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OZET

Farelerde Rotenone Ile Olusturulmus Parkinson Modelinde, Terazosin’in
Etkinligi

Parkinson hastalig1 (PH), gliniimiizde diinya genelinde 10 milyon hastalik yiikli
olusturan ve ilerleyici noron kaybi ile karakterize en yaygin nodrodejeneratif
hastaliklardan bir tanesidir. Yapilan ¢alismalar, yasla birlikte insidansi katlanarak
artan norodejeneratif hastaliklarda, bozulmus enerji metabolizmas: sonucu ATP
seviyelerinde azalma veya mitokondrilerin daha az ATP iireterek daha az verimli hale
gelmesi ve toksik ROS iiretiminin artist sonucu, ATP'ye bagli onarim
mekanizmalarin engelledigi gercegini ortaya koymaktadirlar. Kinazolin ¢ekirdekli
heterosiklik bir bilesik olan Terazosin nin (TZ) fosfogliserol kinaz 1 (Pgk1)’e baglanip
Pgkl aktivasyonu yoluyla glikolizi hizlandirarak ATP {iretimini arttirdigi, boylelikle
PH'nin norodejenerasyonunu yavaslatarak veya onleyerek noronlari korudugu ileri
stiriilmektedir. TZ nin ndroprotektif 6zellikler gosterdigi kanitlanmis olsa da, alfa-
siniiklein agregasyon degisiklikleri ile sonuglanan bir dizi farkli olasi mekanizmasi
halen belirsizligini korumaktadir. Calismamiz, TZ nin néroprotektif ve antiagregatif
mekanizmalart anlamak i¢in tasarlanmistir. Calismada, 6-8 aylik 30-35 gr agirliginda
ve her grupta 8 ila 12 adet olacak sekilde 7 gruba ayrilmis toplam 68 adet Swiss erkek
fare kullanilmistir. Farelere, 1,2 mg/kg/2gilin dozda Rotenone subkutan yolla {i¢ hafta
boyunca uygulanarak PH modeli olusturulmus, ardindan, PH’1i farelere 10 pg/kg/2giin
TZ intraperitonal olarak verilmistir. Silindir spontan aktivite testi ile farelerin motor
fonksiyon kayiplari belirlenmistir. Comet metodu ile striatal bolgedeki DNA hasari
tespit edilmistir. Kantitatif ger¢ek zamanli polimer zincir reaksiyonu ile alfa-siniiklein
(SNCA, PARK1) ve tirozin hidroksilaz (TH) genlerinde meydana gelen ekspresyon
degisiklikleri belirlenmistir. Lewy cisimcigi (LC) olusumu ve ndron hasari gibi
degisimler histopatolojik olarak gosterilmistir. Ayrica, Lewy cisimciklerinin
iceriginde bulunmasi beklenen alfa-siniiklein ile dopaminin sentezinde gorev alan
tirozin hidroksilaz immiinohistokimyasal olarak da arastirilmistir. Terazosin, rotenone
kaynakli olusan DNA hasarmin tamirinde veya motor fonksiyonlarin iyilesmesinde
etkili olamasa da (p>0.05), 6zellikle SNCA geninin ekspresyonunun azaltilmasinda ve
alfa-siniiklein agregatlarinin ¢oziilmesinde etki gostermistir (p<<0.05). TZ'nin fareler
tizerinde rotenone ile indiiklenen Parkinson modelinde kismi ndroprotektif ve alfa-
siniiklein anti-agregatif etkisi, TZ'nin sistemik olarak PGK1 aracili ATP seviyelerini
artirmasina ve bdylece PH'min enerji metabolizmasi {izerindeki olumsuz etkisini
iyilestirmesine baglanabilir.

Anahtar kelimeler: Parkinson Hastaligi, Rotenone, Terazosin, Alfa-Siniiklein,
PGK1, ATP



