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IN VITRO PARKINSON HASTALIGI MODELINDE
KARVAKROLUN ETKISININ ARASTIRILMASI
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OZET

Parkinson Hastaligit (PH) beyindeki dopaminerjik ndronlarn ilerleyici kaybi ile
karakterize edilmis, hastada motor ve motor olmayan semptomlar ile kendini gésteren ve
uzun siirecte etkili olmayan semptom azaltici ilaglar ile hastanin yasam Kkalitesinin
iyilestirilmeye c¢alisildigi norodejeneratif bir hastaliktir. PH’nin kompleks bir molekiiler
mekanizmasi vardir ve heniiz tam olarak anlasilamamistir. Yapilan son ¢aligmalar PH’deki
noronal 6liime apoptozun yol agtigini gostermektedir. Noron kaybinin sebebinin altinda yatan
temel molekiiller mekanizmalarin Lewy cisimcigi olusumu ve mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu oldugu hipotezi one siirlilmektedir. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu
sonucunda ATP yetersizligi, serbest radikallerin ve oksidatif stresin artigi, apoptoz Onciisii
proteinlerde artisa sebebiyet vermektedir. Benzer bir mekanizmayla néron kaybini tetikleyen
6- hidroksidopamin (6-OHDA) hem in vitro hem de in vivo PH modellemelerinde siklikla
tercih edilen bir ndrotoksindir. 6-OHDA hiicrelerde oksidatif stresi arttirarak apoptozu
tetikler. Ulkemizde yayginca yetisen kekik bitkisinde bulunan ve gesitli hastalik modellerinde
anti-apoptotik ve noroprotektif oldugu gosterilen karvakroliin PH modellerinde etkisini
gosteren az sayida yayin olmakla beraber bu etkisinin mekanizmasi da heniiz tam olarak

anlagilamamustir.

Bu tez c¢alismasinda SH-SYS5Y hiicrelerine retinoik asit ile ndron karakteri
kazandirilip, 6-OHDA ile indiiklenen oksidatif stres kosullarinda karvakrol etkisiyle apoptoz
ve mitofaji ile iligkili genlerdeki ifade diizeyinin arastirilmistir.

RNA bulgularinin aksine protein bulgular1 6-OHDA ile indiiklenen apoptozun KARV



ile tersine ¢evrilemedigini gostermistir. Bu durum KARV’1n iyilestirici etkisini farkli bir
hiicre 6liim yolaginmi baskilayarak yapabilecegini diisindiirmektedir. Parkinson modelinde
KARV uygulandiginda total PINK-1 ifadesi degismemesine ragmen kirpilmamis PINK-1
miktarinin artmasiyla mitofajinin de arttig1 sdylenebilir. Sonug olarak, KARV hiicre kaybini
apoptoza alternatif bir yolak fiizerinden baskilamaktadir, bozulan mitofajiyi ise

diizeltmektedir.

Anahtar kelimeler: 6-OHDA, apoptoz, karvakrol, mitofaji, Parkinson hastaligi
Tezin sayfa adedi: 77

Damisman: Prof. Dr. Sefa KIZILDAG



INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CARVACROL IN IN VITRO
PARKINSON’S DISEASE MODEL

Master Thesis
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ABSTRACT

Parkinson’s Disease (PD) is a neurodegenerative disease characterized by Progressive
loss of dopaminergic neurons in brain, presented by motor and non-motor symptoms in
patients, and tried to improve patients’ quality of life by symptom- relieving medications
which are not effective in long-term. PD has a complex molecular mechanism which is not
fully understood yet. Latest researches have showed that neuron loss in Parkinson’s patients
is result of apoptotic cell death. It is suggested that the undelying mechanisms deriving
neuron loss is Lewy body formation and mitochondrial dysfunction. ATP depletion and
increase of free radicals and oxidative stress as a result of mitochondrial dysfunction
increases pro-apoptotic proteins. 6-hydroxydopamine (6-OHDA) which induces neuron death
by similar mechanism is a neurotoxin frequently used to model PD both in in vivo and in vitro
studies. 6-OHDA incerases oxidative stress therefore induces apoptosis. Carvacrol (CARV) is
found in thyme plant that grows widely in our country and has been shown to be anti-
apoptotic and neuroprotective in various disease models. Mechanism of action of carvacrol in

PD tretament is not been fully understood yet.

In this thesis, SH-SY5Y cells were given neuronal character via retinoic acid and the
alterations in the expression level of genes related to apoptosis and mitophagy with the effect

of carvacrol under 6-OHDA-induced oxidative stress conditions was investigated.

Contarary to RNA results, protein results showed that 6-OHDA-induced apoptosis
could not be reversed by CARV However, the mode of action of CARV’s therapeutic effect
may depend on the inhibition of another cellular death pathway. Even though, total PINK-1

expression was not altered by CARV in model, full-lenght PINK-1 level was increased



therefore mitophagy was increased. As a result, CARV inhibited neuron loss via alternative

pathway and enhanced mitophagy.

Keywords: 6-OHDA, apoptosis, carvacrol, mitophagy, Parkinson’s disease Page
number: 77

Supervisor: Prof. Dr. Sefa KIZILDAG






1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Norodejeneratif hastaliklar ndronlarin ilerleyici kaybi ile karakterize edilen ve kesin
tedavi yontemi bulunmayan bir hastalik grubudur. Parkinson hastaligi (PH) ndrodejeneratif
hastaliklardan ikinci en sik rastlanandir ve kullanilan Levodopa gibi semptom diizenleyici
ilaglar néron kaybmin Oniine gegememektedir. Hastaligin ortaya cikisi ¢ogunlukla gesitli
faktorlerin bir araya gelmesiyle iliskilidir ve bu da hastaligin patogenezini, dolayisiyla da
tedavi i¢cin hedeflenmesi gereken mekanizmay1r karmasiklastirmaktadir. Postmortem
caligmalar PH hastalarinda mitokondri hasar1 ve oksidatif stres biyobelirteclerinde artig
oldugunu gostermektedir. Dopaminerjik ndronlarin oksidatif stres olusturmaya yatkinliklar
diisiiniildiigiinde mitokondri hasarin1 diizeltip hiicrenin homeostazisini diizenleyebilen
potansiyel ila¢ ajanlariin tespit edilmesi néronlarin ilerleyici kaybinin 6nlenmesinde énemli
bir adim olabilir. Giiniimiizde bitkilerden elde edilen aktif maddelerin etki mekanizmalari
arastirllmakta olup, anti-oksidan ozellikteki bilesiklerin serbest radikalleri temizleyerek

hiicrelerdeki oksidatif stres kaynakli hasar azalttig1 gosterilmistir.
1.2. Arastirmanin Amaci
In vitro SH-SYSY hiicre hattina, retinoik asit ile néron karakteri kazandirilmas: ve

devaminda 6-OHDA noérotoksini ile olusturulan PH modelinde karvakroliin hiicre canliligina

etkisinin arastirilmas1 amaglanmaktadir.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

6-OHDA ile olusturulan PH modelinde karvakroliin, mitokondriyal biyogenezde rol
oynayan PINK1 gen ekspresyonunu diizenleyerek hiicre canliligi {izerinde koruyucu etki

gostermesi

6-OHDA ile olusturulan PH modelinde karvakroliin, apoptozla iligkili genlerin

ekspresyonunu diizenleyerek hiicre canlilig1 tizerinde koruyucu etki géstermesi



2. GENEL BILGILER
2.1. Parkinson Hastalig

Parkinson Hastalig1 (PH), 1817 yilinda Dr. James Parkinson tarafindan tanimlanmaistir
(1). Alzheimer’dan sonra popiilasyonda en sik rastlanan nérodejeneratif hastaliktir. Beynin
striatumunda bulunan substantia nigra pars compacta (SNpc) bolgesindeki dopaminerjik
noronlarin kayb1 ile patoloji gostermektedir (2). Bu bolge, istemli hareketlerin kontroliiniin
saglandig1 bazal ganglianin bir pargasidir. Striatal dopaminerjik noéronlarin dejenerasyonu
sonucunda hareketlerde yavaglama (bradikezi), istemli hareketi baglatmada zorlanma
(akinezi), istirahat halinde uzuvlarda titreme (tremor), kaslarda rijidite ve ayakta durus
bozuklugu gibi motor semptomlarin yaninda ortaya ¢ikabilecek demans, depresyon ve uyku

bozuklugu gibi motor olmayan semptomlar hastalarin yasam kalitesini diisiirmektedir (3).

2.2. Parkinson Hastaliginin Epidemiyolojisi

Parkinson hastalig1 ile yasayan 6,1 milyon insan oldugu 2016 yilinda bildirilmis olup
bu say1 giin gegtikce artmaktadir. Hastaligin goriilme siklig1 yas arttikca artmaktadir ve 60
yasinin tizerindeki her 100 kisiden 1°i Parkinson hastasidir (4, 5). Hastaligin goriilme ve

mortalite oranlar1 erkeklerde kadinlarin 1,4 katidir. (6).

2.3. Parkinson Hastaliginin Etiyolojisi

Parkinson hastaligi hem genetik hem de cevresel faktorler sebebiyle ortaya
cikabilmektedir, dolayisiyla da multifaktoriyel bir hastaliktir. Toksinler, diyet gibi yasam
tarz1 ile ilgili faktorler, travma gibi fiziksel faktorler, genetik yatkinlik, metabolizma, eslik
eden hastaliklar, epigenetik degisiklikler, mikrobiyom gibi i¢ ve dig faktorler Parkinson
hastaliginin risk faktorleridir. Buna karsin maruz kalinan koruyucu etmenler (fiziksel aktivite,

koruyucu ajanlar gibi) hastalik riskini azaltabilmekte ya da baslangicini erteleyebilmektedir

(4)(Sekil 1).
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Sekil 1. Parkinson hastalifiyla iliskili risk faktorlerinin ve koruyucu faktorlerin etkisinin

sematize edilmesi (4).

Parkinson hastaligiyla iligkili 20’den fazla gen tespit edilmistir. Alfa-siniiklein
kodlayan SNCA gen kopyasimin c¢ogalmasi, a-siniiklein birikmesine ve Lewy cisimcigi
olusumuna sebep olarak; protein deglikaz DJ-1 (PARK?7), E3 ubikuitin protein ligaz (PRKN)
ya da serin/treonin-protein kinaz (PINK1) proteinlerinin genlerindeki mutasyonlar
mitokondriyal fonksiyonu ve mitofajiyi bozarak; beta glukoserebrozidaz (GBA), katyon
tastyict ATPaz 13A2 (ATP13A2) ve l6sin acisindan zengin tekrar kinaz 2 (LRRK2)
proteinlerinin genlerindeki mutasyonlar lizozomal ve trafik yolaklarini etkileyerek hiicre

Olimiine sebep olmaktadir. (7).

Genetik faktorlerin yaninda c¢evresel risk faktorlerine maruziyet de hastaliga
yakalanma olasiligini arttirmaktadir. Parakuat, rotenon gibi pestisitler, toksik ¢oziiciiler, bazi
metaller ve hava kirliligi bu ¢evresel faktorlerdendir. Pestisitler mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu, inflamasyon, epigenetik metilasyon ve mikrobiyomda degisikliklere sebep
olabilir. Havada, toprakta, suda ve yiyeceklerde bulunabilen toksik bir kimyasal olan
trikloroetilen gibi klorlu ¢oziiciilere uzun siireli maruziyet de Parkinson hastasi olma riskini

arttirmaktadir (4).



2.4. Parkinson Hastahgimin Patogenezi
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Sekil 2. >n hastaliginin molekiiler mekanizmasi (8).

