksidasyonunun arttig1 gosterilmistir.

Oksidatif stres’in noronlarda bulunan proteinlerin islenme bozuklugu ile de
iliskili olabildigi diisiinlilmektedir. Normal kosullarda aciga ¢ikan ROS’lar GSH
rediiktaz ile detoksifiye edilir. Ancak PH gibi patolojik bir durumda SN’de detoksifiye
edilemeyen ROS, serbest demir iyonlar1 ile hidroksil radikalleri olusturur ve
dopaminerjik noronlarin dejenerasyonuna neden olur. Ayrica oksidatif stres varliginin
goriildiigii PH olgularinda son iiriin olan melaninin bolgesel olarak birikip néronlardaki

serbest halde bulunan metallere baglanarak hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir
(113).

2.6. FLU Nedir

Flu, genis spektrumlu bir fungisittir. Bir¢ok bahg¢ivanlik ve tarla bitkilerinde
Ascomycete ve Deuteromycete grubuna mensup mantarlarin hastaliklarina kars1 koruma

saglamak i¢in gelistirilmistir.

22



Flu etki mekanizmasi, mantar ETS’deki kompleks II inhibisyonu ile elektron taginmasini

bloke ederek spor spreyi ¢imlenmesini, mikrop tiip uzamasini, miselyum biiyiimesini ve

sporu inhibe etmektedir (26).
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Sekil 2.13. Fluopyram’nin Kimyasal Yapisi

Tablo 2.4. Flu’nun 6zellikleri

ISO yaygin ad1 Fluopyram
Kod numarasi AE C656948
TUPAC adi N- {2- [3-kloro-5- (triflorometil) -2-piridil] etil} -a, o, o-

trifloro-o-toluamid

Kimyasal Ozetler ad1

N- [2- [3-kloro-5- (triflorometil) -2-piridinil] etil] -2-
(triflorometil) benzamit

CAS numarasi 658066-35-4
CIPAC numarasi Tahsis edilmemis
Molekiiler agirlik 396.72 g/mol

Molekiiler formiil

C16H11CIFsN20 (26)

Renk:

Beyaz renksiz

Koku:

Karakteristik koku yok

Fiziksel durum Pudra

Erime noktasi: 117.5 °C

Nispi yogunluk (20 ° | 1.53 g/cm?®

C):

Buhar basmei (20 ° | 1.2 x 10° Pa

C):

Yanabilirlik : Kolay tutusmaz, 400 ° C'ye kadar kendi kendine tutusmaz
Patlayici 6zellikler: | Patlayici degil

oksitleyici 6zellikler: | Oksitleyici ajan degil

Tehlikeli maddeler
siniflandirmasi

ADG Koduna gore tehlikeli madde degil (88)
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2.6.1. FLU Metabolizmasi

Ratlar, kegiler, tavuklar, bitkiler, toprak ve rotasyonel {iriinleri tizerinde yapilan

bircok flu metabolizmasi galigmalari, Radyo-isaretli Fenil halkasi ve piridil halkasinin
Flu kullanilarak (Sekil.15) Ana metabolitlerini tanimlamustir (Sekil.16)
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Sekil 2.14. Radyo-isaretli Fenil halkas1 ve piridil halkasi Flu (26)

.O/jrj/c;,
<
= N N
é/‘\..

=

o

I

. 9 Og - ) i
N \N/
Shk A.ECFSGQ-&S-;‘moI-GA » 3
. /\C‘I\I/C”- Fluopyram / AE C656948-di-OH-GA
é/md SN g :

cF, O
AFE C656948-fanol

[Fenil-UL **C] —fluopyram

“
,. \NJ
GiuA H
_ SN cF,

:

| AE C656948
- S

&8 a_~ ) cr,
= N \‘J
=
=
AE C656943-8-OH-GA Aecesss-o&7ona

cF, o ?\?ITEF- - = -,T/C.F
“"'\-""’-LN"- n » . = ™ i
. ~ Gy O

&
AFE C656945-8- hidrolesi o o =

O

AE C656948-7
AE CHSGHEE. T obeline

- hidrolsi

. o

i P
st

AE C656948-benzarmid

\\ AFE C656048 -piridil-hidrolesiatil  AF C656045-hidrolesistil - GA
L
-1

. }
L lfir&“ -
HO,S0 =

0T
. =]
AFE C656948-benzamid-34 AE C636548-ban=oilk asit

(L

AE C656548-piridil asetilc asit

Sekil 2.15. Hayvanlarda Flu’in Metabolik Yolu (26)
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1.Hayvanlarda Flu’un metabolizmasi temel olarak etilen kopriisiiniin hidroksilasyonu ile
AE C656948-7- hidroksi ve AE C656948-8-hidrtoksi olusturmaktadir.

2. Hidroksillenmis metabolitlere baglanan glukuronik asit sonucunda AE C656948-8-
OH-GA, AE (C656948-fenol, AE C656948-fenol-GA, AE C656948-di-OH-GA, AE
C656948-7-OH-GA fenol metabolitleri olusmaktadir.

3-Etilen kopriisiinde hidroksile edilmis bilesiklerden suyun eliminasyonu ile AE
C656948-Z-olefine ve AE C656948-E-olefine olusmaktadir.

4- AE C656948-benzamid ve AE C656948-piridil-hidroksietil olusturulmak iizere
alifatik zincir boliinr.

5- Hidroksillenmis bilesikler esas olarak glukronik asit ve siilfiirik asit ile konjuge
edilerek AE C656948-hidroksietil-GA, AE C656948-benzamid-SA olustururken
glukronik asit ve siilfiirik asit ile baglanmasi gergeklesmezse AE C656948-benzoik asit,
AE (C656948-piridil asetik asiti meydana gelmektedir. Erkek ve disi ratlarin
gastrointestinal yolundan flu emilimi hizla gergeklesirken uygulanan dozun % 90" disk1
ile (% 47-64), idrar ile ise (%35-45) ile 168 saat i¢inde atilmaktadir. Karaciger ve
bobrek en yiiksek Flu kalint1 konsantrasyonlart igeren organlari olustururken periferik
dokular, adrenal ve tiroid bezi gibi yapilardaki Flu konsantrasyonlarinin kandaki
konsantrasyondan ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (88).

2.6.2. FLU Toksisitesi
Tablo 2.5. Flu ile Yapilan Ekotoksikolojik Testler ©8:129)

Hayvan | Test Sonug

Rat Akut Oral LD50 > 2,000 mg/kg bw
NOEL = 2,000 mg/kg bw

Rat Akut dermal yol (88) LD50> 2000 mg / kg bw

Rat Akut inhalasyonal yolla (88) (4-saat LC50>5.1mg/L

Rat 90 giinliik diyet toksisitesi LOEC: 1000 ppm food, NOEC: 800 ppm food
LOEL: 61 mg/kg bw, NOEL 13 mg/kg bw

Rat 2 nesil kronik / tireme besleme | LOEC: 150 ppm food

caligmast NOEC: 30 ppm food

LOEL: 6.0 mg/kg bw
NOEL 1.2 mg/kg bw

LD50: Oldiiriicii dozsp, NOEC: Olumsuz Etki Gozlemlenmeyen Konsantrasyon, LOEC: Olumsuz Etki Gozlemlenen En Diisiik
Konsantrasyon ,NOEL: Gézlemlenen Etki Seviyesi Yok ve LOEL: Gozlenen En Diisiik Etki Seviyesi
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2.6.3. Akut Toksisite:

Flu ve formiile edilmis tirtinler (Propulse, Luna Tranquility, Luna Sensation ve
Luna Experience) laboratuvar hayvanlarinda akut oral, dermal veya inhalasyona maruz
kalma caligmalarinda diisiik akut toksisiteye sahiptir. Tavsanlarda ve gine domuzlarida

cilt ve goz tahris edici bir etki sahip degildir (129).

2.6.4. Kronik Toksisite:

Flu’nun, kisa siireli ve subkronik oral ¢alismalarda, ratlar, fareler ve kopeklerde
karacigerin ana hedef organ oldugu tespit edilmistir. Hepatotoksisite ise doza bagl
olarak artmaktadir (88). Flu’nun farkli dozlarda birgok farkli etkiye sahip oldugu
arastirmalar sonucunda elde edilmistir. Flu 6 mg/ kg / giin, erkek ratlarin karacigerinde
hipertrofiye, bobreklerde nefropatiye, tiroid bezinde folikiiler hiicre hipertrofisine ve
gozlerde retina fundus anormal renk, kiigiik retinal damarlar, korneal ve niikleer
donukluk, kornea &demine neden olmaktadir. Flu 8.6 mg / kg / giin ise ratlarin
disilerinde tiroid ve retinal etkiler gézlemlenmistir. Flu, 20.9 mg / kg / giin erkek
farelerde ve 26.8 mg / kg / giin erkek ve disi farelerde sirasiyla karacigerde neoplastik
olmayan histopatolojik lezyonlar1 artirdigi, tiroid bezinde folikiiler hiicre hiperplazisine
neden oldugu tespit edilmistir. Flu 29 ve 89 mg / kg / giin (test edilen en yliksek dozlar),
erkek ve disilerde sirasiyla karaciger, bobrek, tiroid bezi ve gozler iizerindeki etkilerin
siddetinde artis oldugu goézlemlenirken disilerde diisiik hemoglobin konsantrasyonuna

sahip oldugu tespit edilmistir (129).
2.6.5.Norotoksisite

Literatiire baktigimizda ¢ok az sayida norotoksisite calismasinin yer aldgi
gozlemlenmistir, Flu 100 mg / kg oral yoluyla akut olarak ratlara verilmistir, ratlarda
motor ve lokomotor aktivitesinde azalma goriilmistir (88). Ancak Parkinson ile

baglantisin1 dogrudan aragtiran bir ¢calismaya rastlanmamastir.
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2.6.6. Ureme ve Gelisim Toksisitesi

Esit ve daha biiyiik dozlardaki Flu maternal toksisiteye neden olmaktadir. Hamile
ratlar ve yavru tavsanlarda bazi gelisimsel toksisiteye neden olmustur. Flu, 450 mg / kg /
giin dozunda, Ratlarin fetiis viicut agirhiginin azalmasina ve yavrularda visseral
varyasyonlar1 (kalan timik doku, dilate {ireter) ve iskelet varyasyonlar (torasik merkez
kikirdakta) artmasina neden oldu. Ratlarda bir¢ok nesil {ireme ¢alismasinda, Flu, 83 mg /
kg / giin ve 96 mg / kg / giin dozunda, viicut agirligi, dalak ve timus agirliklar: azalmig

ve sirastyla erkekler ve disilerde yavrularda preputial ayrilmayi geciktirmistir (129).
2.6.7. Genotoksisite

Etken madde olarak fluopyram igeren Luna Experience SC-400, ile yapilan bir
caligmada Rat kemik iligi, kan ve karaciger hiicreleri mikroniikleus ve comet testleri ile
genotoksik agidan degerlendirilmistir. Buna gére mikroniikleus sayisinda artis, toplam

eritrosit oraninda azalig ve genotoksik etkide artis tespit edilmistir (85,86).
2.6.8. Kanserojenite

Flu, kronik beslenme / onkogenite caligsmalarinda, hem ratarda hem de farelerde
onkojenik bir potansiyel gostermistir. Bu aktif bilesenin diyet uygulamasi disi ratlarda
karaciger tiimorlerini ve erkek farelerde tiroid folikiiler hiicre tlimdrlerini anlamli olarak
indiiklemistir (129). 2 yillik bir Rat diyet ¢aligmasinda, Flu en yiiksek dozunda, 89 mg /
kg / giin disi ratlara verilmis ve karaciger tiimorlerinin olusumu saglanmistir. Flu
kaynakli karaciger tiimorlerinde muhtemelen aril hidrokarbon reseptorii (AhR) veya

CAR / PXR niikleer reseptorlerinin aktivasyonu aracilik etmektedir (88) (148).