ABSTRACT

Efficacy of Terazosin in Rotenone induced Parkinson's Disease Model in Mice

Parkinson's disease (PD) is one of the most common neurodegenerative
diseases characterized by progressive neuronal loss, accounting for 10 million disease
burden worldwide. Studies reveal that, in neurodegenerative diseases, the incidence of
which increases exponentially with age, ATP-dependent repair mechanisms are
inhibited as a result of decreased ATP levels due to impaired energy metabolism or
mitochondria becoming less efficient by producing less ATP and increased production
of toxic ROS. Terazosin (TZ), a heterocyclic compound have a quinazoline core, is
proposed to bind to phosphoglycerol kinase 1 (Pgkl) and accelerating glycolysis by
increase ATP production through Pgkl activation, thereby protecting neurons by
slowing or preventing neurodegeneration of PD. Although TZ has been shown to
exhibit neuroprotective properties, a number of different possible mechanisms
resulting in altered alpha-synuclein aggregation remain unclear. Our study was
designed to understand the neuroprotective and antiaggregative mechanisms of TZ. A
total of 68 male Swiss mice aged 6-8 months, weighing 30-35 g and divided into 7
groups of 8 to 12 mice per group were used in the study. Rotenone at a dose of 1.2
mg/kg/2day was administered subcutaneously to mice for three weeks to create PD
model, followed by intraperitoneal administration of 10 pug/kg/2 day Terazosin to mice
with PD. Cylinder spontaneous activity test was used to determine the loss of motor
function in mice. DNA damage in the striatal region was determined by the Comet
method. Expression changes in alpha-synuclein (SNCA, PARK1) and tyrosine
hydroxylase (TH) genes were determined by quantitative real-time polymer chain
reaction (QRT-PCR). Changes such as Lewy body (LB) formation and neuronal
damage were shown histopathologically. In addition, alpha-synuclein, which is
expected to be present in Lewy bodies, and tyrosine hydroxylase, is involved in the
synthesis of dopamine, were investigated immunohistochemically. Although terazosin
was not effective in the repair of rotenone-induced DNA damage or recovery of motor
functions (p>0.05), it was especially effective on reducing the expression of SNCA
gene and dissolving alpha-synuclein aggregates (p<0.05). The partial neuroprotective
and alpha-synuclein anti-aggregative effect of TZ in a rotenone-induced parkinsonian
model on mice may be attributed to TZ systemically increasing PGK1-mediated ATP
levels, thereby ameliorating the adverse effect of PD on energy metabolism.

Keywords: Parkinson's disease, Rotenone, Terazosin, Alpha-Synuclein, PGK1, ATP
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Grup 5’e ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile ++/+

IMMUN boyamast, X20. ....ueviivieiiiieiiiie e 55
Grup 4’e ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile ++ immiin
bOYamMast, X20. ...ooiieiiiiiieiiiie it 55
Grup 7’ye ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile +++/++
Immin boyamast, X40. ........ccceriiiiiiiiii s 56
Grup 6’ya ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile +++/++
ImmUn boyamast, X40. ........cccveiiiiirieiiiie e 56
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1. GIRIS

Parkinson hastaligi (PH), alfa-siniikleinin (AS) yaygin sekilde yanlis
katlanmas1 sonucu olusan bir proteinopatidir. Ileri yaslarda en sik goriilen
norodejeneratif hareket bozuklugu ile karakterize PH’da, dopaminerjik nigrostriatal ve
diger ndron sistemlerinin ilerleyici dejenerasyonu nedeniyle ortaya cikan istirahat
tremoru, rijidite, bradikinezi ve beden pozisyonu dengesizlikleri gibi motor ve motor
olmayan bilissel ve limbik/otonom bozukluklar klinik éneme sahiptir. Bu durum,
substantia nigra pars combacta (SNc) ve diger subkortikal ¢ekirdeklerdeki pigmentli
noronlarin kaybina ve sitoplazmik Lewy cisimcikleri (LC) ile distrofik Lewy
noritlerinin (LN) yaygin olarak bulunmasina bagli olarak ortaya c¢ikmaktadir.
Dopamin eksikligi ve diger biyokimyasal ve noronal yetersizlikler hastaligin klinik
tablosunu olusturmaktadir. Bunun yaninda, beyin sap1 tipi Lewy cisim bozuklugu
(LCB) (1) olarak da adlandirilan PH veya AS tipi parkinsonizmin disinda,

parkinsonizmin farkli nedenleri de bulunmaktadir (2).

Ozellikle beynin substantia nigra pars combacta ve pontin locus ceruleus
bolgelerinde goriilen depigmentasyon, noronal kayip ve gliozis gibi durumlar
neticesinde Parkinson Hastalig1 goriiliir. Ayrica, vagus dorsal niikleus ve diger beyin
kokii niikleuslarinda da ndronal dejenerasyon gozlenir. Saglikli kisilerde Substantia
Nigra (SN) pigment noronlarinin sayist 550.000 olarak bilinirken, Parkinson
Hastalarinda say1 %66 oraninda diismektedir (3). Ayrica, normalde 260.000 olan
pigmentsiz noronlarin PH durumunda %24 oraninda distiigii tespit edilmistir.
Parkinson Hastaliginin ilk belirtileri goriildiiglinde genellikle substantia nigra pars
combacta néronlarinin %60 kaybedilmistir ve bu durum hastaligin erken doneminde
ciddi bir néronal kayip oldugunu gosterir (4). Bununla beraber, Parkinson Hastalarinda

hipokampus bdlgesinde belirgin bir kiigiilme yani atrofi de goriilmektedir (5).