Parkinson hastalarinda Lewy cisimcigi olusumu ve mitokondrideki fonksiyon
bozuklugu ortak olarak gozlenen patofizyolojik olaylardir (Sekil 2). Lewy cisimciginin hiicre
icin fonksiyonu tam olarak anlagilamamustir fakat sinaptik vezikiil trafiginin modiilasyonunda
rol oynadigi disiiniilen a-siniiklein proteini
fosforillendiginde once kiigiik oligomerler olusturmakta ve sonrasinda daha ¢ok agregat
olarak fibril bir yapi olusturmaktadir. Bu fibriller son asama olarak Lewy cisimcigini
olusturmaktadir (Sekil 3). Ayn1 zamanda bu proteini kodlayan SNCA genindeki mutasyonlar
sonucunda a-siniiklein ifadesinin artmasi veya proteinin yanhs katlanip yikimimnin
gerceklesememesi  gibi  sorunlarin  Lewy cisimcigi olusumuna sebep olabilecegi
diistiniilmektedir. a-siniikleinin yikimindan birincil sorumlu olan lizozomal otofajinin
disfonksiyonu sonucunda da proteinin agregasyonuyla Lewy cisimcigi olusumu

gozlenmektedir (8).
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Sekil 3 'si}iﬂanden Lewy cisim lusumunun sem§® oosterimi (9).

Hem sporadik hem de genetik Parkinson hastalarinin mitokondriyal elektron tagima
sistemi kompleks 1’inde sistemik bir eksiklik gozlenmistir. Bu da mitokondriyal fonksiyon
bozuklugunun, mitokondriyal kompleks 1’in baskilanmasi sonucunda ATP yetersizligi ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artisiyla ortaya ¢iktigini diisiindiirmektedir. Mitokondrinin
fonksiyonunu yerine getirememesi daha fazla serbest radikal olusumunu tetiklemektedir.

Hidroksil radikali ve siiperoksit gibi serbest radikaller DNA hasarina sebep olmaktadir (10,
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11) (Sekil 4).

Sekil 4. Parkinson hastalarindaki ortak patofizyolojik olaylarin molekiiler mekanizmasi (10,

11).



Hasarli mitokondri ve artan reaktif oksijen tiirleri Lewy cisimcigi olusumu siirecini
hizlandirmaktadir (12). Bunlarin yaninda dopaminin oksidasyona yatkinliginin hiicrede
oksidatif stresi artirarak normal hiicre oksidatif stres esigini diisiirdiigii diistiniilmektedir.
Dopaminin oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan hidrojen peroksit (H202), iyonlarla reaksiyona
girerek toksik hidroksil radikali olusturabilmektedir (13, 14) (Sekil 5). Aym1 zamanda
dopaminin oksidasyonu da mitokondriyal elektron tasima zinciri komplekslerinin aktivitesini
baskilayabilmektedir (15). Heniiz sebebi ve patofizyolojisi tam olarak anlagilamamis olsa da

SNpc dopaminerjik néronlarin dejenerasyonunda oksidatif stresin énemli bir sebep oldugu

disiintilmektedir (8).
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Sekil 5. PD patogenezinde mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres ve UPS bozuklugu ile
iligkili temel yolaklar (9).

2.5. Dopamin Sentezi ve Saliverilmesi

Dopaminerjik ndronlarin somalari SNpc’de bulunur ve dorsal striatuma uzantilar
yaparlar. Dopamin salinimi aksonal varikozitelerden gergeklesir ve dopamin striatumdaki D1
ve D2 metabotropik reseptorleri iizerinden etkisini gosterir. Tirozin amino asidinin tirozin
hidroksilaz (TH) enzimi tarafindan hidroksillenmesiyle L-

DOPA, DOPA dekarboksilaz (DDC) enziminin katalitik aktivitesi sonucunda da dopamin



iiretilir. Uretilen dopamin dogrudan vezikiil monoaminerjik transporter (VMAT2) araciligiyla
vezikiil igerisine alimir (16, 17). Dopamin monoamin oksidaz (MAO) enzimi tarafindan
metabolize edilip H202 olusmasina sebep olabilir. H202 hiicrede ROS’u arttirir. Bunun
yaninda dopaminin yikiminda olugan {riinlerin oto- oksidasyonu da ROS {iretimini
arttirmaktadir. Parkinson hastaliginin erken evrelerinde dopamin salimmasinda azalma

goriiliirken ilerleyen evrelerde dopaminerjik sinirler dejenere olmaya baglar (16) (Sekil 6).
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Sekil 6. Nigrostriatal yolakta dopamin saliverilmesi ve Parkinson hastaligi ile iligkisi (16).
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2.6. Parkinson Hastahi@inda Kullanilan Tedavi Yontemleri

Hastaligin semptomatik tedavisinde siklikla tercih edilen bir ilag olan Levodopa,
hastalarda azalan dopaminerjik ndron sayisi sonucunda {iretimi azalan dopaminin yerini
alarak motor semptomlar1 azaltip hastaligim bir siire kontrol altinda tutulmasim
saglamaktadir. Fakat uzun siireli kullanim sonucunda farkli diskineziler ve cesitli motor
olmayan yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Tedavide kullanilan ilaglardan ne Levodopa (L-
DOPA) ne de diger dopamin agonistleri dopaminerjik néron dejenerasyonunu engelleyici bir
etki gostermemektedir (18). Simdiye kadarki klinik ¢alismalar basarisizlikla sonuglansa da

mitokondriyal fonksiyon bozuklugu yeni ilag tedavileri i¢in bir hedef olabilir (19).



2.7. Parkinson Hastalhig1 Hiicre Modellemeleri

Insan néroblastom hiicre hatti olan SH-SY5Y, Parkinson hastalig1 da dahil olmak
izere norodejeneratif hastaliklarm in vitro modellenmesinde siklikla kullanilan bir hiicre
hattidir. Farklilagtirma yapilmamig SH-SYS5Y hiicreleri siirekli bir sekilde c¢ogalir,
olgunlagmamig noronlara ait belirtecleri eksprese ederler ve olgun ndron belirteci
bulundurmazlar (20). Oldukca heterojen bir morfolojiye sahip olan bu hiicre hattinda hem
agresifce ¢ogalan (noroblastik) N-tipi hem de daha az agresif olan (substrat adherent) epitel
hiicre benzeri S-tipi hiicreler bulunmaktadir. SH-SYSY hiicrelerinin indiikleyici ajanlarla
muamele edilerek farklilastirilmasi onlara ndéron benzeri fenotip kazandirmaktadir.
Farklilagsmayla birlikte hiicrelerde néron-spesifik proteinlerin ve nérotransmiterlerin olusumu
indiiklenmektedir. Bu farklilasma hiicre dongiisiinii de senkronize edip, daha homojen bir
poplilasyonun elde edilmesini saglamaktadir (21). Hiicre besiyerine retiooik asit (RA)
eklenmesi, SH-SY5Y hiicrelerinde farklilasmanin yapilmasi i¢in yaygin olarak kullanilan ve
iyl tanimlanmis metotlardan biridir. Farklilagtirilmis SH-SYS5Y hiicrelerine nérotoksik bir
ajanla (6- OHDA, MPTP, rotenon gibi) muamele edilmesi, dopamin néronlarinda ROS
artisin1 ve programlanmis hiicre 6liimiinii (apoptozu) tetikleyerek PH’deki néron kaybinin

taklit edilmesini saglamaktadir (22).

6-hidroksidopamin (6-OHDA) hem in vitro hem de in vivo Parkinson
modellemelerinde siklikla tercih edilen bir norotoksindir (23). 6-OHDA, dogal dopamin
norotransmiterinin hidroksillenmis halidir ve 1959°da Senoh tarafindan izole edilmistir (24).
6-OHDA hiicre igerisine dopamin tastyici (DAT) veya norepinefrin tagiyict (NET)
aracihigiyla alimir ve hem dopaminerjik hem de noradrenerjik ndéronlar ic¢in segici bir
norotoksindir (25). Mitokondride birikip elektron tasima zincirindeki kompleks 1’1
baskilayabilmektedir (23). 6-OHDA’nin toksik etkisi, ROS iretimini arttirmasindan
kaynaklanmaktadir. ROS artisiyla meydana gelen hasarlardan dolay1 mitokondriyal membran
potansiyelinin degismesiyle mitokondriden salinan sitokrom c (Cyt-c) ile apoptozom olugumu
sonucunda, kaspaz-3 ve kaspaz-9 enzimleri aktive olarak DNA tamirinde gorevli enzimleri,
hiicre iskeleti yapilarin1 ve g¢ekirdek zarimi yikima ugratir ve bdylelikle hiicre apoptozu

gergeklesir (26) (Sekil 7).
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Sekil 7. 6-OHDA ile Parkinson modellemesinin molekiiler mekanizmasi (27).

2.8. Apoptoz

Norodejeneratif hastaliklarda meydana gelen néron kaybi, apoptotik hiicre 6liimii ile
iliskilendirilmektedir. Apoptoz programlanmis hiicre dliimiidiir. Intrinsik (mitokondriyal) ve
ekstrinsik apoptoz yolaklarindan en az birinin indiiklenmesiyle hiicre igerisinde bir dizi
biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler gerceklesir. Hiicre biiziisiir fakat hiicre zar
biitiinliigli korunur, kromatin yogunlasir, DNA fragmantasyona ugrar, yiiksek oranda protein
degradasyonu gergeklesir, apoptotik cisimcikler olusur. Norodejeneratif hastaliklarda hem
post-mortem hem de in vitro modelleme ¢alismalarinda antiapoptotik BCL-2 seviyelerinin

azaldig, proapoptotik BAX ifadesinin ve Kaspaz aktivitesinin arttig1 gosterilmistir (26).
2.8.1. Intrinsik Apoptoz Yolag

Hiicre igerisinde artan oksidatif stres intrinsik yolagi tetikleyerek antiapoptotik Bcl-
2’yi inaktive eder, Bax ve Bak gibi proapoptotik proteinleri ise aktive eder. Bax mitokondri
membraninin gegirgenligini arttirarak sitozole sitokrom c salinmasina sebep olur. Sitokrom c
sitozolde Apaf-1 ve prokaspaz-9 ile apoptozom kompleksini olusturur. Aktive olup
kompleksten ayrilan kaspaz-9; kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 gibi asag1 hiicre sinyal yolag

efektorlerini aktive eder (26, 28) (Sekil 8).
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Sekil 8. Intrinsik apoptoz yolag1 (26).

2.8.2. Ekstrinsik Apoptoz Yolag

Ekstrinsik apoptoz yolagi, hiicre zardaki 6liim reseptorlerine ligandinin baglanip
reseptoril aktive etmesiyle baglar. Tiimor nekroz faktorii (TNF) ya da sinir biiyiime faktorii
(NGF) gibi reseptor siiper ailelerinin tiyesi olan bu reseptorler ligandlarinin baglanmasiyla
trimerize olup hiicre i¢i reseptor bagimli bir protein olan pro-kaspaz-8’i kirparak aktif formu
olan kaspaz-8’i olustururlar. Kaspaz-8, kaspaz- 3’1, kaspaz-6’y1 ve kaspaz-7’yi kirparak
aktiflestirir. Kaspaz-3 ve kaspaz-7 DNA onariminda gorev alan niikleer enzim poli(ADP-
riboz) polimerazi (PARP) kirparak DNA onarimimi baskilar. Bununla birlikte kaspaz-3;
DNA-bagimli protein kinazi yikarak hiicrenin DNA onarim kapasitesini diisiiriir boylece
DNA parcalanmasi gerceklesebilir. Kaspaz-3, hiicre iskeleti proteinlerini yikarak hiicrenin
bliziismesine ve protein kinaz C’yi aktiflestirerek kromatin yogunlagsmasi ve g¢ekirdegin
par¢alanmasina sebep olur. Kaspaz-6 ¢ekirdek zarinin altinda bulunan laminleri yikarak

¢ekirdegin yikimina sebep olur (26, 29) (Sekil 9).
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Sekil 9. Ekstrinsik apoptoz yolag1 (26).