Erkek Farelerde ise 28 giinliik bir fare diyet ¢alismasi uygulanmis, Flu en yiiksek
dozunda 105 mg / kg / giin verilmis, tiroid tiimorlerinde CAR / PXR niikleer
reseptorlerinin aktivasyonuna aracilik ettigi gozlemlenmistir (56). Flu, disi ratlarda
karaciger adenom ve karsinom tiimér oranlarina bagh olarak 1.55 x 102 (mg / kg / giin) -
1 kanser potansiyeli egim faktorii ABD EPA tarafindan hesaplanmis ve insanlarda
kanserojen degildir (129).
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2.7. FLU’nun Cevresel Kaderi

Flu, hem toprakta hem de suda fotoliz ile parcalanabilir, ancak pargalanma ¢ok
smirli ve yavastir. Fotoliz dnemli bir kader siireci olarak kabul edilmez. Suda hidrolize
kars1 stabildir. Birincil bozulma araci, ¢cok yavag olan aerobik toprak metabolizmasidir.
Aerobik bozulma galismalarinda Flu’nun yar1 6miirleri Alman topraklarinda 162 ile 464
giin iken ABD topraklarinda 561 ile 746 giin arasinda degismektedir. Boylece elde
edilen sonu¢ Flu’nun anaerobik toprak kosullar1 altinda bozulmadigin1 gostermektedir

(129).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma; Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(SDU-HADYEK) Bagkanligi’nin 28.02.2019 tarihli 03 sayili toplantis1 ve 4 sayili
karar1 ile etik kurul izni alinarak gergeklestirilmistir (EK A).Calismalar SDU-
HADYEK ve Siileyman Demirel Universitesi T1p Fakiiltesi Tibb1 Biyoloji Ana Bilim
Dal1 laboratuvarlarinda yapilmistir.

3.1 Hayvan Modeli

On ¢alisma ve ana ¢alisma icin 58 adet (30-37 @), 12 - 20 haftalik, erkek ve disi
Swiss albino fareler kullanildi. Normal fare yemi ve musluk suyu ile beslendi.
Gilinlik doz uygulamalari, saat 14:00-15:00 arasinda yapildi. Deney siiresince
hayvanlarin genel durumlar1 gézlemlenerek kayit altina alindi.

3.2 Parkinson Modeli ve Deney Dizaym

PH’nin deney hayvanlarinda modellenmesi icin kullanilan cesitli kimyasallar
bulunmaktadir. Bunlardan biri de Mitokondriyal kompleks 1 inhibitdrii gibi islev
goren genis spektrumlu bir pestisit olan ROT’tur (394.423 g/mol, C23H2206, CAS
Numarasi: 83-79-4) Sistemik maruziyette daha once tarif edilen c¢evresel etkenler —
PH iliskisi yolaklari ile dopaminerjik néron kaybini, nigral néronlarda LB’lerini ve
diisiik motor fonksiyonlar1 indiikleme 6zelligine sahiptir (6).

Pozitif kontrol (ROT Parkinson modeli, 2 mg/kg/giin), negatif kontrol (Yalnizca
¢oziici madde, DMSO) ve Flu (0.1,1 ve 2 mg/kg/giin) asamalarindan olusan 6n
caligmamizda dozlar farelere giinliik subkutan (SC) olarak uygulanmistir. Deney,
intraperitonal (IP) olarak uygulanan %10°luk ketamin (100 mg/kg) ve %2lik
ksilazin (10 mg/kg) verilerek 21 giiniin sonunda anestezi altinda sonlandirilmistir.

On calismada, Motor Fonksiyon testi, Immiinohistokimyasal arastirmalar ve Comet
Metodu kullanilmistir. Elde edilen sonuglara goére ana ¢alismanin dozlar
belirlenmistir.

Tablo 3.1. Ana Calismanin Deney Gruplari

Deney Gruplar Hayvan Ortalama Agirhk
Sayis1 (gr)

Kontrol Grubu 8 33,05

Coziicii (DMSO) Kontrol Grubu 8 31,03

Flu (2 mg/kg/giin) 8 34,91

Flu (1 mg/kg/giin) 8 33,33

Flu (0.5 mg/kg/giin) 8 30,20

POZItIf' Kontrol (ROT 1mg/kg/giin, Parkinson 10 35.13

Modeli)

Toplam 50
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3.3 Tez projesi kapsaminda gerceklestirilen calismalar

e Motor Fonksiyon Testi

e Histokimyasal ve Immunohistokimyasal Cahsmalar

e Comet Metodu

o Kantitatif Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

3.3.1 Motor Fonksiyon testi (Silindir Prosediirde Spontan Aktivitesi)

1- Bir masanin iizerine 2 tane temiz fare kafesi ters ¢evrilir ve ~ 18 cm araliklarla yan
yana konumlandirilir. iki kafesin arasia gelecek sekilde bir adet ayna yerlestirilir.

2-1ki kafes destekleyecek sekilde aralarma cam yerlestirilir.

3-Camin st kismina silindir alt kismina ise ayna silindirin tam capim gorecek
sekilde yerlestirilir.

4-Video kamera aynanin 6niine yerlestirilir ve silindirin tabaninin tiim ¢apini gorecek
konumda ayarlanir.

5-Kronometre 3 dakikaya ayarlanir. Deney bilgileri etiketlenir. (tarih, fare numarasi,
vb.)

6-Fare silindirin igerisine birakilir ve gozlemlenir. Farenin yalnizca arka ayaklar
tizerinde durmasi i¢in her iki 6n ayagini yerden kaldirilmasi dikey bir hareket olarak
tanimlanir.

7-3 dakika sonunda fare silindirden ¢ikartilir ve kafesine geri yerlestirilir.

8-Silindir ve cam koku kalmayacak sekilde temizlenir. Silindire sonraki fare
yerlestirilmeden 6nce diizenegin kurumasi beklenir.

6-Farenin silindirin igindeyken yaptig1 geri sayisi. Arka kisim, farenin yalnizca arka
ayaklar tlizerinde durmasi icin her iki 6n ayag1 yerden kaldirilmis dikey bir hareket
olarak tanimlanir.

7-3 dakika sonunda fare ¢ikartilir ve kafesine geri konur.

8-Silindir ve cam hayvan bakimi veya veteriner personeli tarafindan saglanan bir
dezenfektanla temizlenir. Silindire sonraki fareyi yerlestirmeden Once temizleme
sollisyonunun kurumasini beklenir (7).
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3.3.2 Histokimyasal ve iImmunohistokimyasal Numune Hazirhklari ve
Degerlendirmeleri

Doku Orneklerinde Histokimyasal Cahsmalar

Doku Takip Calhismalari, Kesitlerin Elde Edilmesi

En az 48 saat %10 nétral formalin soliisyonu igerisinde fiksasyonu saglanan
doku oOrnekleri, bir gece akan suda yikama islemine tabi tutulduktan sonra sirasiyla

asagidaki islemlerden gecirildi.
a) Suyun dokulardan uzaklastirilmasi (Dehidratasyon)

Dokular dereceli alkollerde sirasiyla belirtilen siirelerde bekletildi.

Alkol derecesi Siire

%50 1 saat bekletildi.
%70 1 saat bekletildi.
%80 1 saat bekletildi.
%90 1 saat bekletildi.
%96 1 saat bekletildi.
%2100 1 saat bekletildi.
%2100 1 saat bekletildi.
%100 1 saat bekletildi.

b) Seffaflandirma

Ksilolde 3-10 dk (Her 3 dk da bir kontrol edilerek islem sonlandirildi).
c) Parafin Emdirme

S1v1 parafin (60 °C etiivde) 30 dk bekletildi.

Kat1 parafin (oda sicakliginda) 1 gece bekletildi.

d) Gomme

Sert parafin, igerisine gdmiilen dokularla bloklar halinde hazirlandi.
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e) Kesitalma

Hazirlanan parafin bloklardan kizakli mikrotom kullanilarak 4 mikron

kalinliginda kesitler alindi.

Kesitlerin Hematoksilen-Eozin ile Boyanmasi (H-E)

Histokimyasal degerlendirme i¢in preparatlara Hematoksilen- Eozin ile rutin

boyama yapildi. Uygulanan boyama protokolii sirasiyla asagida belirtilmistir.

Yapilan islem Siire

1.Deparafinizasyon
A) 60°C etiv 45 dk bekletildi.

B) Ksilol I 20 dk bekletildi.
C) Kasilol 11 20 dk bekletildi.
2. Alkol serisi
A) %96 10 dk bekletildi.
B) %90 10 dk bekletildi.
C) %80 10 dk bekletildi.
D) %70 10 dk bekletildi.
3. Distile Su 5 dk bekletildi.
4. Hematoksilen 2 dk bekletildi.
5. Cesme suyu 5 dk bekletildi, sonra 2-3 tur akan suda yikandi.
6. Asit alkol 3-4sn
7. Cesme suyu 5 dk bekletildi, sonra 2-3 tur akan suda yikandi.
8. Eozin 2 dk bekletildi.
9. Cesme suyu 5 dk sonra 2-3 tur akan suda yikandi.

10. %70- %80- %90 alkol serisinden sirastyla batir ¢ikar yaparak gecirildi.
11. Ksilol 1 gece bekletildi.
12. Kapatma (Entellan)
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Doku Orneklerinde Immunohistokimyasal Calismalar

Doku Takip Calismalari, Kesitlerin Elde Edilmesi

Fiksasyonu saglanan dokulara yukarida sayilan doku takip islemleri sirasiyla
uygulanarak dokular parafine goémiildi. Kizakli mikrotom ile lizinli lama 4 pum

kalinliginda seri kesitler alindu.
Immiinohistokimyasal Boyama

Immiinohistokimyasal Boyamada Kullamlan Kimyasallarin Hazirlamsi

Primer (Cogul Klonlu-Poliklonal) Antikor:

-Alfa Sinuklein (Anti-rabbit poliklonal Anti- Alfa Sinuklein antibody,

Abcam), antikor diliisyon soliisyonu ile 1:50 oraninda sulandirildu.

- Tirozin Hidroksilaz (Anti-rabbit poliklonal Anti- Tirozin Hidroksilaz

antibody, Abcam), antikor diliisyon soliisyonu ile 1:200 oraninda sulandirildi.
Sekonder antikor:

SensiTek Anti-Polyvalent Biotinylated Antibody, hazir soliisyon seklinde
kullanildi.

Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS; Phosphate Buffer Solution 25X):

Seyreltme c¢ozeltisi olarak kullanildi. 1500 ml distile suya 500 ml PBS

karigtirilarak hazirlandi. Her boyama i¢in taze soliisyon hazirlandi.
Sodyum Sitrat Soliisyonu (Citrate Buffer 10X):

450 ml distile suya 50 ml Citrate Buffer soliisyonu karigtirilarak hazirlandi.

Her boyama i¢in taze soliisyon hazirlandi.
Hidrojen Peroksit Soliisyonu (%3):
Hazir soliisyon seklinde kullanildi.

DAB (3, 3 diaminobenzidin) Kromojen:
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Bu madde ikincil antikor olarak kullanilan Horseradish-peroksidaz enziminin

substrat1 olarak kullanildi. Uretici firmanin (Scytek) onerisine gore 125 ml substrat

icin 7,5 ml kromojen icerecek sekilde karistirildi. Her karisim kullanimindan

yaklasik 20 dk once taze olarak hazirlandi.

Zat Boyama:

Z1t boyamada amag¢ dokudaki antijenik olmayan hiicre ve hiicre yapilarini

boyamaktir. Zit boyama i¢in Hematoksilen kullanildi.

Immiinohistokimyasal Boyama Prosediirii

Sirastyla agagidaki islemler uygulandi.

1.

2-3 pum kalinliginda elde edilen parafin kesitler etiivde 60°C etiivde 1 saat
bekletildi.