Lewy cisimcikleri, alfa-siniiklein proteininin anormal birikimi neticesinde
ortaya ¢ikan ve sinir hiicrelerinin iletisimi etkileyerek diisiince, hareket, davranis ve
ruh hali gibi problemlere yol acabilen PH nin ana belirtecleridir. AS, dogal halinde
katlanmayan bir proteindir (6). Ancak SNCA geninde meydana gelen mutasyonlar

veya oksidatif stres gibi Parkinson Hastalig1 mekanizmalar1 neticesinde, sitoplazmada



yanlig bir sekilde katlanarak agregasyonun baslamasina sebep olur. Alfa-siniiklein,
mitokondriyal ve ubikitin-proteozom sistemi (UPS) gibi mekanizmalara zarar vererek
tekrarlar halinde protein birikmesine ve hiicre 6liimiine yol agan bir kisir dongiiye
neden olur. Dopaminerjik Noronlar (DN)’lerdeki, dopamin sentezinin sinirlayici
enzimi olan Tirozin Hidroksilazin (TH) aktivitesini engelleyerek Dopamin salinmasini
inhibe ettigi de ifade edilmistir. Bunun aksine, hiicrelerde alfa-siniikleinin ifade
edilmemesi, tirozin hidroksilaz aktivitesini ve dolayisiyla dopamin sentezini indiikler
(7). DA’nin sinir hiicrelerinde birikmesi de toksik etkilere, oksidatif strese ve sonug

olarak hiicre 6liimiine yol agabilir (8).

Parkinson Hastalig1’nin temel nedeni heniiz bilinmemekle birlikte; AS protein
birikiminin, mitokondri islev bozukluklarinin ve oksidatif hasarin hastaligin
olusumunda 6nemli rol oynadig diisiiniilmekte olup ayrica ¢evresel faktorler, genetik

yatkinlik, yaslanma ve bazi travmalarin da etkin oldugu bilinmektedir (9).

PH wvakalarinin ¢ok biiyilk bir kisminda sebebin bilinmemesi, cevresel
maruziyetlerin PH’ye sebep olabilecegi inancini kuvvetlendirmektedir. Pestisitlerin bu
hastaliklar arasinda yaygin olarak bilinen etkisi ndrotoksisitedir. Kronik pestisit
maruziyetinin ALS, Alzheimer ve PH gibi norodejeneretif hastaliklarla baglantisi

gosterilmistir (10).

Cevresel kosullarin ve etkenlerin 1yi anlagilmasi, uzun vadede hem hastaligin
onlenmesinde hem de tedavisine giden yolda onemli bir adimdir. PH’yi hayvan
modelleri ile calismak gen — cevre iligkisini ve patoloji mekanizmasini anlamayi
kolaylastiracagindan oldukca énemlidir (11). Insanlarda deneysel parkinson modelinin
olusturulmas1 miimkiin olmadig1 i¢in calismalar agirlikla deney hayvanlarina
yonelmistir. Parkinson modelleri deney hayvanlarinda olusturularak degisik ilaglarin
modeller {izerinden test edilmesi yoluna gidilmistir. Parkinson modeli olusturmak
amaciyla secici olarak dopaminerjik ndronlar1 tahrip ettigi bilinen nérotoksinler olan

rotenone, 6-OHDA, MPTP, parakuat ve maneb kullanilmaktadir (12).

Rotenone, Lonchocarpus ve Derris cinsi bitkilerin koklerinden elde edilen ve
dogal olusan bir insektisittir. Yiiksek lipofilik 6zelligi sahip bir pestisit olan rotenone,
tastyicilara ithtiya¢ duymaksizin kan-beyin bariyeri dahil bilinen tiim biyolojik zarlari

kolayca asabilmektedir (13). Norotoksik etki mekanizmasi tiim yonleriyle agikliga



kavusturulamamis olan rotenone’un mitokondriyal kompleks 1’e baglanarak inhibe
ettigi ve bozulan elektron akisi nedeniyle de ATP iiretiminin azaldig1 bilinmektedir

(14, 15).

Deney hayvanlarinda, rotenone modeli diger bazi non-invaziv ve invaziv
norotoksik kimyasal modellere kiyasla klasik PH’ nin ¢ogu 6zelligini daha basarili bir
sekilde indiikleme yetenegi gosterir. Bu model, klinik tablonun; DN kaybini, AS iceren
Lewy cisimciklerini, kismen tremoru ve diisiik motor fonksiyonlarini énemli 6l¢iide
taklit edebilir (16-18). Ayrica rotenone ile indiiklenen deneysel PH modelinde, ¢ogu
zaman insanlarda goriilen bazi davranigsal ve biligsel Ozelliklerin yaninda (17)

gastrointestinal noropatilerin olusmasi da saglanabilmistir (19, 20).

Parkinson hastalarinin %95°1 gen ve ¢evre iliskisi sonucu ortaya ¢ikan idiopatik
vakalardir (21, 22) ve sebebinin ortaya konmasinda yasanan giigliikler ciddi zaman,
para hatta emek kaybina sebep olmaktadir (23). DSO tahminleri eger ¢dziim
bulunmazsa norodejeneratif hastalikla yasayan insan sayisinin 2040 yilinda 70
milyonu, 2050 yilinda da 106 milyonu asabilecegini ve yapilan saglik harcamalarinin
da ciddi oranda artacagimi gostermektedir (24). insan émriiniin artmasiyla birlikte bu
durumun sosyal giivenlik sistemleri acisindan da ciddi bir yiik olusturabilecegi
diistiniilebilir. Dolayist ile hastaligin sebeplerinin bulunarak mekanizmalarin daha iyi
anlasilmasi biiylik 6nem arz etmektedir ve bunun i¢in kaynak ayrilmasi gerekmektedir

(25).