2.8.3. Parkinson Hastaliginda Apoptoz

Parkinson hastalarindaki dopaminerjik néron kaybina sebep olan ana mekanizmanin
apoptoz oldugu post mortem calismalarla gosterilmistir (30, 31). Benzer ¢alismalarda Bax
gibi pro-apoptotik proteinlerin ifadesinin ve aktif kaspaz-3 miktarinin arttigi da gosterilmistir
(32). Parkinson modellemelerinde kaspaz-3 inhibitériiniin hiicre 6liimiiniin 6niine gegmesi de
bu bulgular1 desteklemistir (33). Hiicre igerisinde reaktif oksijen tiirlerinin yiikselmesi,
sitokrom ¢ salimmmi ve ATP yetersizligiyle tetiklenen mitokondriyal (intrinsik) apoptozun
baskin mekanizma oldugu disiiniilmektedir (34). Parkinson hastalarinin SNpc’sinde
mitokondriyal kompleks I’in aktivitesinde bozukluk oldugu goriilmiistir. Dopaminerjik
ndronlarda ifade edilen a-siniiklein proteini birikip bir araya gelerek Parkinson hastaliginin
ayirt edici patolojik olusumu olan Lewy cisimciklerini meydana getirmeye oldukga yatkin
olmakla birlikte bu birikme mitokondriyal kompleks I’i baskilayip reaktif oksijen tiirlerinin
artmasina da sebep olmaktadir. a-siniikleinin mitokondrinin membranina konumlandig1 SH-
SY hiicrelerinde gosterilmistir. Dopaminin veya yikiminda ortaya c¢ikan {irlinlerin
oksitlenmesiyle hiicrede ROS’un artis1 da mitokondriyal kompleks I’in baskilanmasina sebep
olan bir diger mekanizma oldugu diisiiniilmektedir (26, 35).
Antioksidanlarin  dopaminle indiiklenen apoptozu engelledigi yapilan ¢alismalarda

gosterilmistir (36, 37).



2.9. Mitofaji

Mitokondri hiicrelerdeki enerji iiretiminden sorumlu olan bir organeldir. Glukoz
metabolizmast  iriinii  olarak olusan pirlivat veya yag asitlerinin mitokondride
yiikseltgenmesiyle hiicrenin kullanabilecegi kimyasal bir enerji formu olan ATP iiretilir.
Mitokondri hiicrenin enerji ihtiyacini karsilayarak hiicre homeostazinin korunmasina katki
saglamaktadir fakat g¢esitli sebeplerle bozulabilen hiicre i¢i denge mitokondrinin
fonksiyonunu da bozabilir. Hiicre icerisinde ¢evresel stres ajanlari sebebiyle artan reaktif
oksijen tiirleri (ROS) hiicrede oksidatif strese sebep olur. ROS normal kosullarda
mitokondrideki oksidatif fosforilasyon esnasinda ara iiriin olarak bir miktar {iretilmektedir
fakat hiicre igindeki ROS miktar1 antioksidan ajanlar tarafindan dengelenmektedir. Cesitli
sebeplerle (hipoksi, besin yetersizligi, sitokinler veya mitokondriyal membran potansiyelinin
degismesi) bu dengenin bozulmasiyla hiicrede yiiksek miktarda bulunan ROS, mitokondrinin
elektron tagima zincirindeki proteinlerle reaksiyona girerek mitokondriden daha fazla endojen
ROS iiretimine sebep olur. DNA, protein, lipit gibi biyomolekiillere zarar veren bu durumun

hasarli mitokondrinin ortadan kaldirilmasiyla diizeltilmesi amaglanir (38).

Hasarl1 mitokondrinin segici olarak otofajik yikimini tamimlayan “mitofaji” terimi
2005 yilinda Dr. Lemasters tarafindan onerilmistir (39). Parkinson hastaligiyla iliskili olan
Parkin proteininin, 2008 yilinda Youle ve ekibi tarafindan mitokondri zarmi depolarize
ederek mitokondrinin yikimina sebep oldugunun gosterilmesinden sonra mitofaji konulu
aragtirmalar hizlanmig ve ¢esitli mitofaji-iliskili yolak ortaya ¢ikarilmstir (40, 41). Yine ayni
yillarda Parkinson hastaligiyla iligkili bir bagka protein olan PINK1’in mitokondrinin

fiizyon/fizyon dinamiklerinde rol oynadigi ve Parkin ile iliskisi gosterilmistir (42, 43).

PINK1 geni bir serin/treonin kinaz kodlamaktadir ve bu gendeki fonksiyon kaybina
sebep olan mutasyonlarin otozomal g¢ekinik erken baslangicli Parkinson hastaligina sebep
oldugu bilinmektedir. Beyinde yiiksek miktarda ifade edilmektedir normal kosullarda
mitokondrideki MPP ve PARL tarafindan proteolitik olarak kirpilip sitozole geri
salinmaktadir. Sitozoldeki 52-55 kDA’lik olgun PINK1’in néronun
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olusumunda, gelisiminde, hayatta kalmasinda, farklilasmasinda ve plastisitede rol oynadig
diisiiniilmektedir (44). Mitokondrinin membran potansiyelindeki degisim ile proteolitik
kirpilmast gergeklesemeyen PINK1 dis zarda birikir ve mitokondri i¢ine alinmasi1 gereken
proteinlerin gecisini bloklar. PINK1’in otofosforilasyonuyla mitofaji baglar. PINK1 ayni1
zamanda Parkin ve ubikuitini de fosforillemektedir. Sitozolde baskilanmis halde bulunan
Parkin fosforillenmis ubikuitin ile etkilestiginde yapisi degisir ve aktiflesir. Aktif Parkin
mitokondrinin dig membraninda konumlanir ve membrandaki diger proteinleri ubikuitinler.
Yogun poliubikuitinlenme otofagozom igin bir sinyaldir ve hasarli mitokondriyi igine alan
otofagozom lizozom ile flizyona ugrar. Bunun sonucunda hasarli mitokondri lizozomal

enzimler tarafindan yikima ugrar (45, 46) (Sekil 10).

mtDNA mutasyonlari

Hasarli
mitokondri - |ROS
1 anls katlanan
proteinler

Dis membranda
PEYKI birikimi

Fosfo-11bikuitin

zincirler PINK1 tarafindan

Parkin toplanmasi

Otofagozom

Lizozomal
hidrolazlar

Sekil 10. Mitofaji modeli (46).



Arastirmalarda mitokondriyal hasarin Oniine gectigi gozlenen bazi potansiyel
terapotikler; siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan
enzimler; glutatyon, {irik asit, bilirubin, melatonin gibi enzim olmayan antioksidanlar; E,C ve
A vitaminleri; polifenoller (flavonoidler, fenolik bilesikler ve fenolik asitler) ve laktoferrindir

(38).
2.10. Karvakrol

Son zamanlarda gesitli hastaliklar i¢in potansiyel terapdtikler oldugu diisiiniilen dogal
fenolik bilesikler, hidroksil gruplari sayesinde serbest radikallere tutunarak hiicredeki
oksidatif stresi azaltabilmektedirler (47). Yiiksek antioksidan ozellikleriyle bilinen katekin,
kurkumin, kuersetin gibi fenolik bilesikler in vitro ve in vivo Parkinson modellemelerinde
serbest radikallere tutunmus, mitokondriyal kompleks 1’in baskilanmig aktifligini arttirmus,
Nrf2 sinyal yolagimi aktiflestirerek antioksidan genlerinin ifadesini arttirmis, dolayisiyla da
hiicrelerdeki oksidatif stresi azaltmistir (48-50) Bir arastirmada, SH-SYSY hiicrelerine 6-
OHDA ile muamele edilmesiyle mimik edilen PH modellemesine naringin uygulanmasi, Nrf2
geninin ifadesini arttirarak endojen antioksidan kodlayan genleri aktiflestirmistir. Nrf2 genini

susturduklarinda ise naringin koruyucu etkisini gosterememistir (51).

~0 "

Sekil 11. Karvakroliin molekiiler yapisi (PubChem)
Karvakrol (5-izopropil-2-metilfenol) dogal fenolik bir monoterpenoid’tir (Sekil 11).

Kekik bitkisinin birgok tiirliniin esansiyel yaginda (Thymus vulgaris, Origanum vulgare,

Origanum onites) bulunmaktadir. Diisiik miktarlarda kullanimi zararsiz olmakla birlikte
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kullanimi FDA tarafindan onaylidir. Paketli gidalarda koruyucu ve aroma verici olarak
kullanilmaktadir. Karvakroliin antimikrobiyal, antiviral, antikarsinojenik, antioksidan, anti-
enflamatuvar 6zelliklerinin bulundugu yapilan arastirmalarda gosterilmistir (52) (Sekil 12).
Karvakrol, hidroksil grubu sayesinde serbest radikalleri uzaklastirabilmektedir. Alzheimer ve

Parkinson modellerinde olumlu sonuglar gostermis bir bilesiktir (53, 54)

| Antiproliferatif ' | Antiparkinson I

| Hepatoprotektif \ \ ‘

ﬂ Antikolinesteraz ] — KARVAKROL

T

Antimikrobiyal |

Fungisidal I

| Antiinflamatuvar

/T

ﬂ
[ Antidiyabetik
ﬂ
I

Antianksiyetik ﬂ

I Antidepresan

H Noroprotektif ' I Antinosiseptif

Sekil 12. Karvakroliin farmakolojik etkileri (52).

6-OHDA ile PH modellemesi yapilan siganlara karvakrol ile 6nceden muamele
edildiginde karvakroliin antioksidan ve antienflamatuvar etkileri sayesinde dopamin
noronlarinin dejenerasyonunun engellendigi ve motor semptomlarin diizeldigi goézlenmistir.
Bu siganlarin  hipokampiis ve striatumunda yapilan incelemelerde karvakroliin lipit
peroksitlenmesini diigiirdiigli de saptanmistir (55, 56). Bagka bir norotoksin olan reserpin ile
olusturulan bir PH modelinde de dopaminerjik ndron biyobelirteclerinin arttii ve motor
semptomlarin diizeldigi goériilmiistiir (57). Karvakrol ile muamele sonucunda in vivo PH
modellerinde, malondialdehit gibi oksidatif stres belirteglerinin miktar1 ve kaspaz-3 gibi
apoptoz belirteglerinin aktiviteleri azalmig, bununla birlikte glutatyon gibi antioksidan
molekiillerin miktarlar artmistir (58, 59). Bir bagka arastirmada ise si¢anlarda oksidatif stres
olusturmak icin 6-OHDA yerine kadmiyum kullanilmis ve karvakroliin oksidatif stresi
Nrf2/HO-1 (hem oksijenaz-1) yolagi iizerinden azalttigi belirtilmistir (60). In vitro PC-12
hiicrelerine 6-OHDA ile muamele edilerek olusturulan PH modelinde hiicreler erken
apoptoza ugramustir. Karvakroliin doza bagimli olarak bu etkiyi tersine ¢evirdigi ve ayni
zamanda da 6- OHDA ile indiiklenen ROS artisim1 da engelledigi gézlemlenmistir (59). Bir
calismada H202ye maruz birakilarak 6-OHDA nin etkisine benzer bir sekilde oksidatif stres



olusturulan in vitro SH-SY5Y hiicrelerinde karvakrol, HO-1 enzimi iizerinden antioksidan
etki gostermistir. HO-1"in ekspresyonunun, bir antioksidan transkripsiyon faktorii olan Nrf-2
tarafindan kontrol edildigi bilinmektedir fakat bu tez c¢alismasinda karvakroliin Nrf-2
ekspresyonuna etkisi aragtirtlmamigtir (61). In vitro SH-SY5Y hiicrelerinde 6-OHDA ile
indiiklenen oksidatif stres kosullarinda Nrf2’nin, PH ile iliskili oldugu bilinen PINK1 geninin

ifadesini arttirdig1 da bildirilmistir (62).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Deneysel, kontrollii bir aragtirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu calisma Subat 2024 - Ocak 2025 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Laboratuvarlarinda

gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastirmada SH-SYSY hiicre hatti iizerinde ¢alisiimustir.