Deparafinizasyon islemi i¢in Ksilol-1’de 10 dk, Ksilol-2’de 10 dk
bekletildi.

Dehidratasyon islemi i¢in sirasiyla,

a. %100’lik alkolde 5 dk bekletildi.
b. %96’lik alkolde 5 dk bekletildi.
C. %090’lik alkolde 5 dk bekletildi.
d. %80’lik alkolde 5 dk bekletildi.
e. %70’lik alkolde 5 dk bekletildi.

Iki ayr1 PBS soliisyonunda 5’er dk bekletildi.

Antijen retrievel uygulamasi i¢in sitrat buffer tamponu i¢inde mikrodalga

firnda 600W’da 2 dk 1sitild1 ve 20 dk +4°C’de sogumaya birakildi.
Ug ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

PAP Pen kalem ile polilizinli lamlarin iizerindeki doku kesitlerinin etrafi

cizildi. Bu islem ileriki safthalarda da gerektikce tekrarlandi.

Dokularin iizerini kaplayacak sekilde ve diger dokularla karigmamasina
dikkat edilerek nemli ortamda %?3’liikk H2O2 soliisyonu damlatildi. 10 dk
oda sicakliginda bekletildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Ug ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

Dokunun {izerini kapatacak sekilde Super Block damlatilarak 5 dk
bekletildi.

Lamlardaki 1. kesitlere Tirozin Hidroksilaz primer, 2. kesitlere Alfa- Beta
Sinuklein primer antikor, 3. kesitlere kontrol amaciyla sekonder antikor

damlatildi. Lamlar nemli kabin igerisinde +4°C’de bir gece bekletildi.
Ertesi giin kesitler {i¢ ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

Sekonder antikor (SensiTek Anti-Polyvalent Biotinylated Antibody),
dokularin tizerini kaplayacak sekilde damlatilarak 20dk bekletildi.

Uc ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

Dokunun iizerini tamamen kaplayacak sekilde Streptavidin Horseradish

Peroksidaz (SensiTek HRP) damlatildi ve 20 dk bekletildi.
Ug ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

DAB Kromojen soliisyonu, dokularin iizerine damlatildi ve reaksiyon

vermesi icin 10 dk bekletildi.
Ug ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

Hematoksilen dokularin iizerini kaplayacak sekilde damlatilarak 30 sn
bekletildi.

Cesme suyunda 5 dk yikandi.

Sirasiyla %70, %80, %90 ve %100’liikk alkol serilerinden batir ¢ikar
yapilarak gecirildi.

Kesitler seffaflasana kadar ksilolde bekletildi.

Entellan kullanilarak kapama yapildi.

Boyanan oOrnekler binokiiler mikroskopta incelenip degerlendirildi ve

goriintiileme donanimu ile fotograflar elde edildi.

Beyin dokusu kesitlerinde, kontrol ve deney gruplarinda histokimyasal ve

immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak beyin dokusundaki hasarlanma-
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iyilesme degerleri; kamera destekli binokiiler 151k mikroskobu (ECLIPSE Ni-U,
Nikon, Tokyo, Japan) ile karsilastirildi.

Histokimyasal Degerlendirme

Kontrol ve deney gruplarina ait doku kesitlerinde incelenen yapisal
degisiklikler (0-3) arasi skorlanarak degerlendirildi.

0: Higbir yapisal degisikligin olmamasi,

1: Hafif derecede,

2: Orta derecede,

3: Ciddi derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir.

Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Kontrol ve deney gruplarima ait doku kesitlerinde incelenen yapisal
degisiklikler (-, +++) arasi1 skorlanarak degerlendirildi.

-: Boyanmanin olmamasini,

+/-: Cok hafif derecede boyanma olmasini,

+: Az derecede boyanma olmasini,

++: Orta derecede boyanma olmasini,

+++: Ciddi derecede boyanma olmasini ifade etmektedir.
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3.3.3 Comet Metodu

Tablo 3.2. Comet metodunda kullanilan sarf malzeme ve kimyasallar

Na2EDTA

Dimetilsiilfiksit (DMSO)

Fosfat tampon tabletleri (PBS)

Etidyum bromiir

Diisiik erime noktal agaroz (LMA)

Normal erime noktali agaroz (NMA)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Tirzma Base

Hank’s balanced salt solution (HPSS)

Saf etanol

Tirton X-100

Distile su

Sodyum kloriir (NaCl) Ultra saf deiyonize su

Potasyum kloriir (KCl) Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)
Disodyum fosfat (Na2HPO4) Tris HCL

Asetik asit Pipet Uglar1

Pastor Pipeti Flu etken maddeli pestisit

Cam Malzemeler ROT etken maddeli pestisit

Lam Ependroflar

Histopak®-1083 (100 ml)(sigma)

Comet metodunda kullanilan cihazlar

Tablo 3.3. Comet metodunda kullanilan cihazlar

Kamerali Floresan Mikroskop

Dijital Hassas Terazi

Gii¢ kaynagi

Otomatik Pipetler

Sogutmal1 Santrifiij PH metre

Vorteks karistiric Derin Dondurucu
Manyetik karistiric Inkiibator

Su Banyosu Otoklav
Buzdolabi Elektroforez Tanki

Bulasik makinesi

Comet metodunda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

PBS

Fosfat tamponu, hazir olarak satilan tablet PBS’lerin distile su igerisinde ¢oziilmesi
veya tablo 3’de verilen kimyasallarin 1 litre disitile su icerisinde karistirilmasi ile
stok ¢ozelti olarak hazirlanmis ve on kat diliie edilerek kullanilmustir.

Tablo 3.4. Stok fosfat tamponunun hazirlanisi

Kimyasal Malzeme Miktari (1 litre icin)
NaCl 80 gr

KCI 29r

KH2PO4 2Q9r

Na;HPO4 veya Na;HPO4-7H.0O 11.5 gr veya 29 gr
TrisHCI 32 gr
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HPSS tamponu

HPSS tamponu dokudan hiicre izolasyonunda PBS yerine kullanilabilir. Ayrica tablo
3’de verilen kimyasallarin 1 litre distile su igerisinde karistirllmasi ile de
hazirlanabilir. 20 uM EDTA ve 10% DMSO ile ¢alisma soliisyonu hazirlanmistir.

Tablo 3.5. HPSS tamponunun hazirlanisi

Kimyasal Malzeme Miktari (1 litre icin)
NaCl 8gr

KCI 0.4 gr

KH2PO4 0.06 gr

NaHCO3 0.35gr

Na:HPO4 0.48

Lizis cozeltisi

Tablo 3’de belirtilen kimyasallarin 500 ml distile su icerisinde karistirilmasi ile stok
olarak hazirlanir ve +4 ° C’de saklanir. Calisma soliisyonu Triton X-100’den 1 ml,
DMSO’dan10 ml ve stok lizis soliisyonundan 89 ml alinarak ¢alisma oncesinde taze
hazirlanir. Stok lizis ¢ozeltisi hazirlanirken 6nce EDTA’nin daha sonra diger
kimyasallarin ¢o6ziilmesi ¢ozeltinin daha hizli hazirlanmasi agisindan Snemlidir.
Caligma soliisyonu pH =10 olmalidir. Buz soguklugunda uygulanir.

Tablo 3.6. Stok lizis ¢ozeltisinin hazirlanisi

Kimyasal Malzeme Miktari (500 ml i¢in)
2.5 M NaCl 73.50r

100 uM Na,EDTA 18.6 gr

10 uM Trizma Base 0.6 gr

Alkali elektroforez tamponu

Tablo 3’de belirtilen kimyasallarin 500 ml distile su icerisinde ¢alisma Oncesinde
taze olarak ¢oziilmesi ile hazirlanir. pH > 13 ve buz soguklugunda uygulanir.

Tablo 3.7. Alkali elektroforez tamponunun hazirlanisi

Kimyasal Malzeme Miktar (500 ml icin)
300 uM NaOH 6 gr NaOH
1uM EDTA 0.18 gr Na,EDTA

Notralizasyon tamponu

97 gr Tris’in distile suyla 1 L’ye tamamlanmasi ile hazirlanir. pH’s1 7.5a getirildik
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Boya

50 ml distile su igerisinde 5 mg etidyum bromiiriin ¢oziilmesi ile stok olarak
hazirlanir.1/10 oraninda seyreltilerek 1 lam i¢in ortalama 30 pl kullanilir. Az veya
cok seyreltilmesi mikroskop altindaki goriintii kalitesini etkilemektedir.

LMA

LMA, % 0.6-0.8 oraninda PBS igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Kullanilana kadar
37° Cde tutulur.

NMA
NMA, % 1-1.2 oraninda PBS igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir (10).

Comet Metodu basamaklari

LA —

———
——
.. ‘- e—
(Hiicre, Doku, Doku kiiltiin) (Hitcrelerin LMA icerisinde siispanse edilmesi)
1. Hiicrelerin Izolasvonu 2. Slaytlarin Hazirlanmasa
-+ = l
T Y
- / \
| | —— o
A
P
300 ma
20 Voit
30 ok
3. Lizis

4. DNA Sarmalimm Ciéziilmesi
5. Elektroforez

Hasark DNA Hasarsiz DNA

6.Notralizasyon
7.Boyama

Sekil.3.1. Comet Metodu basamaklari (42).

8.Degerlendirme

Hiicrelerin izolasyonu

Comet metodunda kullanilacak hiicresel materyalin canli olmasi 6énemlidir. Doku
veya kan alindiktan sonra en ge¢ 2 saat igerisinde prosediir uygulanmalidir.

39



Dokularin dondurularak saklanmasi i¢in ¢esitli prosediirler de bulunmaktadir.
Dondurularak saklanan dokulardan izole edilen hiicrelerin DNA hasar seviyesinin
artmadig1 fakat caligma siiresi ve maliyette artis oldugu gézlemlenmistir.

Farelerden, anestezi altinda 6tenazi yapilarak kan ve beyin dokusu alindi. Hazirlanan
ependrof tliplere histopaklar (kan ile 1/1 oraninda) eklenir. (0.4 ml kan -0.4 ml
histopak ilave edildi) 2000 rpm’de 20 dk. santrifiijlenir. Santrifiijden sonra ependorf
tiplerde, 10kositler kan ile histopak arasinda bulutsu bir goriiniim vermelidir. Bu
kisim aliarak temiz ependroflara aktarilir. PBS ependroflara 1/1 seklinde konularak
hazirlanir. 2500 rpm’de 10 dk. santriflij edilir. Siipernatant kismi1 uzaklastirilmis ayri
bir ependorfta 20 ul hiicre ve 100 ul LMA karistirilir.

Beyin dokusu ise PBS igerisinde yikanmis ve ardindan kiigiik parcalar seklinde
kesilmistir. Bir siire bekledikten sonra daha kiiclik pargalar haline getirilir, kalan
soliisyon ependorfa alinir ve 2500 rpm’de 15 dk. santrifiij yapilir. Dipte kalan hiicre
yogunluguna bagli olarak 25-50 ml PBS ile sulandirma islemi yapilir. Ayri bir
ependorfta 20 ul hiicre ve 100 ul LMA karistirilir. Bu asamada LMA’ nin hiicrlere
zarar vermemesi i¢in viicut sicakliginda olmasina dikkat edilir.

Slaytlarin hazirlanmasi

Calismadan bir giin 6nce lamlar hazirlanir. Hazirlanan NMA’dan 120-130 pl kadar
lam yiizeyine yayilir ve buzdolabinda kurumaya birakilir. Izole edilerek LMA ile
karigtirilan hiicreler, NMA ile 6n kaplama yapilmis lamlara yayilir, lamel kapatilir ve
lamlar numaralandirilir. Donmast i¢in buzdolabina birakilir. 5 dk bekledikten sonra
sonra lameller ¢ikarilarak lizis agamasina gegilir (42).