Terazosin (TZ), ilk olarak 1987 yilinda Gida ve Ilag idaresi (FDA) tarafindan
hipertansiyon tedavisi i¢in onaylandiktan sonra, 1993 yilindan bu yana benign prostat
hiperplazisi (BPH) semptomatik tedavisi i¢in uzun etkili bir alfa-1 adrenerjik reseptor
blokeri olarak da kullanilan bir ilagtir (26, 27). Ilacin yan etkilerinden biri meydana
getirdigi enerji artisidir. TZ'nin fosfogliserat kinaz 1'e (Pgkl) baglanarak enzimatik
aktivitesini destekledigi ve Pgkl araciligi ile ATP artis1 sagladigi gosterilmistir (28).
ATP, hidrotrop (¢Oziicli) Ozellige sahip olmast nedeniyle agregat olusumunu
Onleyebilir ve protein agregatlarini ¢dzebilirken daha da onemlisi PH ile bozulan enerji

metabolizmasini iyilestirme yoluyla da néroprotektif etki gosterebilmektedir (29).

Bu tez ¢alismasi ile TZ'nin, ATP seviyelerini yiikselttigi diisiiniildiigiinde, alfa-

siniiklein de dahil olmak iizere protein agregatlarinin ¢éziinmesini kolaylastirabilecegi



ve PH kaynakli norodejenerasyonda iyilesmeye sebep olabilecegi hipotize edilmistir.
Kan-beyin bariyerini ge¢ebilen TZ nin (30), PH’de koruyucu ve tedavi edici etkilerini
ortaya koyabilmek amaciyla farelerde rotenone-aracilikli Parkinson modeli
olusturulmustur. TZ'nin PH’de ndroprotektif etkisinin gézlenmesinin hedeflendigi bu
calismada, fare beyin dokusundan molekiiler metodlar ile DNA hasar1 ve gen
ekspresyon caligmalari ile elde edilen bulgularin yan1 sira histopatolojik,
immiinohistokimyasal ve motor fonksiyon testleri ile elde edilen veriler

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Hastalig1 Tarihcesi, Epidemiyolojisi ve Tanis1

1817 yilinda ingiliz doktor James Parkinson tarafindan "Titrek Felg" olarak
tanimlanan (31) ve Jean Marie Charcot tarafindan 1937 yilinda ilk bulan kisinin adi ile
anilmaya baslayan Parkinson Hastaligi (PH) (32), diinyada Alzheimer’dan sonra en

sik rastlanan ve yasla dogru iliskili olan nérodejeneratif hastaliktir (16).

Carlsson, 1958 yilinda memelilerin beyin dokusunda Dopaminin (DA)
varligin1 kesfetmistir (33) . Daha sonra Ehringer ve Hornykiewicz, striatal Dopamin
(DA) eksikliginin Parkinson Hastaligi'na yol actigin1 ve Parkinson hastalarina diisiik
dozlarda bir Dopamin prekiirsorii olan Levodopa verildiginde semptomlarin
hafifledigini gostermislerdir (34). Substantia nigra pars compacta ndéronlarinin
nigrostriatal dopaminerjik yol olusturdugu kesfedilmis ve Parkinson Hastaligi'nin
beynin SNc¢ bélgesindeki dopaminerjik noronlarin progresif kaybi ve devaminda
dopamin reseptorlerinin sayisinda meydana gelen azalma sonucunda ortaya ciktigi

anlasilmustir (35).

Parkinson Hastaligt glinimiizde milyonlarca insan1 etkileyen ve
norodejeneratif bir hastalik olarak kabul edilen ve hareket bozuklugunun 6n planda
oldugu bir hastaliktir. Cogunlukla psikotik, affektif ve kognitif bozukluklarla birlikte
seyrettigi i¢in, beyin fonksiyonlar1 {izerindeki etkisi sebebiyle noropsikiyatrik bir

hastalik olarak da tanimlanir (7).

Parkinson hastalarinin yaklasik %90-95'1 sporadik olarak, %5'lik bir kism1 da
Mendel tipi tek gen kalitimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (21, 22). Hastalik riski
kadinlarda %1,3 iken erkeklerde %2 civarinda seyretmektedir (36). Genel
popiilasyonun %0,3’linde hastalik goriilmesine ragmen 65 yas lizerinde bu oran
%3’lere kadar ¢ikmaktadir (37). Tirkiye igin ise prevalans oran1 100,000 kiside 111
vaka olarak bildirilmistir (38).