3.4. Calisma Materyali

Arastirmada kullanilan SH-SYSY hiicre hattt ATCC’den temin edilmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Bagimli Degisken: BCL-2, BAX, CYT-C ve PINK-1 gen ifadeleri

Bagimsiz Degisken: Karvakrol

3.6. Veri Toplama Araclari
3.6.1. Calismada Kullanilan Materyaller

Calismada kullanilan cihazlar, sarf malzemeler ve diger malzemeler Tablo 1 ve Tablo 2’de

markalariyla belirtilmistir.



3.6.2. Calismada Kullanilan Cihazlar ve Markalar:
Tablo 1. Calismada Kullanilan Cihazlar ve Markalar1

Cihaz

Marka / Model

Kullanim Amaci

Laminar Akishi Biyogiivenlik]
Kabini

Nuve / LN 090

Hiicrelere muamele edilmesi

Karbondioksit Inkiibator Nuve / EC 160 . . . )
Hiicrelerin idamesinde optimal kosul
saglar

Faz-Kontrast Mikrosko

P Olympus / CK X 41 Hiicre morfolojisinin incelenmesi

Su Banyosu Nuve NB9 Besiyerini 37 dereceye 1sitmak

T ) o RT—
Santrifijj Hettich / Rotanta ticre ¢coktlirme
460R
4°C Buzdolab1 Beko Sarf malzemelerin idamesi
-20°C Derin Dondurucu Beko

Sarf malzemelerin idamesi, uzun

stireli DNA Ornegi saklama

-80°C Derin Dondurucu

Hettich / HT5786- A

Donuk hiicre ve proteinlerin uzun|

sureli saklanmasi

Mikropipet Seti Eppendorf _ _ .. o
Pipetleme  islemi icin,  ¢esitli
deneylerde

Mikrosantrifiij Eppendorf

Herosantriv) PP INiikleik Asit/Protein izolasyonlarinda
coktiirme islemi igin

Vorteks Labnet Coziinmeyi saglamak

Hassas Elektronik Tart1 Precisa 205A SCS  |6-OHDA ve Askorbik asit tartimi

Mikroplate Okuyucu Multiscan

MTT testi, BCA testi ve RNA

konsantrasyonu Ol¢iimiinde
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Mikrodalga Firin

Samsung

Agar tozunun ¢oziinmesi igin

Yatay Elektroforez Tanki

Thermo

Agaroz jelin dokiilecegi sistem

Gilic Kaynagi

Biorad / PowerPac

Agaroz jel elektroforezine akim

saglayacak kaynak

Jel Goriintiileme Sistemi (UV|

Transliiminator)

Vilber

EtBr ile kalitatif DNA goriintiilemesi

icin ultraviyole 1s1n saglar

RT-qPCR Cihazi

Roche cDNA’y1  ¢ogaltmak i¢in uygun
LightCycler480 sicaklik dongisiinii saglar

Kuru Is1 Blog Major Science

urh Ist Blogh J Protein denatiirasyonunda kullanild

Dikey Elekroforez Tanki . . - .
Biorad /  Mini-SDS-PAGE jelin kuruldugu sistem
PROTEAN Tetra
System

Transfer Sistemi

Biorad / Trans- Blot
Turbo

Jelden membrana protein transferini

saglayan sistem

Kemiliiminesans

Gorlintiileyici

Azure / ChemiSOLO

Western membraninda isaretlenen|

proteini goriintiileme

3.6.3. Calismada Kullanilan Malzemeler ve Markalart

Tablo 2. Caligmada Kullanilan Malzemeler ve Markalari

Malzemeler Marka Kullamim Amaci
DMEM/F-12 Gibco™ . e L
Hiicrelerin biiylimesi i¢in bazal
ortam
Gibco™
FBS (Fatal Sigir Salini) 1eo Biiylime ortamina eklenen
serum




PBS (Fosfat Tamponlu
Salin)

Gibco™

Hiicrelerin yikanmasi i¢in

kullanilan tampon

Penisilin/Streptomisin Gibco™ Antibiyotik

Tripsin . . . . .
Gibco™, Trypsin-Edta (0.25%), |Hiicrelerin kaldirilmast i¢in
Phenol Red kullanilan enzim

Hiicre kiiltiirti flasklar Labselect (25 cm? ve 75 cm?, Hiicrelerin tutunacagi plastik
filtreli kapaklr) yiizey

Hiicre kiiltiirti plateleri Labselect (96-well ve 6- well)  [Hiicrelerin tutunacagi plastik

ylizey

Kriyoj enik tiip

Biosharp

Hiicrelerin dondururken

kullanilan tiip

Serolojik pipetler

Labselect (5 mL, 10 mL, 25 mL)

Hiicrelerin ortami yenilemek

icin

Santrifiyj tiipleri

Labselect (15 mL, 50 mL)

Hiicre ¢oktiirmek igin

PCR tiipii Isolab

tpu PCR reaksiyonu kurmak i¢in

L Sigma-Aldrich , }
All-trans retinoik asit g Hiicrelerin néronal fenotipe
(ATRA) farklilagmasini saglayan ajan
. . . Sigma-Aldrich } ,

6-hidroksidopamin (6- g Parkinson modeli olugturmak
OHDA) icin nérotoksin
L-Askorbik asit Sigma-Aldrich

6-OHDA ’nin

oksitlenmesini engelleyen

antioksidan
Karvakrol Sigma-Aldrich, %98 . . .
Koruyucu etkisi test edilen ajan
MTT Kiti Sigma-Aldrich Hiicre canlilig testi
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Dimetilstulfoksit
(DMSO)

Sigma-Aldrich

MTT reaksiyonuyla olusan

formazan kristallerinin ¢6zgeni

TRIzol Reagent Invitrogen Hiicre lizisi
Kloroform Sigma-Aldrich Faz ayriminin olusmasi
[zopropanol Sigma-Aldrich

RNA’nin ¢oktiiriilmesi i¢in

cDNA Sentez Kiti

Applied Biosystems™  High-RNA’dan cDNA sentezi i¢in
Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit
RT-gPCR Kiti . . L - g
Applied Biosystems™ Powerup|llgili transkriptin gogaltilmast
SYBR Green Mastermix icin
Agar tozu Sigma-Aldrich Agaroz jelin hammaddesi
Etid bromi Sigma-Aldrich
1eyum bromut 9 DNA’y1 konsantrasyona bagl
boyamak
TBS Gibco™
1heo Agar ¢cozgeni, elektroforezlerde
iletken ve Western blot yikama
tamponu.
Tween-20 Merck
Spesifik antikor baglanmasi
icin yikama ve bloklama
soliisyonlarina eklenen
stirfaktan
Yagsiz Stit T Sigma-Aldrich . .
agsiz Sut Tozt 9 Spesifik olmayan antikor
baglanmasini dnleyen ajan
RIPA Tamponu Sigma-Aldrich Hiicre lizat1 eldesinde




. .. [Takara . _
BCA Protein Assay Kit Protein konsantrasyonu tayini

Akrilamid Jel . .
Bio-rad, Tgx Stain-Free Fast Cast[Protein drneklerinin

Acrylamid Jel boyutlarina gore ayrigmast i¢in

Protein Marker - . .
Thermo Scientific PageRuler™ |Protein drneklerinin boyutlar

Plus Prestained Protein Ladder |igin referans

PVDF Membran . . .
Bio-rad, Trans-Blot Turbo Antikorlarin proteinlere

Transfer Pack ulasabilecegi ortami saglar

Proteintech .
Anti-BCL2, Anti- BAX, [1gili proteine tutunacak antikor

Anti-CYT-C, Anti-PINK1,
Anti-P- AKTIN Primer

Antikorlart
. Proteintech

Anti-Mouse Sekonder Primer antikoru taniyan ve
Antikor, Anti-Rabbit HRP konjuge antikor
Sekonder Antikor

e Biorad g :
ECL Goriintlileme Sekonder antikor iizerindeki
Soliisyonu HRP ile etkileserek sinyal

olusturur

3.6.4. Kullanilan Metotlar

3.6.4.1. SH-SY5Y Hiicre Hattimin Cozdiiriilmesi ve Uygun Kosullarda Inkiibe
Edilmesi

Dondurulmus hiicreler ¢oziilmeden oOnce oOn hazirlik olarak besiyeri olarak
kullanilacak olan, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 Penisilin/streptomisin igeren
DMEM/F-12 +4°C’den ¢ikarilip 37°C’deki su banyosuna birakildi. Besiyerinin hiicreler igin
optimum sicaklik olan 37°C’ye gelmesi beklenirken deneyin gerceklestirilecegi laminar akig

kabini agildi. Kabinin i¢i %70’lik etanol ile silindi. Kullanilacak olan mikropipet ucu,
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serolojik pipet, 15 mL’lik falkon, T-25 flask ve 1sinan besiyeri %70’lik etanolle silinerek
kabin icerisine alindi. On hazirlik sonrasinda 1 mL’lik dondurma ortaminda bulunan SH-
SYS5Y hiicreleri -80°C’den ¢ikarilacak 37°C’ye ayarlanmig su banyosunda hizli bir sekilde -
yaklagik 3-4 dakikada- ¢6zdiiriildii. Coziinen hiicreler beklemeden laminar akis kabinine
alindi ve bir falkona aktarildi. Uzerine 9 mL besiyeri eklendi. 120 g’de 6 dk santrifiijlenerek
hiicrelerin ¢cokmesi saglandi. Falkon santrifiij cihazina yerlestirilirken karsisinda denge olarak
10 mL su iceren falkon kullanildi. Hiicrelerin ¢okmesi beklenirken hiicrelerin ekiminin
yapilacagi T-25 flaskin iizerine hiicre hattinin ismi, pasaj numarasi, tarih ve arastirmacinin adi
yazildi. Flaskin igerisine 4 mL besiyeri serolojik pipet vasitasiyla eklendi. Coken hiicreler
yeniden laminar akis kabinine alindi, iizerlerindeki sivi ¢ekilip 1 mL besiyeri icerisinde
hiicreler yavasga pipetaj yapilarak yeniden cozdiiriildi ve 4 mL besiyeri igeren flaskin
icerisine aktarildi. Flask saga sola ileri geri egilerek hiicrelerin flask yiizeyine esit bir sekilde
yayilmasi saglandi. Hiicreler invert mikroskop altinda gdzlendikten sonra sorun olmadigi
gozlendiyse 37°C’de %5 CO2’li inkiibatore birakildi. Kullanilan laminar akis kabini UV 1s1kla

sterilize edildi.
3.6.4.2. SH-SY5YHiicre Hattinin Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Her giin invert mikroskop altinda gbzlemlenen SH-SYSY hiicreleri, flask yiizeyinin
%70’ini kapladig1 gozlemlendiginde yani %70 konfluent oldugunda hiicrelere pasajlama
islemi uygulandi. Bunun i¢in 6ncelikle 6n hazirlik olarak besiyeri, PBS ve tripsin 37°C’ye
ayarlanmis olan su banyosu igerisinde 1sinmaya birakildi. Laminar akis kabininin ig¢i ve
igeriye alinacak mikropipet ucu, serolojik pipet, falkon ve flask gibi malzemeler %70’lik
etanolle silindi. Hiicreler kabin igerisine alind1 ve iizerlerindeki ortam serolojik pipet ile
hiicreler kaldirilmadan g¢ekildi. 1 mL 1X PBS hiicrelerin {izerine yavasca verildi. Flaski saga
sola egerek her yere niifuz etmesi saglanan PBS de serolojik pipet ile hiicreler kaldirilmadan
¢ekildi. Boylelikle kalan atik ve FBS igeren besiyeri kalintilarmin uzaklagtirilmasi saglanmis
oldu. Hiicrelerin iizerine 1 mL tripsin eklendi ve flask 3 dk boyunca 37°C’de inkiibe edildi.
37°C’de aktiflesen tripsin hiicre-matriks proteinlerini enzimatik olarak pargalayarak ylizeye
tutunan hiicrelerin yiizeyden kopmalarini sagladi. 3 dk’nin sonunda invert mikroskop altinda

hiicrelerin yiizeyden ayrildig1 gézlendiyse protokole devam edildi.