Lizis

Lizis soliisyonu, hiicre ve ¢ekirdek zarini eriterek DNA sarmallarinin agaroz i¢inde
serbest kalmasini saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Hiicreler lam iizerinde agaroz
jele gomiildiikten sonra, yaklasik 90 dk siire ile yiiksek konsantrasyonda soguk lizis
soliisyonunda bekletilir.

DNA sarmalinin ¢oziilmesi ve Elektroforez

Elektroforezde yiiriitmeden 6nce DNA zincirlerinin ayrilmas: i¢in lamlar alkali
elektroforez tamponunda 30 dk bekletilir. Siire sonunda 1.02 V/ecm?®de 25 dk
elektroforez islemine tabi tutulur.

Notralizasyon

Alkali tampon c¢ozeltisini lamlardan uzaklastirmak icin slaytlar 3 kez 5 ml/slayt
ndtralizasyon tamponu ile yikanir (76).
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Boyama

Ethidium bromiir (5ug/ml) kullanilarak DNA’nin  boyanmasi saglanir ve
degerlendirilme yapilir. Sonuglar hemen degerlendirilmeyecek ise lamlar absolut
alkolde bekletilerek fikse edilebilir ve saklanabilir. Ancak c¢aligma siiresince biitiin
ornekler en ge¢ 24 saat igerisinde degerlendirilmis ve fiksasyona tabi tutulmus
olmalidir.

Degerlendirme ve Istatistiksel analiz

Lamlar karanlik odada Nikon Eclipse marka floresan mikroskop altinda Nikon DS-
Ri2 kamera ile ¢ekilmistir. Fotograflar1 cekilen drnekler Open Comet acik kaynak
kodlu gorsel degerlendirme programinda otomatik olarak degerlendirilmistir (Sekil
3.2.)(79). Kuyruk DNA yiizdesi (TDNAP) ve kuyruk Uzunlugu (TL) parametreleri
DNA hasar miktarin1 yansitmasi agisindan sec¢ilmistir. Sonuglar SPSS V20 paket
programi1 (IBM,2012) araciligiyla “ One-way Anova (Tukey)” istatistik testi ile
degerlendirilmis ve p<0.05 anlamli kabul edilmistir (sekil 3.3.) (25).

—_—

Input files Browse

1 file selected

Fnap-479.png_outﬁf (SOM n S| B || OpenComet 1.3 L 23,

Output directory Browse

C:\Users\user\Desktop)
Output file name

Comet_Degerlendirme

Comet finding

[¥] Background correction

Head finding

@ Auto
Profile analysis

Brigthest region

Update Live

Sekil 3.2. Open Comet Programi ile Degerlendirilmis Cometler (79).
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1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
1
12
13
14
15

Sekil 3.3. Programdan elde edilebilen parametreler (25).

A

File
Name
263.bmp
263,bmp
263.bmp
263.omp
263,bmp
263.bmp
263.bmp
263.bmp
263.bmp
263.bmp
263.bmp
263.bmp
263.omp
263.bmp

Num

C D

Comet

Flag  Area
1 normal 6603
2 normal 5158
3 normal 6450
4 normal 4918
5 normal 7063
6 normal 7431
7 normal 486
8 normal 6539
9 outlier 14265
10 normal 6287
11 outlier 11603
12 outlier 6768
13 normal 9715
14 normal 5891

3.3.4 QRT-PCR

Prensip: Kalip olarak kullanilan MRNA’nin ters

Sekil 3.4. SYBR-Green boya prensibi (27).

Dentteasyon

E

Comet
Intensity
56.07739
94.95405
119.9746
32.91501
68.15447
60.80716
321966
56.44839
4177638
120.7857
4407705
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85.75903

43,4826
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369116
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511426
266264
833149
256156
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Head  Head

J

Head

Area Intensity Length

448 69.69866
538 106.6803
912 140.8706
661 3851891
613 78.30832
797 51.91468
439 47134
383 65.1201
12694 42.87916
912 1294501
1563 39.21241
602 42.59468
340 84.54444
316 56.98418

L4
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2
26
34
30
28
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2
127
34
46
2
26
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Head
Head  DNA

31225 843283
57394 11.71849
128474 16.60223
25461 1572871
48003 9.972059
41376 9.156859
2069 8571381
24341 6.756954
544308 91.33604
118035 155515
61289 11.98394
25642 9.630292
45654 5.479692
18007 7.029701

L
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R

Kullanilan Kit ve Soliisyonlar:

Trizol Reaktifi, Bio Rad (USA).

M N

0

Tall Tail
DNA  Percent TailArea Intensity Length Tail DNA Percent

6155 55.08595
4620 9358853
5538 116.5334
4257 3204487
6450 67.18946
6634 61.87549
6047 36,50008
6156 55.90887
1571 32.86569
5375 1193088
10040 44.83436
6166  39.024
9175 85.83052
5575 4271731

105
67
80
81

102

110

1
96

0
7

14

109

17
94

P Q

Tail DNA

339054 9156717
432379 88.28151
645362 83.39777
136415 84.27129
433372 90.027%4
410482 90.84314
Q076 91428602
344175 93.24305
51632 8.663959
641285  84.4485
450137 88.01606
240622 90.36971
787495 9452031
238149 92.9703

R

Tail

S

Olive

Moment Moment

96.14553
59.14861
66.71822
68.25975
91.8285
99.92746
$.08370
89.51332
0
63.33637
100.3383
98.50298
1200408
87.39208

transkriptaz enzimi
komplementer DNA (cDNA)’ya ¢evrilmesi ve takibinde de bu DNA iizerinden hedef
gendeki spesifik dizilimlerin g¢ogaltilmasi saglanir. Daha sonra bu cDNA’lar
kullanilarak SYBR-Green floresan boya ile QRT-PCR analizi yapilir. SYBR-Green
Sadece gift iplikli DNA baglanarak izlenmekte ve eszamanli olarak dlgiilebilmektedir
(Sekil 3.4.)(27).

bajlanmamey

SYBR

Tag-polinseras

tajlanmy SYBR

54.9403
33.54697
35.86104

45,5065
52.21621
56.32275
NI
52.21611
0173279
371574
60.73108
59.64401
63.21901
50.20396

ile

Izopropanol ve absoliit etanol Sigma’dan (St.Louis, MO, USA) temin

edildi.

iScript cDNA sentezi kiti, Bio Rad (USA).
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Tablo 3.8. Primer Dizilimleri

PARK 1 ve 4 (SNCA) I¢in Spesifik Primer Dizilimi:

Sense 5> GCAAGGGTGAGGAGGGGTA 3’

Antisense 5> AGGCTTCAGGCTCATAGTCTTG 3°

PARK 2 (Parkin) Icin Spesifik Primer Dizilimi:

Sense 5’ TCTTCCAGTGTAACCACCGTC 3°

Antisense 5" ATCAGGGAGTTGGGACAGC 3’

PARK 7 (DJ1) icin Spesifik Primer Dizilimi:

Sense 5> AGGTCCTACGGCTCTGTTGG 3’

Antisense 5 GTCCTTAGCCAGTGGGTGTG 3’

PARK 8 (LRRK2) i¢cin Spesifik Primer Dizilimi:

Sense 5’CAATGCCTGCCTTACCTTCT 3’

Antisense 5’AGTTCAGAGACTTCCAATGTGC 3’

TH (Tirozin hidroksilaz) icin Spesifik Primer Dizilimi:

Sense 5 GTCTCAGAGCAGGATACCAAGC 3°

Antisense 5’ CGAATACCACAGCCTCCAAT 3’

GUSB (HouseKeeping) i¢cin Spesifik Primer Dizilimi:

Sense 5’ GGCTGGTGACCTACTGGATTT 3’

Antisense 5’AAGTTGACCCTGGTTCCCTG 3’

TFRC (HouseKeeping) I¢in Spesifik Primer Dizilimi:

Sense 5’ CCGCTCGTGGAGACTACTTC 3’

Antisense 5" GAGATACATAGGGCGACAGGA 3’
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SNCA, Parkin, DJ-1, LRRK2, TH , ve housekeeping genleri B-glukuronidaz (GUSB)
ve Transferrin receptdor (TFRC) spesifik primer diziliminin dizayni tarafimizdan
yapilmistir. SNCA, Parkin, DJ-1, LRRK2, TH, GUSB ve TFRC igin spesifik primer
diziliminin dizayn edilmesi igin, Once http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
sitesinden yukaridaki bahsedilen genlerin spesifik mRNA dizilimleri saptandi. Daha
sonra genel primer dizayn kurallari g6z Oniine alinarak olasi primerler secildi.
Secilen primer dizilimlerinin, herhangi bir dimer olusturup olusturmadig: veya diger
genlere ait dizilimler ile c¢akisip c¢akismadigini kontrol etmek icin ise

http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html sitesinden yararlanildi.

Primerlerin Coziilmesi: Dizayninmi belirledigimiz SNCA, Parkin, DJ-1, LRRK2,
TH, GUSB ve TFRC genlerinin reaksiyon primerlerinin dizilimleri (oligomer
biyoteknoloji Ankara) firmasina sentezlettirildi. Liyofilize sekilde gelen stok
primerler DNaz/RNaz’dan yoksun suda ¢oziilerek 100 uM olacak sekilde ana stok
¢ozeltisi hazirland1.100 pM’lik ana stok primer ¢6zeltisinden de SNCA, Parkin, DJ-
1, LRRK2, TH, GUSB ve TFRC primerleri i¢in 10 pM’lik ara stok c¢ozeltisi

hazirlandi.

3.3.4.1 RNA izolasyonu
Prosediir:

e -80’deki izolasyon yapilacak dokular 6nce -20’ye birakildi ve 100 mg dokuya
1 ml PureZOL (Trizol) eklendi, Sonikatorde en diisiik ayarda homojenize

edildikten sonra ve 5 dakika oda sicakliginda birakildi
e 12000 x g’de, +4 °C’de, 10 dakika santrifiij edildi.

e En altta DNA, ortada protein ve en iistte RNA olmak iizere 3 faza ayrilan
slispansiyonun, en iist renksiz fazi temiz bir tiipe aktarilarak tizerine 0.2 ml
kloroform eklendi ardindan 15 saniye siireyle kuvvetlice ¢alkalandi. 12000 x
g’de, +4 °C’de, 15 dakika santrifiij islemini takiben elde edilen
Santrifiijlemenin ardindan karisim 3 faza ayrilacaktir: iistte yer alan, renksiz
sulu (aqueous) faz (RNA fazi),beyaz ara faz ve alt kirmizi organik faz. Sulu faz
yeni bir RNase free tiipe aktarildi. 0,5 ml izopropil alkol eklendi lyice
karistirilip ve ardindan oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildigi.
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o 12.000 x g’de 10 dakika +4 derecede santrifiij edildi. RNA, tiipiin yaninda ve

altinda beyaz bir topak olarak goriindii ve Siipernatant1 dikkatlice atild1

e 1 ml % 75 etanol eklendi,5 dakika havada kurumaya birakildi, RNaz igermeyen

su ile resiispanse edildi ve ¢dziinmesi i¢in 55-60 °C’de, 10 dakika inkiibe edildi.

e Mikroplate okuyuculu spektrofotometrede dnce 260 nm’de RNA miktari, daha
sonra da 260nm/280nm’de RNA’nin saflig1 tayin edildi. 260nm/280nm orani,
1,7- 2 olan RNA numuneleri QRT-PCR analizinde kullanildi.