Dorsey ve arkadaglari tarafindan kiiresel hastalik yiikli ¢alismas1 yapilmistir.
Buna gore, 2015 yilinda Parkinson Hastalig1 vakalarinin yaklasik 7 milyon oldugu ve
2040 yilinda bu saymin yaklasik 13 milyona c¢ikacagi tahmin edilmektedir. Bu

tahminler, potansiyel bir Parkinson Hastaligi pandemisinin olusabilecegi ihtimalini



gostermektedir (39, 40). Ayrica eger kalici tedaviler bulunmazsa Diinya Saglik
Orgiitii'niin (WHO) tahminlerine gére, ndrodejeneratif hastaliklarla yasayan insan
sayis1 2040 yilinda 70 milyonu asabilir ve 2050 yilinda 106 milyonu gegebilir. Ayrica,

bu durumun saglik harcamalarinda 6nemli bir artisa yol agacagi dngoriilmektedir (24).

[k tanimlanmasimnin iizerinden iki asir gegmesine ragmen PH’nin temel nedeni
tam olarak aydinlatilabilmis degildir (41). Hastalik riski ile iliskili demografik
faktorler cinsiyet, yas, beyaz irka mensubiyet, aile Oykiisiinliin olmasi, fiziksel ve
duygusal stres, kisisel ozellikler (¢cekingen olmak, risk almamak) ile kafa travmasi
seklinde; gevresel etkenler ise insektisitler ve pestisitler gibi tarim ilacina maruziyet,
CO, kuyu suyu i¢mek, kirsal kesimde yasam, endiistriyel ajanlar, metaller (mangan,
civa, demir), histerektomi ve/veya destekleyici Ostrojen tedavileri, hayvansal yag, siit

agirlikli beslenme ve obezite olarak belirlenmistir (25).

Noronal 6liimler, hastaligin gelisimindeki en belirgin neden olarak goriilmekle
birlikte heniiz nedeni tam olarak bilinememektedir. Alfa-siniiklein oligomer ve fibril
olusumu, oksidatif stres, inflamasyon, mikroglia aktivitesi artis1, apoptozis, yiiksek
miktarda nitrik oksit tiretimi, hiicre i¢i Kalsiyum (Ca) ve Demir (Fe) homeostazisinin
bozulmasi, yetersiz ndrotrofinler ve glutamat toksisitesi gibi faktorlerin yani sira
yaslilik, pestisitler, postensefalitik infeksiyonlar, MPTP, Rotenone ve kronik
manganez intoksikasyonu gibi c¢evresel etkenler ile genetik faktorler bilinen yaygin
sebepler arasindadir (42-44) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Parkinson hastaliginda mekanizmalar

Parkinson Hastalig1’nin klinik 6zellikleri istirahat tremoru, rijidite, bradikinezi,
postural instabilite, 6ne egik durus ve motor bloklar sekilde ifade edilmistir. Bu
belirtilerden en az iki tanesine sahip kisiler hastalik tanis1 almaktadir (41). Hastalikta,
motor fonksiyonun azalmasinin yani sira, disotonomi veya otonom disfonksiyon, koku
kaybi1 olan hipozmi, depresyon ile demans (bunama) ve uykusuzluk (insomniya) gibi

belirtiler de meydana gelebilir (45-47).

2.2. Parkinson Hastahg1 ve Alfa-Siniiklein

Protein birikimi, bir¢ok ndrodejeneratif hastalikta goriilen ortak bir molekiiler
olaydir. Noronlar da bircok farkli hiicre tipi gibi anormal protein birikimine yanit
olarak c¢oziinmeyen protein fibrillerinden olusan protein inkliizyonlar1 olusturma
egilimindedir.

Bazal gangliyonlar (BQG), temel gorevleri hareket sistemini kontrol etmek ve
hassas ayarlamalar yapmak olan birbirleriyle baglantili subkortikal niikleuslardan

olusan yapilardir (48). Substantia nigra pars combacta bélgesi de bu yapinin i¢inde yer



almaktadir (49). Parkinson Hastaligi igin temel patolojik oOzellikler, beyindeki
substantia nigra pars compacta bolgesindeki noromelanin (NM) igeren DN’lerin
6liimii ve sag kalan sinir hiicrelerinin gévdelerinde yogunlasmis alfa-siniikleinlerin
biriktigi Lewy cisimcigi (LC) veya Lewy ndritleri (LN) olarak adlandirilan, eozinofilik
inkliizyon cisimciklerinin varhgidir (Sekil 2.2) (50). Norodejeneratif hareket
bozukluklar1 alaninda en yogun olarak arastirilan protein inkliizyon patolojisi de, yiiz

yil 6nce kesfedilen Lewy cisimcikleridir.
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Sekil 2.2. PH'de Lewy patolojisi. A: H ve E ile boyanmis melanize SNc¢ néronunda
Lewy cisimcikleri. B: Ubiquitin ile boyanmis melanize SNc¢ néronundaki
sitoplazmik protein birikimleri. C: Ubiquitin (kirmizi) ve alfa-siniiklein
(sar1) ile boyanmigs SNc¢ noronunda Lewy cisimciklerinin konfokal
mikroskopik goriintiisii. D: Ubiquitin ile boyanmis intrandronal Lewy
noritleri (50).