Gozlenmedigi durumlarda hiicreler tekrar inkiibatore kaldirilarak tripsine 1 dk daha maruz
birakildi. Yiizeyden ayrilan hiicrelerin tripsinin katalitik aktivitesiyle zarar gérmelerini
engellemek i¢in flaska tripsinin 3 kati hacimde yani 3 mL besiyeri eklendi. Bdoylelikle
besiyerinin i¢inde bulunan FBS ile tripsinin aktivitesini yitirmesi saglandi. Flasktaki sivi
birka¢ kez ¢ek birak yapilarak yilizeye yapisik kalan hiicrelerin de fiziksel kuvvetle ayrilmasi
saglandi1. Flasktaki hiicreleri igeren sivinin tamamui bir falkona aktarildi ve 120g’de 6 dk
boyunca santrifiijlendi. Coken hiicrelerin iizerindeki sivi uzaklastirildi ve hiicreler 1 mL
besiyerinde pipetajla ¢ozdiiriildii. Hiicreler 1:2 oraninda seyreltilerek yeni flasklara ekildi.
Yeni flasklarin {izerine pasaj numarasi bir say1 arttirilarak yazildi. Dondurulacak olan
hiicreler ise pasajlama protokoliindeki gibi ¢oktiiriiliip tlizerlerindeki sivi ¢ekildikten sonra
besiyeri yerine %10 dimetilsiilfoksit (DMSO) ve %20 FBS iceren dondurma ortaminda
¢oziildiiler. Falkondan kriyojenik tiipe aktarilip iki asamada donduruldular. Once -20°C’de 3
saat inkiibe edilip uzun siireli saklama igin -80°C’ye kaldirildilar.

3.6.4.3. SH-SY5YHiicre Hattina Sinir Hiicresi Fenotipinin Kazandirilmast
Sekil 13. Proliferatif SH-SY5Y noroblastom hiicre hattini nérojenik farklilasmasi igin

7
Farklilastirma Protokoli _SH-
SH-SYSY $ d-SH-SY5Y
Yeni besiveri Yeni besiveri
Ekim %1 FBS %1 FBS Farklilastirmanin
%10 FBS  RA (10uM) RA (10uM) sonu

4 & 4 e
l | ] | | |
0 1 3 5

uygulanan protokol.
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Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda SH-SY5Y hiicrelerine néron fenotipi
kazandirilmasi, FBS oran1 %1’e diisiiriilmiis ve 10 retinoik asit igeren besiyeriyle 5 giinde
Sekil 13’te ozetlenen protokolle gerceklestirilmistir. Retinoik asit hizli okside olan bir
molekiil oldugu i¢in karanlik ortamda g¢alisilmistir. Farklilagtirma ortami i¢in oncelikle 660
mM’lik retinoik asit ara stogu %1 FBS’li besiyeri ile 1:10 oraninda seyreltilerek 66 mM
konsantrasyonlu yeni bir ara stok elde edildi. Bu ara stoktan 7.5 ¢ekilerek total hacmi 50 mL
olan %1 FBS’li besiyeri icerisine eklendi. Pipetajla ve falkonu ters-diiz yapilarak retinoik
asidin homojen bir sekilde karigmasi saglandi. Hazirlanan bu farklilagtirma ortaminin falkonu
aliminyum folyo ile kaplanarak ortamin 1sik almamasi saglandi. Farklilagtirma ortamu,
ortamin yenilenecegi her giin taze olarak hazirlanmigtir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra
besiyeri farklilagtirma ortamiyla degistirilmis ve flask/plate aliiminyum folyo ile kaplanarak
1s1ktan korunmustur. iki giinde bir hiicrelerin ortanu yenilenmis ve protokoliin birinci, iigiincii
ve besinci giinlerinde hiicrelerin 4X, 10X ve 20X biiyiitiilmiis goriintiileri fotograflanmistir. 5
giinlik farklilastirma protokolii sonunda hiicrelere deney prosediiriine gore islem

uygulanmustir.

3.6.4.4. 6-OHDA Norotoksininin d-SH-SY5Y Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik
Etkisinin Aragtirilmasi ve Bulunan CC50 Degeriyle Parkinson Hastaliginin

Modellenmesi

Bu protokol spektrofotometrik ol¢iime kadar biyogiivenlik kabininde gerceklestirildi.
6-OHDA norotoksin, DMSO ise toksindir. Hiicrelerin ekimi 96-well plate’e kuyu basina
15.000 hiicre ve her grup ii¢ tekrarli olacak sekilde gerceklestirildi. Ekim %10 FBS’li
DMEM/F-12 ortamiyla gergeklestirildi. 24 saat sonra farklilastirma ortamina gegildi.
Farklilagtirma protokoliiniin sonunda belirlenen dozlar uygulandi. 6- OHDA dozu taze olarak,
protokolii uygulamadan hemen once hazirlandi. Toz haldeki 6-OHDA ana stogu %0,02
askorbik asit igerecek sekilde hazirlanan steril su icerisinde pipetajla ve vortekslenerek
¢ozildi. Bu c¢ozelti ve diliisyonlarinin 1s18a maruziyetini en aza indirmek i¢in karanlik
ortamda calisildi ve ¢ozeltileri igeren tiipler aliiminyum folyo ile sarildi. Diliisyonlar %1
FBS’li ortam ile gerceklestirildi. Dozu uyguladiktan 24 saat sonra MTT protokolii uygulandi.
Bunun i¢in hiicrelerin ortaminin {izerine 10 uL MTT reaktifi (Sigma Aldrich, #M2128)
eklenerek hiicreler 3 saat 37°C’de inkiibe edildi. Sonrasinda hiicrelerin tizerindeki sivi
tamamen ¢ekildi ve kuyulara DMSO verildi. Bu islem olabildigince karanlik bir ortamda

gergeklestirildi. DMSO kuyuya verildikten sonra yapilan pipetaj ile formazan kristallerinin



¢Oziinmesi saglandi ve sivinin mor renk aldig1 gézlemlendi. Son durumda plate’in goriintiisii
Sekil 14‘te gosterilmistir. Kuyularin 540 nm’deki absorbans degerleri spektrofotometrik

olarak olciildii.

Sekil 14. MTT protokolii uygulanan plate’in goriintiileme oncesindeki goriintiisii.

3.6.4.5. Karvakroliin SH-SY5YHiicreleri Uzerindeki Sitotoksik ve Proliferatif
Etkilerinin Arastirilmasit

Bu protokol spektrofotometrik 6l¢iime kadar biyogiivenlik kabininde gergeklestirildi.
Hiicrelerin ekimi 96-well plate’e kuyu basina 15.000 hiicre ve 3 tekrarli gruplar olacak
sekilde yapildi. Ekim %10 FBS’li DMEM/F-12 ortamiyla gergeklestirildi. 24 saat sonra
farklilagtirma ortamina gecildi. Karvakrol %1 FBS’li besiyeri ile literatiire gore belirlenen
dozlara seyreltilip hiicrelerin ortamma katildi. Dozu uyguladiktan 24 saat sonra bdlim

3.6.4.4’teki MTT protokolii ayn1 sekilde uygulandi.

3.6.4.6. Karvakrol Tedavisinin 6-OHDA ile Olusturulan Parkinson Modelinde
Apoptoz ve Mitofaji Iliskili Genlerin Ifadesine Etkisinin mRNA Seviyesinde

Arastirilmasi

d-SH-SYS5Y hiicrelerinde 6-OHDA ile olusturulan Parkinson hastaligi modelinde

Karvakrol tedavisinin mRNA seviyesinde noroprotektif etkisi RT-qPCR ile arastirilmustir.
a) RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in uygulanan protokol Sekil 15°te sematize edilmistir.
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000 ' 4"

Yeni besiveri Yeni besiveri Doz uygulama
Ekim %1 FBS %1 FBS 6-OHDA _
%10 FBS  RA (10uM) RA (10uM) KARV RNA izolasyonu
. - =
0 1 3 5 6

Sekil 15. RNA izolasyonu igin uygulanan protokoliin zaman ¢izelgesi.

Total RNA izolasyonu i¢in 2 adet 6-well plate’e kuyu basina 300.000 hiicre ekildi. Plate

diizeni asagidakiSekil 16’da gosterilmistir.

| 1 2 3 ‘ 1 2 3
909 000
B 6-OHDA

KARYV,

Sekil 16. 6-well plate’e ekimi yapilan hiicreler deney gruplari ve tekrar sayilaryla

gosterilmistir. NK=Negatif Kontrol Grubu, KARV=Karvakrol Grubu.

6. gliniin sonunda (doz uyguladiktan 24 saat sonra) hiicreler hiicre kaziyici ile plate’in
yiizeyinden kazinarak ayrilip bir falkona aktarildi. Ayni1 gruba ait hiicreler aym1 falkonun
icerisinde birlestirildi. 4 grup da 4600 rpm’de 15 dk santrifiijlenerek hiicrelerin ¢dkmesi
saglandi. Coken hiicrelerin iizerindeki sivi kisim (siipernatant) uzaklastirildi ve peletin
iizerine 4 mL 1X PBS eklendi. Pelet PBS icerisinde ¢ozdiirilmeden dogrudan 4600 rpm’de
15 dk boyunca santrifiijlenerek yikama yapilmis oldu. Siipernant uzaklastirildi ve pelet 1 mL
Trizol (Thermo, #15596018) icerisinde ¢ozdiiriildii. Pelet tamamen ¢oziindiikten sonra 6rnek
1.5 mL’lik bir ependorfa aktarilip 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda

iizerine 200 kloroform eklendi. Ttip sallanarak kloroformun her yere esit bir sekilde yayilmasi



saglandi. Faz ayrismasi icin 3 dk oda sicakhiginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda
12.000 g’de +4°C’te 15 dk santrifiijlendi. Santrifiij sonunda {istte gozlenen seffaf sivi faz
mikropipetle dikkatlice ¢ekilerek temiz bir ependorf tiilbe aktarildi. Bu asamada DNA
kontaminasyonunu onlemek i¢in beyaz renkli ara faza dokunmamaya Ozen gosterildi.
Yaklasik 500 |j,L. RNA iceren sivi faz temiz bir tiibe aktarildiktan sonra iizerine ayni hacimde
izopropanol eklendi. Tiip yavasca 5-6 kez ters-diiz edildi ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. 12.000 g’de +4°C’te 10 dk santrifiijlenip siipernant uzaklastirildi ve pelete 1 mL %75
etanol eklenip ¢ok kisa vortekslendi. 7600 g’de +4°C’te 5 dk santrifiijlendi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra pellet 30-35 dk boyunca kurumaya birakildi. Peletler kuruduktan
sonra 30 RNaz igermeyen suda ¢oziildii. 55°C’ye ayarlanan su banyosunda 10 dk inkiibe
edildi. izole edilen niikleik asit konsantrasyonu spektrofotometre cihazinda 6l¢iildii. 230 nm,
260 nm ve 280 nm’de yapilan okumalar sonucunda niikleik asit konsantrasyonu ve safligi
hesaplandi.
b) cDNA Sentezi

cDNA sentezi icin yaklasik 2 iig RNA o6rnegi kullanilarak cDNA sentez kitinin
(Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits, Katalog no:
4368814) protokolii uygulandi. Reaksiyonda kullanilan bilesenler ve kullanim miktarlart

Tablo 3’te verilmistir. Reaksiyonun toplam hacmi 20 ~L’dir.