3.3.4.2 cDNA Sentezi

Prosediir:
cDNA sentez kiti (Biorad RNA 6rneklerinden cDNA sentezi iScript™
cDNA Synthesis Kit) kullanilarak gerceklestirildi

Kit protokoliine gore, 1ug RNA ornekleri,4 puL iScriptRT supermix (10X RT
buffer, 25X dNTP karistimi, 10X RT random primer, RNaz inhibitori,
DNaz/RNAz’dan yoksun su ve RT enzim)den olusan toplam hacmi 20 pl olan
karigim igerisinde reaksiyona tabi tutuldu.

cDNA sentezi i¢in termal dongii cihazinda asagidaki program kullanildi.
e 25°C’de 5 dakika

e 46°C’de 20 dakika

e 95°C’de 1 dakika

Elde edilen ¢cDNA sentez iriinleri, -20°C’de derin dondurucuda muhafaza
edildigi. hedeflenen genler olan SNCA, Parkin, DJ-1, LRRK2, TH, GUSB ve
TFRC 7 genin genlerinin ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi igin

kullanildi.
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3.3.4.3 QRT-PCR Analizi

Prosediir:

e QRT-PCR deneyi, iScript cDNA sentezi kiti, Bio Rad (USA) ile
gerceklestirildi.

e Kit protokoliine gore, her bir Ornek igin elde edilen cDNA; final
konsantrasyonu 1X olan PCR tamponu, 1 uL ¢cDNA soliisyonu, 10 uL
ITaq Universal SYBR® Green Supermix, 0,2 uM olan dNTP karisima,
1,5 uM olan MgCl,, 2’ser 2ul olan sense ve antisense primer karigimi
icerisinde DNaz/RNAz’dan yoksun suyun kullanilmasiyla toplam hacim 20

ul olacak sekilde reaksiyona hazirlandi.

e SNCA, Parkin, DJ-1, LRRK2, TH, GUSB ve TFRC gen amplifikasyonu
icin asagidaki PCR programi kullanildi.

Tablo 3.9. Calismada kullanilan QRT- PCR programi

Dongii
Polymerase
. Activation & Annealing
QRT-PCR System | SO/ DNA ) . | /Extension Mglt—?u_rve
Mode . | Dénaturation nalysis
Denaturation at 95 °C + Plate Cycles
at 95 °C Read at 60 -
65 °C
30 saniye 65 °C-95°C
(60 - 63d°C 0.5°C
f arasindaa H
. Fast 30 saniye 5 sanive desi 40 increment 2-5
QIAGEN Rotor-Gene y pri?r%é?eTnm dongii sec/step (or use
degerleri instrument
var) default setting)
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4. BULGULAR
4.1. Viicut Agirhkh Bulgular

Hayvan Agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlemlenmemistir

(p<0.05).

Tablo 4.1. Ortalama Hayvan Agirliklar

Ortalama Hayvan Agirhiklar (gr)

Gruplar Deney Oncesi Deney Sonrasi
Kontrol grubu 33,02 34,41
DMSO grubu 31,03 32,09
Flu 0.5 mg/kg grubu 29,20 31,13
Flu 1 mg/kg grubu 33,37 34,52
Flu 2 mg/kg grubu 34,90 34,46
ROT1 mg/kg grubu 34,10 34,11

4.2. Motor Fonksiyon testinin Bulgular:

Motor Fonksiyon bozukluklarini tespit etmek igin Silindir testi uygulandi.
Hayvanlarin sadece arka ayaklar1 lizerinde dogrularak silindire yaslandiklar1 anlar
sayild1 ve istatistiksel olarak karsilastirildi. Grafik iizerinde gruplarin degerleri ve
anlamlilik ifadeleri belirlendi. Grafikte 10.56 degerinde goriilen ROT kontrol ve
DMSO gruplarma gore karsilastirildiginda Motor Fonksiyonunun anlamli olarak
azaldigi gozlemlendi. 0.5, 1 ve 2 mg Flu dozlarinin kontrol ve DMSO gruplarina
gore karsilastirildiginda Motor Fonksiyonunun azaldigi gézlemlendi. Anlamli azalig

2 mg Flu uygulanan grupta tespit edildi. (Sekil 4.1.)
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Motor Fonksiyon Testi

8
8
1

g
1

)
8
1

Yalnizca Arka Ayaklan Ustiinde Durma

17.25

6.00

T
ROT 1 mglkg Flu 0.6 molkg
Gruplar

Hata Gubuklan + 2 Standart Hata

Sekil 4.1. Motor Fonksiyon grafiginde Kontrol ve DMSO grubuna gére anlamlilik

isaretleri (* ve **).

4.3. Histokimyasal Bulgular

Kontrol grubu ile deney gruplarina ait beyin doku kesitlerinde incelenen
yapisal degisiklikler Refaiy ve arkadaslarinin yapmis olduklari derecelendirmeye

gore degerlendirildi (63).

Grup I (Kontrol grubu) ve grup II (DMSO)’ya ait beyin doku kesitlerinde
normal histolojik yapilar gozlemlenirken kismen de olsa bazi kesitlerde hemorajik
alanlar ve notropil vakuolizasyonu seklinde bulgular mevcuttu, (Tablo 4.2., Sekil 4.2.

Sekil 4.3., H-E x400).

Grup III (ROT) ve grup IV’e (0.5 — 1 - 2 Flu verilen gruba) ait beyin dokular1
incelendiginde grup I ve grup II’ye (Kontrol ve DMSO gruplarina) gore 6nemli
yapisal degisiklikler goriildii. Bu degisiklikler; néron dejenerasyonu, ndran sayisinda
azalma, hemorajik alanlar, mononiiklear hiicre infiltrasyonu, ndéropil vakuolizasyonu,
noronlarda piknotik nukleus ve beyin dokusunun substantia nigra kismindaki LB’leri
seklinde gozlendi (Tablo 4.2., Sekil 4.4. - Sekil 4.5. - Sekil 4.6. - Sekil 4.7., H-E,
x400). Grup Il (ROT) ve grup IV kiyaslandiginda en fazla hasarlanma sirasiyla; esit
oranda grup IV Flu 2’si ile grup III’te (Tablo 4.2., Sekil 4.4. - Sekil 4.7., H-E,
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x400), daha sonra grup IV Flu 1°de ve en az grup IV Flu 0.5’te gozlemlendi (Tablo
4.2., Sekil 4.6.- Sekil 4.5.,H-E, x400).

bulunamada.

Tablo 4.2. Histolojik yapisal degisimlerin gruplara gore derecelendirilmesi

Ayrica gruplarin higbirinde disi ile erkek beyinleri arasinda anlamli fark

LB’leri Noron Noran Hemorajik | Mononiiklear Noropil Noronlarda
Dejenerasyonu | Sayisinda | Alanlar Hiicre Vakuolizasyonu Piknotik
Azalma Infiltrasyonu Nukleus
- - - -/+ - -/+ -
Kontrol
DMSO Grubu - - - -+ o + N
ROT Grubu ++/+++ ++/+++ o +++ +++ +++ ++/+++
0.5 Flu Grubu + + + + + + +
+/++ +/++ ++ ++ ++ +/++ +/++
1 Flu Grubu
++/+++ +++ +++ +++ +++ ++/+++ ++/+++
2 Flu Grubu
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Sekil 4.2. Kontrol grubuna ait beyin doku kesiti. Normal histolojik yapilar gézlenmemistir.
Bunun yani sira hemorajik alanlar ve néropil vakuolizasyonu kismen de olsa baz1 alanlarda mevcuttur
(H-E, x400).

Sekill 4.3. DMSO grubuna ait beyin doku kesiti. Normal histolojik yapilar gdzlenmemistir.
Bunun yani sira hemorajik alanlar ve néropil vakuolizasyonu kismen de olsa baz1 alanlarda mevcuttur
(H-E, x400).
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Sekill 4.4. ROT verilen gruba ait beyin doku kesiti. Kontrol ve DMSO verilen gruplarla
kiyaslandiginda fazla oranda histopatolojik bulgular gozlenmistir. Siyah oklar; ndropil
vakuolizasyonunu, sar1 oklar; néronlarda piknotik nukleusu, kirmizi oklar; LB’lerini; turuncu oklar;
hemorajik alanlar1 ve mavi ok; mononiiklear hiicre infiltrasyonunu gostermektedir (H-E, x400).

Sekill 4.5. Flu (0.5) verilen gruba ait beyin doku kesiti. Kontrol ve DMSO verilen
gruplarina kiyasla histopatolojik bulgular gozlenmistir. Bulgular; ROT Verilen gruba gore azalmustir.
Siyah oklar; noropil vakuolizasyonunu, kirmizi oklar; LB’lerini; turuncu ok; hemorajik alanlari ve
mavi ok; mononiiklear hiicre infiltrasyonunu gostermektedir (H-E, x400).
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Sekill 4.6. Flu (1) verilen gruba ait beyin doku kesiti. Kontrol ve DMSO verilen gruplarina
kiyasla histopatolojik bulgular gozlenmistir. Bulgular; ROT Verilen gruba gore azalmis, Flu 0.5
grubuna gore artmistir. Siyah oklar; noéropil vakuolizasyonunu, sari oklar; noéronlarda piknotik
nukleusu, kirmizi oklar; LB’lerini ve turuncu oklar; hemorajik alanlar1 gostermektedir (H-E, x400).

Sekill 4.7. Flu (2) verilen gruba ait beyin doku kesiti. Kontrol ve DMSO verilen gruplarina
kiyasla histopatolojik bulgular gdzlenmistir. Bulgular; ROT grubu ile kiyaslandiginda esit oranda
iken, Flu 0.5 ve Flu 1 grubuna gore ise artmig durumdadir. Siyah oklar; néropil vakuolizasyonunu,
sar1 ok; noronlarda piknotik nukleusu, kirmizi oklar; LB’lerini ve turuncu oklar; hemorajik alanlar
gostermektedir (H-E, x400).
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4.4, Immiinoistokimyasal Bulgular

Beyin doku kesitlerinin a-Syn ve TH immiinohistokimyasal boyamalarinda
gruplar arasinda anlamli fark bulundu.

a-Syn ve TH ile isaretlemede Grup I ile Grup II arasinda anlamli bir fark
bulunmadi, (Tablo 4.3. - Sekil 4.8. - Sekil 4.9. - Sekil 4.14 - Sekil 4.15. x400).

a-Syn ile isaretlemede grup Il (ROT) ve grup IV (0.5 - 1 - 2 Flu)’ e ait
kesitlerde grup I (Kontrol) ve grup II (DMSO)’ ye ait kesitlere kiyasla daha fazla
miktarda pozitif isaretlenme gozlendi (Tablo 4.3. - Sekil 4.10. - Sekil 4.11. - Sekil
4.12 - Sekil 4.13. x400). Grup Il (ROT) ve grup IV kiyaslandiginda en fazla pozitif
boyanma sirasiyla; esit oranda grup IV Flu 2’ si ile grup III’te (Tablo 4.3. Sekil 4.10.
- Sekil 4.13. x400), daha sonra grup IV Flu 1’de (Tablo 4.3. - Sekil 4.12. x400) ve
en az boyanma ise grup 1V Flu 0.5’te gézlemlendi (Tablo 4.3. -Sekil 4.11. x400).

TH ile isaretlemede grup I ve grup I’ de diger gruplara kiyasla daha fazla
miktarda pozitif isaretlenme gozlendi (Tablo 4.3. - Sekil 4.14- Sekil 4.15, x400).
Grup Il (ROT) ve grup IV kiyaslandiginda en az pozitif boyanma sirasiyla; esit
oranda grup IV Flu 2’si ile grup III’te (Tablo 4.3. - Sekil 4.16.- Sekil 4.19., x400)
daha sonra grup IV Flu 1°de (Tablo 4.3. - Sekil 4.18. x400) ve en fazla pozitif
boyanma ise grup 1V Flu 0.5’te gézlemlendi (Tablo 4.3. — 4.17. x400).

Ayrica gruplarin hicbirinde disi ile erkek beyinleri arasinda anlamli fark

bulunamad:.

Tablo 4.3. a-Syn ve TH Isaretlenme Dereceleri

KONTROL | DMSO ROT 0.5 Flu 1 Flu 2 Flu
GRUBU GRUBU | GRUBU Grubu Grubu Grubu

a-Syn -+ -+ ++ + ++/+ ++

TH +++ +++ + ++ ++/+ +
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Sekil 4.10. ROT grubuna ait ait beyin doku kesitinin a-Syn ile immiin boyanmasi, x400.