Alfa-Siniiklein, agregasyona yatkin ve agregat formlarinda iken Parkinson
hastaliginda goriilen nérodejenerasyonun Onemli sebeplerinden olan noronal bir
proteindir. Insan beyninin tiimiinde ve neokorteks, hipokampus, substantia nigra,
talamus ile serebellum gibi bolgelerde yiiksek seviyelerde ifade edilen alfa-siniiklein
proteini, sitosoldeki protein igeriginin %]1'ini olusturur. Bu protein yogunlukla
noronlarda daha az olarak da glial hiicrelerde ifade edilir. Alfa-siniikleinin ifadesi,
ndronal gelisim sirasinda gerceklesir. Insan modelinde, alfa-siniiklein gebeligin on

besinci haftasindan itibaren fetusda bulunurken; fetal donem boyunca tiim organlarda

yer alir (51).

Dimerik yapilardan baslayip 100'den fazla monomerinin birlesimine kadar
degisen farkli c¢oziiniirteki oligomerik yapilar olusturma yetenegine sahip bir

proteindir. Cogunlukla aksonlarin presinaptik terminallerinde ve dogal olarak



sitosolde katlanmamis, monomerik ve ¢oziiniir kiiglik bir protein olan normal alfa-
siniiklein, sinaptik vezikiillerin membranlarina baglanmaktadir. Belirli kosullar ve
bazi ek proteinlerin de katkisiyla membran baglanmasin1 kaybeden protein, kendi
kendine agregasyona baslayarak kiiresel ve iplik benzeri Lewy cisimcikleri veya Lewy
sinir ¢ekirdekleri olusturur. PH, alfa-siniikleinopatiler olarak nitelendirilen

norodejeneratif hastaliklar arasinda en yaygin olanidir (52).

4g21'de lokalize SNCA (PARK1) geni tarafindan kodlanan ve ilk olarak
Alzheimer hastaligi (AH) olan hastalarin beyinlerindeki B-amiloid plaklarin amiloid
olmayan bileseni olarak tanimlanan alfa-siniiklein proteininin tam islevi halen
belirsizligini korusa da; istemli ve istemsiz hareketleri kontrol etmede etkin
norotransmitter olan dopaminin salinimini, vezikiil eksositosisini ve homeostazini,
sinaptik islevleri ve plastisiteyi diizenledigi diisiiniilmektedir (53). Noronal presinaptik
kiictik bir protein olan alfa-siniikleinin 140 amino asitlik yaygin bulunan varyantinin
yani sira; sirasiyla ekzon 3 ve ekzon 5'i igermeyen 126 amino asit ve 112 amino asitlik
varyantlar1 da bulunur (54). Yapisinda sistein ve triptofan aminoasidi bulundurmayan
protein, %29 oraninda yiiklii rezidiileri nedeniyle totalde polar bir yapiya sahiptir.
Alfa-siniiklein proteini {i¢ farkli yapisal bolge igerir: 1-60. aminoasidlerin yer aldigi,
pozitif yiiklii lizin aminoasidince zengin amfipatik N-terminal bolgesi. Bu bolge, lipid
membranlar ve vezikiilllerle etkilesimini saglayan a-heliks yapisinin olusumunda
onemli KTKEGYV korunmus dizisini iceren 11 aminoasitlik tekrar alana sahiptir. Orta
hidrofobik bdlge, 61-95. aminoasitlerin bulundugu amiloid olmayan bilesen
bolgesidir. Bu bolge icinde bulunan 71-82 arasi kalintilar, beta katlanma yapisi
olusturma egiliminde olup, yanlis katlanma ve fibrillere agregasyon ic¢in temel bir
oneme sahiptir. 96-140. aminoasitleri kapsayan, yiiksek derecede asidik ve prolinden
zengin olan C-terminal bolgesi ise oldukca esnek ve dogal olarak diizensiz bir alandir

(Sekil 2.3) (55-57).
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Sekil 2.3. Alfa-siniikleinin yapisal ¢esitliligi (58)

Monomerik alfa-siniiklein ile oligomerik yapilanma sergileyen protofibril ve
fibriler yapilar1 arasinda yapisal farkliliklar vardir. Monomerik ve fibriller formlarin
aksine protofibriller alfa-siniikleinlerin yapilari beta-tabaka agisindan zengindir (Sekil
2.4). Protofibriller sentetik vezikiillere sikica baglanirlar ve gegici olarak bu
vezikiilleri gegirgen hale getirirler (59). Volles ve arkadaslar1 atomik gii¢ mikroskopisi
kullanarak protofibriller alfa-siniiklein tarafindan vezikiil membranlarinin yikimin
dogrudan goézlemlemislerdir. Boylece, alfa-siniiklein oligomer yapilarinin nigral

noronlar igin fibrillerden daha toksik olabilecegini ileri stirmiiglerdir (60).
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Sekil 2.4. Alfa-siniiklein monomerlerinin ii¢ boyutlu modelleri (58)