Tablo 3. cDNA sentez kiti bilesenleri.

Bilesenler Bir Ornek icin Bilesen Hacmi
10X RT Tampon Cozelti 2
25X dANTP Karigimi
0,8
10X RT Random Primerler )
Ters Transkriptaz 1 4L
Niikleaz icermeyen su 4,2 JuL
2X Master Karisimin Toplam Hacmi 10 ML

c) RT-gPCR
Sentezlenen cDNA kurulacak olan RT-PCR igin kalip olarak kullanildi. Oncelikle
cDNA 1:3 oraninda seyreltildi. PCR karisimi, Powerup SYBR Green Mastermix
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(Appliedbiosystems, A25741) kitinin protokoliine uygun olarak hazirlandi. PCR karigimi 5
AL 2X Master mix, 0,5 ~L ileri primer, 0,5 "L geri primer ve 4 L kalip cDNA kullanilarak
toplam hacim 10 |j,L olacak sekilde hazirlandi. Primer dizileri Tablo 4’te verilmistir. 96-well
PCR plate’e yiiklenen PCR karisimi Roche LightCycler480 cihazinda kitte tavsiye edilen

termal dongii ayarlartyla ger¢ek zamanli olarak kantifiye edildi.

Tablo 4. RT-gPCR deneyinde kullanilan primerlerin niikleotit dizileri.

fleri Primer 5" CACCATTGGCAATGAGCGGTTC-3°
AKT-B Geri Primer 5 AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT-3°
fleri Primer 5 - ACCTGACGCCCTTCAC-3°
BCL-2 Geri Primer 5 AGGTACTCAGTCATCCAC - 3°
fleri Primer 5 - AAGAAGCTGAGCGAGT- 3
BAX Geri Primer 5" GCCCATGATGGTTCTG- 3
fleri Primer 5 TGGGTGATGTTGAGAAAGG- 3’
CYT-C Geri Primer 5 TTTGTTCCAGGGATGTACT-3°
fleri Primer 5 GTGGACCATCTGGTTCAACAGG- 3"
PINK1 Geri Primer 5" -GCAGCCAAAATCTGCGATCACC- 3’




d) Agaroz Jel Elektroforezi

RT-qPCR sonucunda elde edilen amplikonlarin varligini kalitatif olarak tespit etmek ve
primer baglanmasinin spesifik oldugunu gérmek i¢in PCR iiriinleri jel elektroforez sistemine

yiiklenerek goriintiilendi.

%2,5 konsantrasyonda agaroz jel icin, 1,25 gram agar tozu 50 mL 1X TAE (Tris-
asetat EDTA) tampon icerisinde mikrodalga firinda ¢ozdiiriildii. Bir miktar soguduktan sonra
icerisine 4 ~L etidyum bromiir eklenip iyice karigtirildi, beklemeden yatay elektroforez
tankina dokiildi ve tarak yerlestirildi. Jel tamamen polimerize olunca (yaklasik 30 dk) tarak
dikkatlice ¢ikarildi. Tank igerisine jelin {izerini 2-3 mm gececek kadar 1X TAE tamponu
eklendi. 2 [iIL 6X Loading Dye ile 10 |iL PCR f{iriinii karigtirtlip kuyucuklara yiiklendi.
Ornekler 120V ta 50 dk yiiriitiildiikten sonra UV transliiminatdr araciligiyla goriintiilendi.
3.6.4.7. Karvakrol Tedavisinin 6-OHDA ile Olusturulan Parkinson Modelinde
Apoptoz ve Mitofaji Iliskili Genlerin Ifadesine Etkisinin Protein Seviyesinde
Arastirilmasi

a) Protein izolasyonu

Hiicre lizat1 elde etmek i¢in uygulanan protokol Sekil 17°de sematize edilmistir.

O
o

Sekil 17. %% lizat1 eldesi/protein izolasyonu igin uygulanan protokoliin z ma

N\

Yem besiveri Yeni besive ri Doz uvRulama
Ekim %1 FBS %1 FBS 6-OHDA
%10 FBS RA (I0uM) RA (10u M) KApy Protein izolasyonu
0 1 5 6
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Protein izolasyonu i¢in 2 adet 6-well plate’e kuyu bagma 300.000 hiicre ekildi. Plate
diizeni Sekil 16’te gosterilmistir. Hiicrelere 6 giin boyunca uygulanan farklilastirma ve doz
uygulamalari i¢eren protokol Sekil 17°te gosterilmistir. 6. giiniin sonunda (doz uyguladiktan
24 saat sonra) hiicreler hiicre kaziyici ile plate’in yiizeyinden kazinarak ayrilip bir falkona
aktarildilar. Ayni gruba ait hiicreler ayn1 falkonun igerisinde birlestirildiler. 4 grup da
+4°C’de 3000 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek hiicrelerin ¢cokmesi saglandi. Supernant atildi ve
pelet iizerine 4 mL 1X PBS eklenerek +4°C’de 3000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Supernant
atildi ve pelete 70 "L xTractor tamponu (Takara katalog no: 635671) eklendi. Kisa bir
vorteksin ardindan oda sicakliginda 10 dk hafifce calkalanarak inkiibe edildi. +4°C’de
12.000g’de 20 dk boyunca santrifiijlendi ve proteini igceren sivi faz yeni bir tiipe aktarildi.

Elde edilen protein 6rnekleri western blot deneyine kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Tablo 5. Western blot deneyinde kullanilan antikorlarin katalog numaralar1 ve diliisyon

oranlari.

Antikor Katalog No Diliisyon
Anti-Bcl-2 Monoklonal 68103-1-1g 1:5.000
Anti-Bax Monoklonal 60267-1-1g 1:10.000
Anti-Cytc Monoklonal 66264-1-1g 1:5.000
Anti-Pinkl Poliklonal 23274-1-AP 1:1.000
Anti-B-Actin Monoklonal 66009-1-1g 1:10.000
Anti-Mouse Sekonder SA00001-1 1:20.000
Anti-Rabbit Sekonder SA00001-2 1:20.000

b) Protein Miktar Tayini
Orneklerdeki toplam protein miktar1 BCA protein assay kitinin (Thermo Scientific
Pierce™ BCA Protein Assay Kit katalog no: 23227) protokolii uygulanarak belirlendi.

Olusturulan BCA standart egrisi Sekil 18’de verilmistir.
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Sekil 18. Bisinkoninik asit (BCA) yontemiyle olusturulan standart egrisi.

c) Western Blot

Proteinlerin biiyiikliiklerine goére jelde ayrilmasi islemi i¢in %10’luk akrilamid jel
(Biorad, #456-8123) kullanildi. Jel, Mini-Protean Elektroforez tankina yerlestirildi, sistem
running tamponu ile dolduruldu ve tarak dikkatlice ¢ikarildi. Protein lizat1 1:3 (tampon:lizat)
oraninda 4X Laemmli Tamponu (yiikleme tamponu) ile karistirilip 95°C’ye ayarlanan 1si
blogunda 5 dk inkiibe edildi. Boylelikle hem proteinlerin denatiire olmasi hem de jelde
yiiriirken gozlenebilir olmalar1 saglandi. Kuyulara 20 AL 6rnek ve bir kuyuya da protein
marker yiliklendi. Proteinlerin jelde migrasyonu 300V’da 20 dk’da gergeklestirildi.
Proteinlerin jelden membrana transfer olacagi blotlama asamasinda PVDF membran (Biorad)
ve Trans-Blot Turbo Transfer Sistemi (Biorad) kullanildi. Membran-jel sandvi¢i Sekil 19°de

gosterildigi gibi hazirlandi.
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+ Anot (-) elektrot
............ » Filtre kagidi

............. > Jel
i, ; » Membran
____________ » Filtre kagidi

______________ » Katot (+) elektrot

Sekil 19. Membran-jel sandvig sisteminin diizeni.

Membran ve jel arasinda hava baloncugu olmadigindan emin olduktan sonra
hazirlanan sandvi¢ sisteme yerlestirildi. Transfer gerceklesirken bloklama tamponu (%5
yagsiz siit tozu) PBS-T igerisinde hazirlandi. Transfer sonrasinda membran jelden dikkatlice
ayrilarak bloklama tamponuyla oda sicakligindaki calkalayici {izerinde 1 saat inkiibe edildi.
Bu siirede primer antikor bloklama tamponu igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Antikorun
cesidine gore diliisyon orami degistiginden antikorlarin diliisyon oranlar1 Tablo 5’te
verilmistir. Bloklama sonunda tampon dokiildii ve hazirlanmis olan primer antikor membran
iizerine eklendi. Antikorun membranin her yerine temas ediyor olmasina 6zen gdsterildi.
Membran oda sicakliginda ¢alkalayici tizerinde 2 saat inkiibe edildi. Sonrasinda sirasiyla 5dk,
15dk, 5dk ve 5dk’lik yikamalar PBS-T ile gerceklestirildi. 1:20.000’lik sekonder antikor
PBS-T ile hazirlandi. Yikamalardan sonra membran sekonder antikor ile 1 saat inkiibe edildi.
Sekonder antikor baglanmasindan sonra membran yeniden 5dk, 15dk, 5dk ve 5dk PBS-T ile
yikanip baglanmayan antikorlarin ortamdan uzaklagmasi saglandi. Yikamalar bitince
goriintiilemeye kadar kurumasini  Onlemek i¢in membranin lzerine PBS eklendi.
Goriintiileme i¢in membran ECL soliisyonuna maruz birakildi ve proteinler kemiliiminesans

goriintiileme cihaziyla goriintiilendi.



3.7. Arastirma Plam
Ekim-Arahlk 2023 On ¢aligma deneylerinin yapilmast

Ocak-Nisan 2024
Isan 20 SH-SY5Y hiicre hattina noron karakteri

kazandirilmasi

Mart-Temmuz 2024 .. .
6-OHDA’nin  SH-SYSY  hiicrelerine

olan sitotoksik etkisini arastirarak CC50

degerinin belirlenmesi

Mart-Temmuz 2024 . . .
Karvakroliin SH-SYSY hiicrelerine olan|

sitotoksik  ve proliferatif dozlarini
aragtirarak tedavi i¢in en uygun dozlarin

belirlenmesi

M -Eyliil 2024 . C
ayis-Lylu Karvakroliin 6-OHDA sitotoksisitesine

kars1 tedavi edici dozunun belirlenmesi.

RNA ve protein izolasyonlari.

Ekim-Kasim 2024
astm Karvakroliin apoptoz ve mitofaji iliskili

genlerin ifadesi iizerindeki etkisinin RT-

qPCR ile arastirilmast

Ekim -Kasim 2024 . PSP
Karvakroliin apoptoz ve mitofaji iligkili

proteinler iizerindeki etkisinin Western

blotlama ile arastirilmasi

Kasim2024-Arahk 2024 Tekrar deneyleri ve tez yazimi
3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Deneyler en az iger tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir. MTT deney sonuglarimin
istatistiksel analizleri Student’s t-Test ile, RT-qPCR ve Western Blot sonuglarinin istatistiksel
analizleri ANOVA Testi ile gerceklestirilmistir. Sonuglar ortalama + standart hata seklinde

Ozetlenmistir. p<0,05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. SH-SY5Y Hiicre Hattim Farkhilastirma Protokolii Bulgulari

%1 FBS DMEM/F-12 KONTROL +
(%1 FBS DMEM/F-12) 10 yM ATRA

3.GUN
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5. GUN

Sekil 20. Norojenik farklilagtirma protokoliinin 1., 3. ve 5. ginlerinde ters 1s1k

mikroskobunda alinan hiicre goriintiileri.