Sekil 4.11. Flu 0.5 grubuna ait ait beyin doku kesitinin a-Syn ile immiin boyanmasi, x400.
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Sekil 4.12. Flu 1 grubuna ait ait beyin doku kesitinin a-Syn ile immiin boyanmast, x400.

Sekil 4.13. Flu 2 grubuna ait ait beyin doku kesitinin a-Syn ile immiin boyanmasi, x400.
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Sekil 4.15.

DMSO grubuna ait beyin doku kesitinin TH ile immiin boyanmasi, x400.
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Sekil 4.17. Flu 0.5 grubuna ait beyin doku kesitinin TH ile immiin boyanmasi, x400.
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Sekil 4.19. Flu 2 grubuna ait beyin doku Kkesitinin TH ile immiin boyanmast,
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4.5. DNA Hasari

Tim fotograflar OpenComet poragrami araciligi ile otamatik olarak degerlendirilmis
ancak degerlendirme esnasinda programin yanlis algilayabilecegi comet olmayan

artefaktlar kontrol edilerek degerlendirmeden ¢ikarilmistir (Sekil 4.20)( Sekil 4.21)

Kontrol ROT 1 mg/kg
.

Flu 0,5 mg/kg Flu 1 mg/kg Flu 2 mg/kgw

ROT 1 mg/kg

Flu 2 mg/kg

Sekil 4.21. Arastirmada yer alan Beyin doku gruplarindan 6rnek comet fotograflar
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Gruplarin karsilagtirilmalart Tek Yonlii Anova (Tukey) parametrik testi ile yapilmis
ve anlamli sonuglar elde edilmistir. Kan ve beyin Sonuglari (Tablo 4.4 ve 4.5)
‘Ort+Standart Hata’ cinsinden ifade edilmis.(Sekil 4.22 ve 4.23). (Sekil 4.24. ve
4.25)

Tablo 4.4. Kan doku ortalama DNA hasari

Gruplar Ortalama Kuyruk DNA Yiizdesi Degerleri
Kontrol 4,36+0,24

DMSO 4,43+0,21

ROT 8,40+0,38 * **

Flu 0.5 mg/kg 8,09+£0,29 * **

Flu 1 mg/kg 8,31+£0,32 * **

Flu 2 mg/kg 8,58+0,35 * **

Ort£Std. Hata; *:Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
(p<0.001) **: Coziicii kontrol DMSO grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli (p<0.001) bulunmustur

Tablo 4.5. Beyin doku ortalama DNA hasar1

Gruplar Ortalama Kuyruk DNA Yiizdesi Degerleri
Kontrol 5,76+0,27

DMSO 5,80+0,29

ROT 6,94+0,30 * **

Flu 0.5 mg/kg 5,58+0,25

Flu 1 mg/kg 5,71+£0,26

Flu 2 mg/kg 5,91+0,31

Ort+Std. Hata; *:ROT grubu Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05) **:Coziicli kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05) bulunmustur.

Kan ve Beyin doku sonuglarma baktigimizda ROT uygulanan gruplarin Kuyruk
DNA Yiizdesi parametresi Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

daha fazla DNA hasarina sahip oldugu tespit edilmistir (p<0.001) (p<0.05).

Yine Kan doku sonuglarmma gore Flu uygulanan gruplarin Kuyruk DNA Yiizdesi
parametresi Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha fazla DNA
hasarina sahip oldugu tespit edilmistir (p<0.001) (p<0.05).

Beyin doku sonuglarma gore Flu uygulanan gruplarda DNA  hasari

gozlemlenmemistir.
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Ortalama Kuyruk DNA Yiizdesi

Ortalama Kuyruk DNA Yiizdesi

9.00-

5.00—

T.00—

5.00=]

5.00—

4.00-

T T T T
Wontral DZ\-IiSD ROT fmg =4 Flul5imgkz Flulmgkz Flulmghkg

Sekil 4.22. Kan Gruplarna ait ortalama kuyruk DNA Yiizdesi parametresi.
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KAN DOKUDA DNA HASARI KARSILASTIRMASI
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Ortalama Kuyruk DNA Yiizdesi

Sekil 4.24. Kan dokuda kuyruk DNA Yiizdesi parametresinin karsilastirilmasi; ROT
ve Flu gruplart Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
(p<0.001) **: Coziicii kontrol DMSO grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli (p<0.001) bulunmustur.

BEYIN DOKUDA DNA HASARI KARSILASTIRMASI
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Sekil 4.25. Beyin dokuda kuyruk DNA Yiizdesi parametresinin karsilastirilmas,
ROT gruplari Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05) **:Coziicli kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05) bulunmustur.
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4.6. QRT-PCR Sonuclar

Tablo 4.6. DMSO grubundaki SNCA, Parkin, DJ-1, LRRK2 ve TH genlerinin
MRNA ekspresyon seviyeleri

Genler MRNA Ekspresyon Seviyesi Std. Hatta P degeri
SNCA 1.41 0.26 - 6.47 0.34
Parkin 1.32 0.69 - 2.53 0.10
DJ-1 0.94 0.53-1.69 0.71
LRRK2 [1.33 0.35-5.52 0.43
TH 0.78 0.41-1.46 0.11

(p<0.05) anlamli, (p>0.05) anlaml1 degil
SNCA, Parkin, DJ-1, LRRK2 ve TH orneklem grubu kontrol grubundan farkli
degildir.

Tablo 4.7. ROT 1mg/kg grubundaki SNCA, Parkin, DJ-1, LRRK2 ve TH genlerinin
MRNA ekspresyon seviyeleri

Genler |[mRNA Ekspresyon Seviyesi Std. Hatta [P degeri |Sonug
SNCA 2.20 0.40-11.14 |0.02 Artirmigtir
Parkin  (1.06 0.48-2.19 |0.77

DJ-1 0.35 0.15-0.80 0.00 Azaltmistir
LRRK2 |1.81 0.36-8.97 |0.10

TH 0.35 0.05-1.66 |0.00 Azaltmistir

(p<0.05) anlamli, (p>0.05) anlaml degil
SNCA mRNA ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak artmistir.
LRRK2 ve Parkin 6rneklem grubu kontrol grubundan farkli degildir.

TH ve DJ-1 mRNA ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore anlamli olarak
azalmstir.

Tablo 4.8. Flu 0.5 mg/kg grubundaki SNCA, Parkin, DJ-1, LRRK2 ve TH genlerinin
MRNA ekspresyon ekspresyon seviyeleri

Genler |mRNA Ekspresyon Seviyesi Std. Hatta |P degeri [Sonug
SNCA [1.25 0.20-8.05 [0.61

Parkin |0.38 0.10-1.54 |(0.00 Azaltmistir
DJ-1 0.50 0.15-1.63 [0.02 Azaltmistir
LRRK2 (0.59 0.11-3.19 [0.22

TH 0.27 0.09-0.62 [0.00 Azaltmigtir

(p<0.05) anlamli, (p>0.05) anlaml1 degil

SNCA ve LRRK2 6rneklem grubu kontrol grubundan farkli degildir.
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Parkin, DJ-1 ve TH mRNA ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla anlamli
olarak azalmistir.

Tablo 4.9. Flu 1 mg/kg grubundaki SNCA, Parkin, DJ-1, LRRK2 ve TH genlerinin
MRNA ekspresyon seviyeleri

Genler |mRNA Ekspresyon Seviyesi Std. Hatta P degeri [Sonuc¢
SNCA |[1.28 0.11-13.84 |0.66

Parkin 0.18 0.05 - 0.57 0.00 Azaltmigtir
DJ-1 0.32 0.02 - 1.66 0.04 Azaltmistir
LRRK2 10.33 0.01 - 3.69 0.10

TH 0.41 0.06 - 1.82 0.02 Azaltmistir

(p<0.05) anlamli, (p>0.05) anlaml1 degil

SNCA ve LRRK2 6rneklem grubu kontrol grubundan farkli degildir.

Parkin, DJ-1 ve TH mRNA ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla anlamli

olarak azalmistir.

Tablo 4.10. Flu 2 mg/kg grubundaki SNCA, Parkin, DJ-1, LRRK2 ve TH genlerinin
MRNA ekspresyon seviyeleri

Genler |mMRNA Ekspresyon Seviyesi Std. Hatta P degeri [Sonug
SNCA |1.81 0.32-11.06 [0.15

Parkin  |0.17 0.03-0.59 0.00 Azaltmistir
DJ-1 0.18 0.02 - 1.00 0.00 Azaltmistir
LRRK2 10.25 0.03- 2.04 0.01 Azaltmistir
TH 0.29 0.07 -1.02 0.00 Azaltmistir

(p<0.05) anlamli, (p>0.05) anlaml1 degil

SNCA orneklem grubu kontrol grubundan farkli degildir.

Parkin, DJ-1, LRRK2 ve TH mRNA ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla
anlamli olarak azalmistir.
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Sekil 4.26. SNCA, Parkin, DJ-1, LRRK2 ve TH genlerinin kat degisim grafigi.

SNCA PRKN DJ1 LRRK2
uDMSO ®Flu 0.5 mg/kg = Flu 1 mg/kg ® Flu 2 mg/kg = ROT 1 mg/kg

Sekil 4.26.de gortldigi gibi SNCA mRNA ekspresyon seviyesi tim gruplarda
artmistir ancak SNCA yalniz ROT grubunda anlamli artis gostermistir.

Parkin mRNA ekspresyon seviyesi DMSO, ROT grubunda artmistir fakat anlamli
degildir. Parkin mRNA ekspresyon seviyesi anlamli olarak Flu dozuna bagli olarak
azalmstir.

DJ-1 mRNA ekspresyon seviyesi DMSO hari¢ tiim gruplarda anlamli olarak
azalmigtir. DJ-1 mRNA ekspresyon seviyesi anlamli olarak Flu dozuna baglh olarak
azalmustir.

LRRK2 mRNA ekspresyon seviyesi DMSO, ROT grubunda artmistir ancak anlaml
degildir. LRRK2 mRNA ekspresyon seviyesi Flu dozuna bagli olarak azalmistir.
Anlaml azalis 2 mg Flu uygulanan grupta tespit edilmistir.

TH mRNA ekspresyon seviyesi DMSO hari¢ tim gruplarda anlamli olarak
azalmustir.
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5. TARTISMA

PH, beynin SNpc bolgesindeki dopaminerjik néronlarin kaybi ve a-Syn
proteinlerinin birikmesiyle olusan LB ile karakterize edilen noérodejeneratif bir
hastaliktir (10). Alzheimer hastaligindan sonra en sik goriilen noérodejeneratif
hastaliktir. Diinyada en sik goriilen hareket bozuklugu olmasi ve etiyolojisinin
gosterdigi karmasiklik nedeniyle, noérodejenerasyon alanindaki arastirmalarin odak
noktas1 olmustur (1). PH nin temel bir klinik tanimlamasi yapilamamasina ragmen
genetik, yaslanma, c¢evresel faktorler (pestisitler) gibi etkilenin hastaligin
olusmasinda rolii oldugu diistiniilmektedir (12).

PH’nin en Onemli risk faktorlerinden biri pestisitlerdir. Pestisitler farkli
mekanizmalar kullanarak PH’in olusumuna sebebiyet vermektedir. Pestisitler,
mitokondride yer alan elektron transport kompleksi’nin (ETC) fonksiyonunu kalici
olarak bozmaktadir. Bozulmus mitokondriyal fonksiyon oksidatif strese yol agarak
hiicre i¢i bilesenlerin hasar gérmesine neden olmakta hiicre 6liimiine sebebiyet veren
bir takim hiicresel yolaklar1 aktive etmektedir. Oksidatif stres, PH’da nigral
dopaminerjik hiicre 6liimiiniin ana patojenik mekanizmasidir (19).