Alfa-siniiklein proteinini kodlayan SNCA geni ile ilgili polimorfizm ve
mutasyon caligmalari, PH arasinda nedensel bir baglanti olduguna dair ¢ok sayida
kanit sunmaktadir. PH tiim genom sekans c¢alismalari, SNCA'daki tek niikleotid
degisimlerinin idiyopatik PH igin bir risk faktorii oldugunu gostermistir (61, 62).
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Dominant olarak gecen PH'da ilk tanimlanan SNCA mutasyonu olan Ala53Thr’ nin
ardindan Glu46Lys, His50GIn, Gly51Asp ve Ala30Pro gibi farkli mutasyonlar da
tamimlanmustir (63, 64). 1998 yilinda Conway ve arkadaslari, SNCA yanlis anlaml
mutasyonlarinin  alfa-siniiklein fibril olusumunu in vitro olarak hizlandirdigimi
gostererek; alfa-siniiklein yanlis katlanma ve agregasyonunun PH patogenezindeki
etkinligini ortaya koymuslardir. SNCA duplikasyonu ve triplokasyonlari da PH
hastalarinda tanimlanmistir (65). Alfa-siniikleinin net olarak islevi bilinmemekle
birlikte, ifadesinin yalnizca sinaptik gelisimden sonra tespit edilebilmis olmasi
nedeniyle; olgun presinaptik terminallerde sinaptik vezikiil arzinin siirdiiriilmesinde
rol oynadig1 diisiiniilmektedir. In vitro gen susturma galismalari, Alfa-siniikleinin
olgun noéronlarda farkli sinaptik vezikiil havuzlarinin miktarini diizenledigini
gostermistir. Ayrica, SNARE komplekslerinin olusumunda molekiiler bir saperon
olarak gorev yaparak sinaptik aktiviteyi diizenledigi, bu nedenle de sinaptik sinir
uclarindan nérotransmitter salinimi igin gerekli oldugu kanaati yaygindir (66-68).
Alfa-siniiklein, hem dopamin salinimimi diizenleyerek istemli ve istemsiz hareketleri
kontrol etmekte hem da SNCA geni susturulmus farelerde gosterildigi gibi hafiza ve
bilissel fonksiyonu etkileyebilmektedir. Islevi artan sinaptik aktivite ve yaslanma
stirecinde daha da 6nemli bir hale gelmekte ve nérodejenerasyona katkida bulunan bir
faktor halini almaktadir (69). Dogal olarak sitozolda katlanmamis bir monomer
seklinde bulunurken; lipid membranlarin varliginda katlanmis bir alfa-helikal ikincil
yapiya doniiserek dimerler ve oligomerler olusturma egiliminde oldugu bilinen alfa-
sinlikleinin, ge¢irmis oldugu posttranslasyonel modifikasyonlar olan fosforilasyon,
ubikitinasyon ve nitratlanmanin agregasyon siireci ve Lewy cisimcikleri olusumu ile

norotoksisiteyle iliskili oldugu diigiiniilmektedir (70).

Alfa-siniikleinin en yaygin posttranslasyonel modifikasyonu fosforilasyondur
ve ¢ogunlukla S129 ve daha az oranda S87 serin kalintilart ile Y125, Y133 ve Y135
tirozin kalintilar tizerinden meydana gelir. Fosforile S129, ¢6ziinmez alfa-siniikleinde
yaklasik %90 iken, bu oran ¢oziiniir sitozolik alfa-siniikleinlerde sadece %4'tiir (70).
Bu da fosforile alfa-siniikleinin agregasyon siirecinde 6nemli rol oynadigini gosterir.
PH ve DLC hastalarindaki LC lezyonlarinda Serl29 yogun bir sekilde
fosforillenmistir. Dahasi, alfa-siniiklein Ser129 fosforilasyonu invitro olarak fibril

olusumunu tetiklemektedir (71).
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Ikinci en yaygin posttranslasyonel modifikasyonu ubikitinasyondur ve ubikitin
alfa-siniikleine lizin kalintilarindan baglanir. Ubikitin proteozom sistemi (UPS) ve
otofaji alfa-siniikleinin par¢alanmasinda rol oynar. Ubikitin proteozom sistem, hem
¢Oziinlir formunu hem de proteinin agregat formlarini bozarak protein par¢alanmasini
gerceklestirir. Lizozomal yolak ise yanlizca proteinin agregat formlarini bozarak
pargalanmasini saglar (14). Alfa-siniiklein 15 adet lizin kalintisi igermesine ragmen,
Lewy cisimciklerinden izole edilen alfa-siniiklein proteininin ¢ogunlukla K6, K10 ve
K12 kalintilarinda ubikitinlendigi goriiliir. Ubikitinasyonu, alfa-proteinin islevi ve
aktivitesinde degisikliklere neden olarak, yerlesim ve yikim siireglerini etkiler (72).
Alfa-Siniiklein agregatlagsmasi ve proteazom islev bozuklugu arasinda karsilikli bir
kisir dongii iliskisi var gibi goriinmektedir. Agregatlasma proteozomun diizenleyici
tinitesi ile etkilesime girerek, proteozom aktivitesini inhibe eder. Synder ve
arkadaglari, alfa-siniikleinin proteozom diizenleyici iinite ile ilgili yapisal bir
degisiklige neden oldugunu gostermislerdir (73). Ote yandan, proteozomun inhibe
edilmesi de alfa-siniiklein agregatlarinin olusumunu ve dopaminerjik néronlarin
6lumdiini tetikler. Boylece, alfa-siniiklein birikimi ya da proteazom islevinin bozulmasi