SH-SYS5Y hiicrelerine néron fenotipi kazandirmak igin 5 glinliik bir farklilastirma
protokolii uygulanmistir. Uciincii giinden itibaren hiicrelerin fenotipinde farkliliklar
gbzlenmeye baglanmistir. Kontrol grubundaki hiicreler kiimelesmeye baslamisken, deney
grubundaki hiicreler ise homojen dagilimlarini koruyup néronal uzantilarmi artirmislardir.
Bununla birlikte deney grubundaki hiicreler kutuplagarak piramidal bir sinir hiicresi fenotipi
kazanmaya da baglamislardir. Protokoliin sonunda ise kontrol grubundaki hiicrelerin
kiimelesmesinin arttig1, deney grubundaki hiicrelerin ise néronal uzantilarinin ve piramidal

sekillerinin daha da belirginlestigi gézlenmistir (Sekil 20) .
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SH-SY5Y d-SH-SY5Y

Sekil 21. (solda) Standart besiyerinde idame ettirilen SH-SYSY hiicreleri ile (sagda)
ndrojenik farklilagsma protokolii uygulanan SH-SYSY hiicrelerinin (d-SH-SYSY) ters 151k

mikroskobu ile alinan goriintiileri.

Sekil 21°de hiicrelerin baglanti olusturmus ndronal uzantilari ok bagsi ile
isaretlenmistir. Ayni renkteki ok baslart aynt SH-SYSY hiicresine ait olan uzantilari
isaretlemek i¢in kullanilmigtir. d-SH-SYSY hiicrelerinin néronal uzantilarinin sayisi ve

uzunlugu SH-SYSY hiicrelerine gore daha fazladir.
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4.2. MTT Deney Bulgular1 4.2.1. 6-

OHDA Sitotoksisite Deneyi

24 Saat
150 - * ok ok K
ok %k Xk Xk

)§) —
g 100 - %‘
(&)
o
g
T 50+ S| I oas B 2o oo
2

Sekil 22. d -SH-SYS5Y hiicrelerine uygulanan farkli 6-OHDA dozlarinin 24 saatin sonunda

hiicre canlilig iizerine etkisi (****p<0,0001).

Farklilagtirilmis hiicrelere uygulanan 50°M ve 100"M 6-OHDA dozlarimin hiicre
canlihi@ {izerindeki etkisi MTT testiyle kolorimetrik olarak olgiilen degerlerden
hesaplanmistir. Hiicre canliliginin her iki dozda da anlamli olarak %50’ye yakin oranda
distigii gozlenmistir (Sekil 22).

4.2.2. Karvakrol Sitotoksisite Deneyi

Karvakroliin d-SH-SYS5Y hiicrelerinin canliligina etkisi MTT testi ile belirlenmistir.
50, 100, 200, 600 ve 1000 "M dozlarinda KARYV ile 24 saat muamele edilen hiicrelerde 50,
200 ve 600 "M KARYV dozlarn hiicre proliferasyonunu arttirmistir. Uygulanan higbir dozda

sitotoksik etki gézlenmemistir (Sekil 23).
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Karvakrol Konsantrasyonu (AM)

Sekil 23. d-SH-SYS5Y hiicrelerine uygulanan farkli Karvakrol dozlarinin 24 saatin sonunda

hiicre canliligi iizerine etkisi (**p<0,01; ****p<0,0001).

50 ve 100 "M 6-OHDA ile d-SH-SY5Y hiicrelerinde Parkinson hastalig
modellenmis ve karvakroliin %50’ye diisen hiicre canliligini tersine ¢evirmesi beklenmistir.
Karvakroliin koruyucu etkisini test etmek igin d-SH-SYSY hiicrelerine 6-OHDA
norotoksininden 24 saat once farkli KARV dozlar1 ile 6n muamele gerceklestirilmis,
iyilestirici etkisi i¢in ise KARV dozlar1 6-OHDA ile ayni1 anda uygulanmigtir.

50 "M ve 100 "M 6-OHDA muamelelerinden 24 saat 6nce 50, 100 ve 200 "M
KARYV dozlar1 ile 6n muamele edilen d-SH-SYSY hiicrelerinin sagkalim oranlar1 artmustir.
KARV ve 6-OHDA birlikte uygulandiginda ise 50 "M KARV hiicre canliligina etki

etmemistir. 100, 200 ve 600 “M KARYV hiicre sagkalimini 6nemli oranlarda arttirmistir.
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Sekil 24. 6-OHDA ile muamele edilen d-SH-SYSY hiicrelerinin canliligina farkli Karvakrol
dozlarinin etkisi. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Sekil 24’te MTT testi ile karvakroliin sitotoksisitesi analiz edilmistir. Karvakrol 6-
OHDA’dan 24 saat 6nce uygulanmistir dolayisiyla da koruyucu etkisi gosterilmektedir,
alttaki grafikte ise 6-OHDA ile ayni anda uygulanmistir dolayisiyla da iyilestirici etkisi
gosterilmektedir.

4.3. Karvakrol Tedavisinin 6-OHDA ile Olusturulan Parkinson Modelinde Apoptoz ve
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Mitofaji iliskili Genlerin ifadesine Etkisinin mRNA Seviyesinde Arastirilmasi
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Sekil 25. KARV, 6-OHDA ve KARYV ile 6-OHDA dozlarimin d-SH-SY5Y hiicrelerinde Bcl-
2, Cyt-c ve Pink-1 genlerinin ifadesi tizerine etkisinin RT-qPCR ile mRNA seviyesinde
analizi (internal kontrol: p-aktin). Istatistiksel analizler Student’s t-test kullanilarak
yapilmustir. Ortalama =+ standart hata (n=3) gosterilmistir. (*p < 0,05,

***p<0,001)

Sekil 25’te saglikli hiicrelerde karvakroliin, 6-OHDA toksininin ve 6-OHDA ile
indiiklenen Parkinson hastaligi modelinde KARV’mn Bcl-2, Cyt-c ve Pink-1 genlerinin
MRNA seviyelerindeki degisimler gosterilmektedir.

KARYV antiapoptotik Bcl-2 mRNA seviyesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttirmasa da anlamliya yakin bir artis gozlenmis, Pink-1 seviyesinde bir farklilik
gozlenmemistir. 6-OHDA ile indiiklenen Parkinson modelinde Bcl-2 ve Pink- 1 seviyelerinde
mRNA seviyesinde anlamli bir degisim goézlenmemektedir. KARV tedavisi uygulanan

Parkinson modelinde ise Bcl-2 mRNA seviyesi kontrole gore degismemis, fakat Pink-1
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seviyesi hem kontrol grubuna hem de 6-OHDA grubuna gére artmustir.
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Sekil 26. RT-qPCR reaksiyonu sonucunda elde edilen iiriinlerin Agaroz Jel Elektroforez
goriintiileri.

RT-gPCR sonrasinda spesifik olarak ilgili gen iriiniiniin amplifiye edildigini
dogrulamak igin PCR iiriinleri Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Ornekler amplikon

uzunluklarina beklenen baz ¢ifti uzunlugunda goriintiilenmistir (Sekil 26).
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4.4, Karvakrol Tedavisinin 6-OHDA ile Olusturulan Parkinson Modelinde

Apoptoz ve Mitofaji iliskili Genlerin ifadesine Etkisinin Protein Seviyesinde

BCL-2
5% ok k Arastirilmasi
: |
£ L
ftf 1.5
<
3 1.0 Kontr
©
& ol
§ 0.5+ KAR
g V OH
0.0- T L DA
S & & o
RS SR LR S) KARV+OHDA
& F & KL
& <
& g
; g
kDa % % —é- ;
2 2 © 2
26~ s @ @@ BCL-2
42 - - ALtin
BAX
2.5= *k

Kontrol

KARV

OHDA
KARV+OHDA

2.0 =

1.5

Protein ifadesi/3-Aktin
—_
o
1
]

Kontrol

KARV

OHDA

KARV+OHDA

0.5+
0.0~ T T D
> & & o7 <
L & © O
& & L \\,o"‘ 2 -— %
&
’{3‘ - —— i
BCL-2/BAX
= Kontrol
= KARV
mm OHDA

= KARV+OHDA

Protein ifadesi/p-Aktin




f-PINK g
* %k I3
P ——
254 o g é
£ r 20 ——— 3
% 201 = ** — e Kontrol EPINKA
T - '_L
§ 1.5+ é' 1.5+ ] B KARV ¢-PINK-1
g = mm OHDA
E 8 Aktin
= 1.0+ T 1.0 £ KARV+OHDA <
° 0.5+ £ :
= g 05 2
0.0- & 3
vés\ 0.0- T T GVRE
’l‘oo 6°\ Q:‘ Q"' QY' -
+°° *y. 0’2‘ ,.0.2‘ P Aktin
N
&
&
PINK-1
%* %
%
—1
2.0 -
£ — e Kontrol
2 1.54 = 3 KARV
5 mm OHDA
3 104 =1 KARV+OHDA
=
C
T 0.5
2
o
0.0- . -
> & o o
S S S )
& & &L
« &
&

Sekil 27. KARV, 6-OHDA ve KARV ile 6-OHDA dozlarinin d-SH-SY5Y hiicrelerinde
BCL-2, BAX, CYT-C ve PINK-1 genlerinin ifadesi {izerine etkisinin Western blot ile protein

seviyesinde analizi ve jel goriintiileri (internal kontrol: P-aktin). Istatistiksel
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analizler Student’s t-test kullamilarak yapilmistir. Ortalama =+ standart hata (n=3)

gosterilmistir. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

BCL-2, BAX ve PINK-1 protein ifadesi KARV grubunda artmistir. OHDA ve
KARV+OHDA gruplarinda CYT-C ve PINK-1 protein seviyelerinin arttig1 gézlenmistir.
BCL-2/BAX orani ise yalnizca OHDA grubunda azalmistir Total PINK-1"den farkli olarak
kirpilmamig PINK-1 seviyesinde KARV+OHDA grubunda OHDA grubuna kiyasla da
anlamli bir artig bulunmaktadir (Sekil 27).
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5. TARTISMA

Calismanin amaci, fenolik bir kiiciik molekiil olan karvakroliin in vitro Parkinson
hastaligi modeli iizerindeki etkisini aragtirmaktir. Karvakrol, gida endiistrisinde ambalajl
tiriinlerde koruyucu olarak kullanilmakta olup antioksidan ozellikleri ile de bilinen bir

biyoaktif molekiildiir (63).

Parkinson hastalig1 dopaminerjik néronlarin kaybiyla karakterize edilmis bir hastaliktir.
Dolayisiyla da hiicre hatlarinda hastaligt modellerken dopaminerjik néron fenotipinde
hiicrelerin kullanimi modelin hastaligi daha iyi taklit etmesini saglayabilir. Parkinson
hastalig1 aragtirmalarinda siklikla kullanilan SH-SYS5Y noéroblastom hiicre hatti insandaki
noronlarin aksine hizli boliinebilen hiicrelerden olugmaktadir. DNA replikasyon hatalart da
g6z Oniine alindiginda bu durum heterojen bir fenotip olugmasina sebep olur. Hiicrelerin
olgun noronal bir fenotipe farklilagtirllmasi hiicre dongiisiinii senkronize eder ve
proliferasyonu baskilar, boylece daha homojen bir hiicre popiilasyonu elde edilebilir (64).
All-trans retinoik asit (ATRA) Parkinson hastalig1 arastirmalarinda SH-SYSY hiicre hattini
farklilagtirmak i¢in siklikla kullanilmaktadir (65). Diisiik serum konsantrasyonlarinda retinoik
asit uygulanan SH- SY5Y hiicrelerinin proliferasyonunun azaldigi, néronal uzantilarinin ve
baglant1 sayilarmin arttigi, dopaminerjik ve/veya kolinerjik sinir hiicresine ait
biyobelirteclerin ifadesinin arttig1 ¢esitli calismalarda gosterilmistir (66, 67). Bu ¢alismada da
hiicre proliferasyonunun azaldigi, noronal uzantilarin arttig1 ve hiicrelerin morfolojisinin ¢ok
kutuplu piramidal néronlara dogru farklilastigi 151k mikroskopu aracilifiyla gozlenmistir. Bu

kalitatif bulgular literatiirle uyum saglamaktadir (21, 67, 68).