Pestisit olan ROT’un mitokondrial kompleks I’i inhibe etmesiyle olusan
oksidatif stresin (25) in vivo ve in vitro kosullarda PH’ya neden oldugu tespit
edilmistir (10).

Bu durum ROT gibi mitokondriyal toksisiteye yol acan ve olduk¢a sik
kullanilan bir pestisit olan Flu’in da PH ile bir baglantisi olup olmadig
tartisilmaktadir. Literatiir taramasi yapildiginda Flu ve PH ile ilgili yapilmis bir
caligmaya rastlanmamustir. Isparta’da yliksek oranda kullanilan fungusitlerden biri de
Flu’dur ve her tiir bitki i¢in kullanilmaktadir. Flu’un, mitokondriyal kompleks Il
inhibitérii  olmast ve mitokondrial komplekslerin  inhibisyonunun PH
mekanizmasinda baslica yolak olmasit kompleks II inhibitorii bir pestisitin de aym
sonuca yol acip agmayacagini akla getirmektedir. Bu baglamda ROT ile farelerde
Parkinson modeli olusturduk. Elde edilen sonuglari Flu ile karsilastirarak PH
acisindan degerlendirdik.

ROT ile yapilan birgok calismada viicut agirhi@ tizerine farkli etkileri

gozlemlenmistir. 11 aylik Lewis ratlara 1 mg / kg / giin 6 hafta boyunca Alzet mini
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pompalar araciligiyla uygulanan ROT sonucunda ratlarin viicut agirliginin yaklasik
% 10 azaldig1 gosterilmistir (83). 2 mg / kg / giin 5 hafta boyunca SC olarak erkek
wistar ratlara uygulanan ROT sonucunda ratlarin viicut agriliklarinda bir degisiklik
gbzlemlenmemistir (87).

Calismamizda biitiin gruplarda hayvan agirliklarinda istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik gézlemlenmemistir

Norotoksisite olusmasinin ilk isareti motor fonksiyon bozukluklarinin
olusmasidir (18,54).

Parkinsonizm modelinde, ROT kaynakli olusan oksidatif stres TH enzimini
azaltarak (38) motor fonksiyon bozukluklarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir
(15).TH enzimi DA sentezinde ve metabolizmasinda gorev almaktadir. Bu enzim
oksijen atomlarindan birini kullanarak tirozin molekiiliinii hidroksilleyerek L-DOPA
olusturur. L-DOPA ise AADC enzimi ile DA’e ¢evrilir ve vezikiillere depolanir (54).
TH enzimi azaldiginda DA iiretimi de azalacagi i¢in PH’ nin temel bulgularindan
motor fonksiyon bozukluklarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (38,39).

1.5 mg / kg / 28 giin boyunca SC olarak ratlara uygulanan ROT sonucunda
ROS ve NO diizeylerinin artisina yol agti, TH + hiicre sayilarini azaltarak TH
enziminde oOnemli bir diisiise neden oldu ve ratlarda uzun siireli hareketsizlik
donemleri goriildii (13)(87). Parkhe ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada ROT 2
mg/ kg /giin IP olarak 21 giin boyunca ratlara uygulanmustir. Nitrit olusumu, lipit
peroksidasyonu gibi oksidatif stres belirtilerini arttirmasiyla SNpc’ta TH-
ekspresyonunu azaltarak ratlarda motor fonksiyon bozukluklarina neden oldugu
gozlenmistir (91). Zhang ve ark. Tarafindan yapilan bir ¢alismada ROT 2.5 mg / kg /
giin 1.p 14 giin boyunca ratlara uygulanmistir. SN’da TH + hiicre sayilarini azaltarak
motor fonksiyon bozukluklar: tetiklemistir. 42 giin boyunca uygulanan ROT ise
noronal apoptoz meydana getirmis ve daha agir motor fonksiyon bozukluklari
gozlemlenmistir (59). Bu sonu¢ ROT tarafindan olusturulan apoptoz motor
fonksiyon bozukluklariyla bir baglantisi olabilecegini gostermektedir.

Yapilan ¢calismalarda ROT in vivo ve in vitro apoptozu tesvik etmistir.

ROT 2.5 mg / kg / giin i.p. 42 giin boyunca ratlara uygulanmig. PH ratlarinin
SN'sinde noéronal apoptozu degerlendirmek i¢in Tunel boyama ydntemini

kullanmislardir. Apoptotik néronlarin sayisi 151k mikroskobu ve transmisyon elektron
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mikroskopisi  altinda  sayilarak, kaspaz-3  seviyesi Western Blot ile
degerlendirilmistir. SN'deki noronlar bariz apoptotik 6zelliklerle ortaya ¢iktigi tespit
edilmistir (59).

SH-SYS5Y insan noroblastom hiicreleri 100 nM ROT ile 24 saat muamele
edilmis. ROT’un 6nemli olgiide ROS’u arttirmasiyla pro-apoptotik Bax, BAD,
kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-8, kaspaz-9 ekspresyonunu artirdigi ve anti-apoptotik
proteinlerden Bcl-2, Bcl-xL’i azalttigi gosterilmistir (32). Parkinsonizm modelinde
ROT, dopaminerjik ndronlarin apoptoz yoluyla Oliimiine neden olarak motor
fonksiyon bozukluklarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (93).

Calismamizda ROT grubunda Motor Fonksiyonunun anlamli olarak azaldigi
gozlemlenirken, Flu grubunda da doza bagli olarak Motor Fonksiyonunun azaldigi

belirlenmistir.

PH fenotipik modelinin olusumu histokimyasal ve immiinohistokimyasal
yontemler ile tespit edilebilmektedir. SNpc’da TH ekspresyonunun azalmasi (35) ve
a-Syn ekspresyonunun artmasiyla gelisen LB, PH modelinin olusumunu isaret
etmektedir (77).

Immiinohistokimyasal boyama ile o-Syn hiicre sayis1 ve ekspresyonu
arttigindan dolayr daha fazla miktarda pozitif isaretlenme gozlenirken, TH hiicre
sayis1 ve ekspresyonu azaldigi i¢cin daha az miktarda pozitif isaretlenme gozlenmistir.

Alzahrani ve ark. tarafindan yapilan bir calismada ROT 1 mg / kg / 48 saat/ 9
kez SC olarak erkek Isvigre albino farelerine uygulanmis ve parkinson benzeri bir
fenotipi indiiklemistir. ROT, 8-OHdG’yi artirmakta ve motor islev bozukluklarina
neden olmaktadir. ROT grubundan SN karistk normal ve dejenere néronlar
gosterdigi belirlenmistir. Histopatolojik incelemede c¢ok fazla sayida piknotik
nukleus gdzlenmistir. Immiinohistokimyasal boyamada TH’de daha az miktarda
pozitif isaretlenme gozlenmistir (52)(98).

Bir bagka calismada, ROT 1.5, 2 veya 2.5 mg / kg 5 hafta boyunca SC olarak
erkek Wistar farelerine uygulanmig ve SN'da a-Syn daha fazla miktarda pozitif
isaretlenme gozlenirken, TH’de daha az miktarda pozitif isaretlenme gozlenmistir
(87). ROT 1.5 mg / kg, iki giinde bir SC olarak erkek Wistar farelerine iki hafta

boyunca verildiginde lipit peroksidasyonu ve NO seviyelerinin arttigi, TH de ise
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daha az miktarda pozitif isaretlenme oldugu tespit edilmistir (99). NO, dopamin
tiikenmesini tesvik ederek PH'nin altinda yatan norotoksik siireglerle iligkilidir (66).

MA ve ark. tarafindan ratlarda yapilan ¢alismada ise ROT 1 mg / kg/ 28 giin
boyunca SC olarak erkek ratlara uygulanmis ve parkinson benzeri bir fenotipi
indiikledigi goriilmiistiir. SN'de a-Syn’nin daha fazla miktarda pozitif isaretleme
gosterdigi, TH’ nin ise daha az miktarda pozitif isaretlenme gosterdigi bildirilmistir
(103).

Zeng ve ark. tarafindan erkek ratlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, ROT 1
mg / kg / glin 5 hafta siiresince uygulanmig, SN'da DA noronlarinda 6nemli bir kayip
elde edilmistir. TH de ise daha az miktarda pozitif isaretlenme, o-Syn de daha fazla
miktarda pozitif isaretlenme gozlenmistir. Ayrica a-Syn birikiminde artig
gergeklesmis ve LB olusumuna neden olmustur (70) (81).

Almeida ve ark. on aylik yasli Lewis ratlara 2 mg / kg / glin dort hafta
boyunca SC olarak ROT uygulamis, immiinohistokimyasal boyama ve western blot
analiziyle o-Syn seviyesinin arttig1 tespit edilmistir (116).

Yukarida belirtilen literatiir bilgileri calismamizi destekler niteliktedir.

Calismamizda, ROT ve Flu dozuna bagli olarak beyin dokular
incelendiginde 6nemli yapisal degisiklikler goriildii. Bu degisiklikler daha ¢ok beyin
dokusunun SN kisminda; LB’leri, néron dejenerasyonu, noran sayisinda azalma,
hemorajik alanlar, mononiiklear hiicre infiltrasyonu, noropil vakuolizasyonu,

noronlarda piknotik nukleus seklinde gézlemlenmistir.

Caligmamizda o-Syn ekspresyonu seviyelerine bakilmistir. o-Syn ile
isaretlemede ROT ve Flu dozuna bagl olarak beyin dokular incelendiginde daha
fazla miktarda pozitif isaretlenme gozlenirken TH ile isaretlemede ise ROT ve Flu
dozuna bagli olarak beyin dokulari incelendiginde daha az miktarda pozitif

isaretlenme gozlemlenmistir.

ROT, ROS olusumuna neden olarak DNA, RNA ve proteinlerle etkilesime
girerek hiicre 6liimiine yol agabilmektedir (117) bu durum in vivo ve in vitro olarak
tespit edilmistir.

Verma ve ark. Tarafindan yapilan ¢alismada ratlara 12mg/7giin ROT bilateral

intraserebroventrikiiler olarak uygulamistir. ROT un, nitrit ve lipit peroksidasyonunu
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arttirmasiyla tim ratlarin beyin bolgelerinde 6nemli DNA hasarina neden oldugu
comet metudu ile tespit edilmistir. Kaspaz3 seviyesini arttirarak apoptozu arttirdigi
bildirilmistir ( 118).

SH-SYS5Y hiicreleri 200 nM ROT ile 24 saat muamele edildiginde % 51.24
oraninda hiicre Olimiinii indiiklemistir. Ayni1 zamanda mitokondriyal fonksiyon
bozukluguna da yol agmistir. Comet metodu ile ROT kaynakli oksidatif stresin DNA
hasaria neden oldugu tespit edilmistir ve Cyt ¢, kaspazlar-3, -6, -8, 9 Bax'1 6nemli
Olclide arttirirken Bcel-2 ekspresyonunu azalttigr goriilmistiir (125).

Estrella-Parra ve ark. Pachyrhizuserosus'tan izole edilen ROT K562 insan
16semi hiicrelerinde sitotoksisite ve genotoksisite gosterdigini ve ROT un yine
Comet metodu ile DNA hasaria neden oldugunu, Kaspaz3 seviyesini artirarak
apoptoz indiikledigi belirlenmistir (126).

Swarnkar ve ark. Ratglioma hiicresinden tiiretilen hiicre hattt C6 hiicrelerini,

0.1, 1 ve 10 Mm ROT ile 24 saat muamele etmisler ve ROT un hiicre canliligini
azaltarak, ROS indiiklemesiyle DNA hasarmma neden oldugunu, apoptozun da
goriildiigiinii tespit edilmislerdir (128) .
Insan kan lenfositleri 1.0, 1.5 ve 2.0 ug / mL ROT ile 1-6 saat muamele edildi
Comet metodu ile ROT’un kan lenfositlerinde DNA hasarina neden oldugu tespit
edilmistir. Endoruplikasyon ve poliploidi indiikledigi, tek ve c¢ift zincirli DNA
kopmalarin1 neden oldugu tespit edilmistir. DNA hasar1 izole lenfositlerden tam kan
hiicrelerine gore daha yiiksekti. ROT kandaki tiim miyeloid hiicrelerle etkilestigi i¢in
genel aktivitesini azaltmigstir (117).