Retinoik asit hiicre ¢ekirdegine girerek RA reseptoriine (RAR) ve retinoid X reseptoriine
(RXR) baglanarak dimerize olmalarini saglar. Dimerize olan reseptérler DNA iizerindeki RA
yanit elementi (RARE) dizisine baglanarak hedef genlerin ifadesini aktiflestirmektedir (69).
Bu sebeple de SH-SY5Y hiicreleri ile d-SH-SY5Y hiicrelerinin uygulanan toksine veya
tedaviye yanitlar1 farkli olabilir. Literatiirde bu konuyla ilgili ¢eliskili bulgular bulunmaktadir.
Ornegin bir calismada, farklilastirilan SH-SYSY hiicrelerinde canlilikla ilgili genlerin
ifadesinin arttig1 gerekcesiyle 6- OHDA’ya karsi daha direngli olduklar1 belirtilmistir (70).
Bir bagka c¢aligmada ise farklilasan SH-SYSY hiicrelerinde bazal antioksidan seviyesinin

yiikselmesine karsin
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6-OHDA’ya duyarliliklarinin arttigi bildirilmistir (71). Retinoik asit ile farklilagtirilan
hiicrelerde kullanilan 6-OHDA dozu 25 ile 200"M arasinda degismektedir (72-76).

Bu tez ¢alismasinda farklilagtirilmis SH-SYSY hiicrelerinde denenen 15, 30, 50 ve 100",M 6-
OHDA dozlar1 arasindan 100"M’lik doz %350 hiicresel sitotoksik konsantrasyon (CC50)
olarak belirlenmistir. 50",M’lik dozda da %50’ye yakin bir sitotoksik etki gozlendiginden

MTT deneylerinin devaminda her iki doz da test edilmistir.

Karvakroliin sitotoksik olmayan maksimum konsantrasyonunu belirlemek i¢in 50",M,
100"M, 200”,M, 600MM ve 1000",M konsantrasyonlart test edilmistir. 50*M, 200",M ve
600"M dozlarinda hiicre proliferasyonunda artis gézlenmistir. Chenet’in bir ¢aligmasinda
prolifere olan SH-SY5Y hiicrelerinde 10 ve 100 CARV hiicre canliligini etkilemezken 500 ve
1000 "M CARYV hiicre canliligini anlamli bir sekilde diisiirmiistiir (61). Benzer bir ¢aligmada
330"M ve daha diisiik konsantrasyonlarda KARV’1n hiicre canlilig1 iizerinde olumsuz bir
etkisinin olmadigi gosterilmistir (77). Literatiirdeki bu bilgileri de gdz dniinde bulundurarak
50, 100 ve 200"M KARYV dozlarmin bir sonraki MTT deneyinde test edilmesine karar

verilmistir.

Karvakroliin 6-OHDA sitotoksisitesine karsi koruyucu etkisinin olup olmadigini test
etmek i¢in KARV 6-OHDA’dan 24 saat once uygulanmistir. Boylece KARV’in hiicre
igerisinde genetik degisiklikler yapmasina olanak saglanmistir. KARV’1n iyilestirici/tedavi
edici etkisini test etmek icin ise KARYV hiicrelere 6-OHDA ile ayn1 anda uygulanmistir. MTT
sitotoksisite testinden elde edilen bulgulara gore 50 “M 6- OHDA’ya kars1 100 “M ve 200
KARYV dozlar1 hem koruyucu hem de iyilestirici etki gosterirken 50 KARV dozu yalnizca
koruyucu etki gostermistir. 100 6-
OHDA’ya kars1 ise yalnizca 200 KARV dozunda hem iyilestirici hem de koruyucu etki
gdzlenmistir. Gorece daha diisiik olan KARYV dozlar1 (50 ve 100 “M) yalnizca koruyucu etki
gosterirken, gorece daha yiiksek KARV dozlar1 (600 ve 1000 *M) ise yalnizca iyilestirici etki
gostermistir. Bu durumun sebebi diisiik dozlarda KARV’1n antioksidan ya da hayatta kalim
ile ilgili genlerin ifadesini acarak etki etmesi olabilir. Bunun gergeklesmesi i¢in zamana
ihtiyag vardir. 6-OHDA ile aym1 anda verildiginde hiicreler yeni gen ekspresyonuna heniiz
firsat bulamamus olabilir ve bununla birlikte KARV’1n literatiirdeki baz1 diger fitokimyasallar
gibi diisiik dozlarda serbest radikal yakalama giicii de az olabilir (80, 81). Bu sebeplerle de
disik dozda KARV, 6- OHDA’ya karsi koruyucu etki gosterirken iyilestirici etki
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gostermemis olabilir. Sonug olarak Parkinson hastaligina karsi diisiik dozlarda KARV’dan,

patogenez gerceklesmeden dnce yararlanilmasi daha etkili olabilir.

MTT verileri degerlendirildiginde 200 KARV dozunun 100 6-OHDA’ya Kkarsi
iyilestirici etkisi istatistiksel olarak en anlamli veri oldugundan bu dozlarin mRNA ve protein

seviyelerinin analizinde kullanilmasina karar verilmistir.

Proapoptotik BAX proteini saglikli hiicrelerde antiapoptotik BCL-2 proteini tarafindan
inaktif durumda tutulur. BAX miktarinin BCL-2’ye {istlin gelmesi apoptotik hiicre Sliimii
yolagini aktiflestirir ve mitokondriden sitokrom salinimi gergeklesir. 6- OHDA nin apoptotik
yolagi aktiflestirmesi beklendiginden Oncelikle bu genlerin mRNA seviyesindeki degisimler
RT-qPCR ile analiz edilmistir. Bax transkript analizinden bir sonug¢ alinamadigi i¢in bu gen
yalnizca protein seviyesinde incelenmigtir. KARV grubunda Bcl-2 seviyesi kontrole gore
istatistiksel olarak anlamliya yakin bir seviyede artmis Cyt-c ise beklendigi lizere anlamliya
yakin bir seviyede azalmistir. Bu bulgu KARV’in antiapoptotik 6zelligini gdstermektedir.
OHDA grubunda Bcl-2 transkript seviyesinde bir degisim olmazken Cyt-c seviyesinde ciddi
bir artis oldugu gozlenmistir. Bax i¢in veri olmadigindan Bcl-2/Bax orani hesaplanamamistir
fakat Cyt-c’nin artist da apoptotik yolagin 6-OHDA ile indiklendigini gostermektedir.
KARV+OHDA grubunda ise Bcl-2’de anlamli bir degisim yine gozlenmemis fakat 6-OHDA
tarafindan ifadesi artan Cyt-c mRNA seviyesinin KARV tarafindan tersine cevrildigi Sekil
25’te agik bir sekilde goriilebilmektedir. Mitofajinin diizenlenmesinden sorumlu bir protein
olan PINK-I’in 6-OHDA ve KARV’1n etkisiyle mRNA seviyesindeki degisime bakildiginda
ise OHDA veya KARV’mn tek baslarina bir etkilerinin olmadigi fakat birlikte
uygulandiklarinda Pink-1 mRNA seviyesinin arttigr gozlenmistir. Bu durum KARV’n 6-
OHDA tarafindan hasarlanan mitokondrinin yikimini hizlandirmak igin gosterdigi bir etki
olabilir. Pink-1’in artmasi, onun mitokondrinin membraninda daha fazla birikmesine ve
mitofajinin gerceklesmesine sebep olur. Ek olarak Pink-I’in ifadesindeki artisin Cyt-C
salimimini baskiladigi da in vitro ¢aligmalarda gosterilmistir (82, 83).

Western blot sonuclarinda beklenildigi lizere toksik 6-OHDA’nin BCL-2/BAX oranini
diisiirerek ve CYT-C seviyesini de arttirarak hiicrelerde apoptoz yolagmi aktiflestigi
gosterilmistir. KARV grubunda ise BCL-2 ve BAX proteinlerinin ikisinin de seviyelerinde
ayri ayr1 artis gozlenmesine ragmen hem BCL-2/BAX orami hem de CTY-C proteini

diizeyinde bir degisim gbézlenmemesi hiicrelerde apoptoz gerceklesmedigini gostermektedir.
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Iiging bir sekildle KARV+OHDA grubunun sonuglari BCL-2/BAX orani degismemesine
ragmen CYT-C seviyesinde kontrole gore anlamli bir artisla hiicrelerin apoptoza ugradiklarin
gostermektedir. 6-OHDA ile tetiklenen apoptoz KARV ile tersine g¢evrilememistir.
Apoptozun engellenememesi fakat MTT sonuglarina gore hiicre kaybinin azalmast KARV’in
iyilestirici etkisini apoptotik hiicre O6limii yolagi iizerinden saglamadigini gostermekte,
alternatif bir yolak iizerinden saglayabilecegini diistindiirmektedir.

PINK-1 proteininin 6-OHDA ile indiiklenen oksidatif stres kosullarinda arttig1
literatiirde ~ gOsterilmistir (62). Bu c¢alismadaki western blot bulgulari da bunu
desteklemektedir. KARV’mn etkisiyle 6-OHDA ile artan total PINK-1 seviyesi degismese de
kirpilmamig PINK-1 seviyesinin artmasi mitokondrinin membran potansiyelinin diizeldigini

ve mitofajinin daha etkili bir sekilde ¢alistigini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Retinoik asit ile norojenik bir fenotip kazandirilan SH-SYSY hiicrelerinde 6- OHDA ile
Parkinson hastaligr modellenmistir. Bu modelde karvakroliin tedavi edici etkisi apoptoz ve
mitofaji yolaklar1 {izerinden incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore KARV tedavi edici
etkisini apoptoza alternatif bir yolak lizerinden baskilamaktadir, bozulan mitofajiyi ise

diizeltmektedir.

Literatirde SH-SYS5Y hiicre hattinin farklilastirildigini biyobelirtec isaretlemesi ile
gosteren yayinlar da bulunmaktadir. Dopaminerjik néronlarda ifadesi artan tirozin hidroksilaz
gibi biyobelirtegler ya da olgun noéronlarda ifadesi artan beta-tiibiilin gibi biyobelirtegler
Western blot ya da immiinfloresan isaretleme gibi yontemlerle kantitatif olarak analiz
edilebilmektedir. Gelecekteki c¢alismamizda hiicre farklilastirmanin basarisinin  kalitatif
analizinin yaninda beta-tiibiilin immiinfloresan isaretlemesi ile kantitatif olarak da

desteklenmesi planlanmaktadir.

Apoptozla iligkili Bcl-2, Bax ve Cyt-c ifadelerinin analizi KARV tedavisinin Parkinson
modelindeki apoptotik hiicre kaybini tersine cevirmedigi gozlenmistir fakat alt yolak
elemanlarindan kritik bir Oneme sahip olan kaspaz-3’iin aktivitesi incelenememistir.
Gelecekteki calismalarda kaspaz-3 ile ilgili verilerin de degerlendirilip gerekirse nekroz gibi
farkli bir hiicre 6lim yolaginin elemanlarinin analiz edilmesi planlanmaktadir. Bunun
yaninda KARV’in mitofaji ile iligskisini desteklemek igin Parkin proteininin de

degerlendirilmesi diisiiniilebilir.

Bu tez calismasiyla kekik bitkisinde bulunan karvakrol isimli bir fitokimyasalin
Parkinson hastaliginda gézlenen dopaminerjik noron dejenerasyonuna karsi koruyucu bir etki
gosterdigi ve bunu hangi mekanizmalar {izerinden sagladigin1 aydinlatacak veriler elde

edilmistir.
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