MNO9D dopaminerjik ndronal hiicreleri 0.5 ve 1 uM ROT ile 30 saat muamele
edildi. Daha sonra DNA cift iplikteki kirilmalar bir H2AX ile degerlendirildi ve serin
139 fosfora ederek DNA‘daki ¢ift kirilmalar gosterildi. DNA ‘da ¢ift kirilmalarin
ROT dozuna bagh olarak artis gosterdigi tespit edildi. DNA hasar1 comet metodu ile
degerlendirildi. ROT 8-OHdG iiretimini mitokondride énemli 6l¢ilide artirdig: tespit
edildi (130).8-OHdG seviyeleri PH SN'lerinde (139) ve PH postmortem 6rneklerinde
onemli dl¢iide artmis oldugu gozlemlendi (140).

Astroglial hiicrelere benzer fare néroblastom(Noro-2a) hiicrelerinde 0.1, 1 ve
10 uM ROT 4 saat boyunca muamele edildi. ROS’un artirarak Kaspaz-3 ve

CaMKIlla artirilmasiyla hiicre i¢i Ca2'nin artmasina neden oldugu goriildi.Ayrca

71



DNA kirilmasina ve kromozom yogunlagsmasinin bozulmasina sebep olarak néronal
hiicre 6liimii meydana getirdigi belirlenmistir (141).

Etken madde olarak Flu igeren LunaExperience SC-400, ile yapilan bir
calismada Rat kemik iligi, kan ve karaciger hiicreleri mikroniikleus ve comet testleri
ile genotoksik acidan degerlendirilmistir. Buna gdre mikroniikleus sayisinda artis,
toplam eritrosit oraninda azalis ve genotoksik etkide artis tespit edilmistir (85,86).

Calismamizda ROT dozuna bagli olarak kan ve beyin dokusunda DNA
hasarmin arttif1 tespit edilmistir. Flu dozuna bagl olarak kan dokusunda DNA
hasarimnin arttig1 tespit edilmistir.

Beyin doku sonuglarina gore Flu uygulanan gruplarda DNA hasari
gozlemlenmemistir Bu konuda benzer bir ¢alismaya rastlanmadi fakat beyindeki
bariyer dokusunun beynin toksik maddelerden korunmasina katki sagladig:i ve daha
az DNA hasar1 goriilmesinin nedenini olusturdugu diisiiniilmektedir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar sonucunda PH olusumuna neden oldugu 6ne
stirilen birgok gen belirlenmistir. SNCA (14), TH (15), LRRK2 (16), Parkin (17),
DJ-1 (18) gibi birgok gende mutasyonlar bulunmus ve PH ile iliskilendirilmislerdir.
SNCA ve TH geni ile yapilan bir ¢calismada, erkek Wistar Ratlara 1.5 mg / kg /48
saat 11 doz ROT uygulandiginda PH'nin temel 6zelliklerinin gelismesine yol agtigini
ve SNCA mRNA ve protein ekspresyon seviyelerinin arttigi, TH mRNA ekspresyon
seviyelerinin ise azaldig1 bildirilmistir (142).

Insan néroblastomu SH-SYSY hiicrelerine 100 ve 200 nM ROT 24 saat
boyunca muamele edildi. C / EBPp, a-Syn i¢in yasa bagli bir transkripsiyon faktorii
olarak islev gordii. ROT un C / EBPB’y1 indiiklemesiyle SNCA mRNA ve protein
ekspresyon seviyelerinin arttigi goézlemlendi. ROT, C / EBPB'min ekspresyonu
artirarak PH'yi hizlandird1 tespit edilmistir (143,145).

MNID dopaminerjik hiicreleri 1umol/L ROT ile muamele edildi. ROT un
SNCA mRNA ve protein ekspresyon seviyelerini artirdigi belirtildi. miR-133b, ise
SNCA ekspresyonunu inhibe ederek ROT’un neden oldugu néron hasarini azaltti
(157). miR-133b miktar1 PH’da orta beyin dokusunda (169) ve serumda azaldigi
tespit edilmistir(170).

ATP'ye duyarh potasyum (Katp) kanali hem plazma hem de mitokondriyal

zarlarda bulunur. ROS artirmasiyla Katp kanalinin agilmasina TH ekspresyon
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seviyelerinin azalmasina neden oldugu tespit edilmistir. Feokromositoma (PC12)
hiicreleri 0.2-1 pg / mL ROT 15 dakika ile muamele edildiginde ROS iiretimi
onemli Gl¢iide artmasiyla Katp kanalinin agilmasina neden oldugu tespit edilmistir.
2-64 ng / mLROT 24 saat muamele edildikten sonra PC12 hiicrelerinde doza bagl
olarak TH ekspresyon seviyelerinin azaldig tespit edilmistir (171).

Yukarida belirtilen literatiir bilgileri ¢alismamizi destekler niteliktedir.

Calismamizda, ROT SNCA mRNA ekspresyon seviyelerini artirirken, TH mRNA
ekspresyon seviyelerini azalttig1 gézlemlendi. Flu ROT sonuglara karsilastirildiginda,
TH mRNA ekspresyon seviyelerinin anlamli olarak azalmis oldugu tespit edildi.
SNCA mRNA ekspresyon seviyeleri ise Flu dozuna bagli olarak arittigi fakat anlamli
degildir. Uygulanan dozlardan daha fazla doz verilmis olsaydi SNCA ekspresyonu
anlamli olarak tespit edilebilirdi.
ROT uygulandiginda SNCA mRNA ekspresyon seviyelerini anlamli olarak
artirrkken, TH mRNA ekspresyon seviyelerini anlamli olarak azalttif
gozlemlenmistir. Flu ROT sonuglara karsilastirildiginda SNCA mRNA ekspresyon
seviyeleri artmistir fakat anlamli degil TH ve DJ-1 mRNA ekspresyon seviyelerinin
anlamli olarak azalmis oldugu tespit edilmistir.

Dopaminerjik noronlarda, LRRk2, DJ-1lve Parkin igeren PH proteinleri,
normal mitokondriyal iglevini siirdiirerek, oksidatif strese karsi korumada ve hiicre

oliimiinii 6nlemede 6nemli roller oynadigi gosterilmistir (172).

LRRK2 PH’larda en yaygin goriilen mutasyondur. PH'da LRRKZ2'nin
ekspresyon seviyelerinin artirtlmasi ile dopaminerjik néron kaybi ve a-Syn birikmesi
artmaktadir. a-Syn, saperon aracili otofajiye (CMA) baglanarak otofaji yoluyla
parcalanir. LRRK2 aktivitesinin artirtlmasiyla CMA yapisit bozulur ve o-Syn
baglanmasini engelleyerek a-Syn birikmesine yol acar (173). Sinir benzeri hiicrelerde
ROT tarafindan indiiklenen oksidatif stress ve DNA hasart LRRK2 aktivitesinin

inhibisyonu ile hafifletildigi tespit edilmistir (174).

DJ-1 ise erken baslangicli PH vakalarinin yalnizca % 1-2'sinde goriilmektedir
(175). DJ-1, oksidatif strese kars1 mitokondri korumasinda yer alir (176). Bu nedenle
DJ-1 ekspresyonundaki bir azalma, dopaminerjik noronlar1 ROT kaynakli oksidatif

strese karsi daha savunmasiz bir hale getirebilir (177).
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Parkin, erken baglangicli PH'ya neden oldugu bilinen tek gendir. Parkin geni
E3 ubikiitin ligaz iireti,r a-Syn yikilmasini diizenleyerek birikmesini dnler (54, 56)
Berger ve ark. tarafindan yapilan ¢alismalarda, Mikroglial BV2 hiicreleri 20 Mm
ROT 12 saat muamele edildikten sonra Parkin mRNA ekspresyon seviyelerinin

azaldigi tespit edilmistir (178).

Wang ve ark. Tarafindan yapilan c¢alismalarda ROT 2 mg / L/ 4 hafta
boyunca 5-7 aylik erkek zebra baligina suda damlatilmistir. ROT bozulmus motor
fonksiyonu, anksiyete ve depresyon benzeri davranigsal bozukluklara neden
olmustur. Beyindeki LRRK2 ve Parkin mRNA ekspresyon seviyelerini Onemli
olglide artirirken, DJ-1 mRNA ekspresyon seviyelerini azalttigi gosterilmistir (179).
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar1 6zetleyecek olursak;

1-

2-

9-

10-

Biitiin gruplarda hayvan agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlemlenmemistir

ROT grubunda Motor Fonksiyonunun anlamli olarak azaldigi gézlemlenirken, Flu
grubunda doza bagli olarak Motor Fonksiyonunun azaldigi belirlendi ancak yiiksek
dozda uygulanan Flu’un Motor Fonksiyonlarini anlamli olarak azalttig: tespit edildi.
ROT ve Flu dozuna bagh olarak beyin dokulari incelendiginde Onemli yapisal
degisiklikler goriildii. Bu degisiklikler daha ¢ok beyin dokusunun SN kisminda;
LB’leri, ndron dejenerasyonu, ndran sayisinda azalma, hemorajik alanlar,
mononiiklear hiicre infiltrasyonu, néropil vakuolizasyonu, néronlarda piknotik nukleus
seklinde gozlemlendi.

a-Syn ile isaretlemede ROT ve Flu dozuna bagl olarak beyin dokular1 incelendiginde
daha fazla miktarda pozitif isaretlenme gozlenirken TH ile isaretlemede ise ROT ve
Flu dozuna bagli olarak beyin dokulari incelendiginde daha az miktarda pozitif
isaretlenme gozlemlenmistir.

ROT dozuna bagli olarak kan ve beyin dokusunda DNA hasarinin arttigi tespit
edilmistir.

Flu dozuna bagli olarak kan dokusunda DNA hasarinin arttig1 tespit edilmistir. Beyin
doku sonuglarina gore Flu uygulanan gruplarda DNA hasar1 gézlemlenmemistir

ROT, SNCA mRNA ekspresyon seviyelerini anlamli olarak artirirken, TH ve DJ-1
MRNA ekspresyon seviyelerini anlamli olarak azalttigi gézlemlendi. Flu ve ROT un
ise SNCA mRNA ekspresyon seviyelerini artirdigi fakat anlamli olmadig tespit edildi.
TH ve DJ-1 mRNA ekspresyon seviyelerinin ise anlamli olarak azalmis oldugu tespit
edildi

ROT grubunda LRRK2 ve Parkin mRNA ekspresyon seviyesi artti ancak anlamli
bulunmadi. Flu grubunda LRRK2 ve Parkin mRNA ekspresyon seviyesi ROT
grubundan farklilik géstermedi.

LRRK2 ve Parkin mRNA ekspresyon seviyesi en yiiksek Flu dozuna bagli olarak
azaldi

Calismalarimizin sonucunda ve ROT karsilastirilmalarinda farelerde Flu dozuna bagh

olarak PH fenotipinin indiiklendigi goriildii.
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Pestisitler ciddi bir halk sagligi ve g¢evre sorunu oldugu igin pestisit se¢iminde daha
duyarli olunmali, mevcut pestisitlerin kullanim1 konusunda da dogru dozda ve gerekli
onlemler alinarak uygulanmalidir. Tarim dernekleri c¢iftcilere pestisitlerle ilgili
bilgilendirme igin kurslar diizenlemelidir. Flu ile 6zelikle yiiksek dozlarda ve farkli

yontemler ile daha fazla arastirilma yapilmasi 6nerilmektedir.
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