nigral noronlar i¢in bir kisir déngii olusumunu baslatir (74-77).

PH'de proteazom islevinin anormal oldugunun bildirilmis olmasi dikkat
cekicidir. Proteazom bir adenozin trifosfat (ATP) bagimli proteolitik enzim oldugu
icin ATP'nin temini gereklidir. ATP tiiretimi temel olarak mitokondriyal solunuma
bagimlidir. PH'de mitokondriyal islev bozuklugu iyi bilindiginden, proteazom
islevinin degistigine inanmak igin iyi bir neden vardir (78, 79). Ancak PH'de
proteazom islevi lizerinde fikir ayriliklar1 da bulunur. Tofaris ve arkadaslar1 PH'de

proteazom islev bozuklugu tespit etmemislerdir (80).

Diger yaygin bir posttranslasyonel modifikasyonu ise Y39, Y125, Y133 ve
Y136 tirozin kalintilarinin nitratlanmasidir. Lewy cisimciklerinde yiiksek oranda
nitratlanmis alfa-siniiklein bulundugu belirlenmistir. Lewy cisim olusumu goriilen
hastaliklarda 6nemli bir faktor olarak kabul edilen nitratlanma, yiiksek oksidatif stres
kosullarinda artar. Artan hiicresel oksidatif stres, alfa-siniiklein agregasyonunu da
artirir. In vitro calismalar, alfa-siniikleinin nitratlanmasinin oligomer olusumunu ve
mitokondriyal bozulmay1 indiikledigini ve integrin yolak araciligiyla apoptoza yol

actigimi gostermistir. Bir PH hiicre modelinde, alfa-siniikleinin artmis nitrik oksit
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tiretimi nedeniyle nitratlanmasinin, norotoksik alfa-siniiklein tiirlerinin seviyesinde

artiglara ve hiicre 6liimiine neden oldugunu gostermistir (81).

PH’da Lewy cisimcik olusumundan once alfa-siniiklein'in fosforilasyonu ve
¢Oziinlirliiglinde degisiklikler meydana geldigi ve ¢oziiniirliigli azalirken fosforilasyon
diizeylerinin biiyiik 6l¢iide arttigi belirlenmistir. Ayrica, Lewy cisimcik olusumu alfa-
siniiklein'in lipidlerle iligkisinin artmasi ile de iliskilidir (82). PH iizerine yapilmis
uzun siireli bir arastirmayla, Lewy cisimcik birikimlerinin limbik beyin bolgelerine
yayilmasi i¢in ortalama 13 yilin, PH vakalarinin %50'sinde birikimlerin birlesik
kortekslerde ortaya c¢ikmasi igin ise 18 yilin gerektigi gosterilmistir (83). Bu
caligmalar, alfa-siniikleinin hiicrelerde meydana getirdigi degisikliklerinin yaygin
bicimde ortaya ¢ikabilmesi i¢in dnemli bir siirenin gerektigini ve geri doniisii olmayan
fibrillasyonundan onceki posttranslasyonel modifikasyonlarinin 6nemli bir adim

oldugunu gostermektedir.

Normal kosullarda, sitoplazmada katlanmamis bir monomer olan alfa-
siniiklein patolojik kosullarda, yapisal degisikliklere ugrar ve monomerler birbirleriyle
agregasyon yaparak c¢oziinmez hale gelir. Yapisindaki degisikliklerin proteinin lipid
yiizeylere, lipid damlaciklarina, fosfolipit ¢ift tabakalara veya lipid membranlara
baglandiginda ve/veya etkilesime girdiginde basladigini gdsteren kanitlar vardir. insan
noronlarindan izole edilen alfa-siniiklein monomerleri, sentetik lipid membranlara
maruz kaldiklarinda hizla membran yiizeyine baglanarak dimerler ve oligomerler
olusturmaktadir. Bu tiir bir etkilesimin, dramatik sekilde alfa-siniikleinin katlanmamis
formundan katlanmig alfa-helikal ikincil yapiya degismesine neden oldugu
distiniilmektedir (84). Alfa-siniikleinin N-terminal bdlgesinde bulunan 11
aminoasitlik tekrarlar, apolipoproteinler ve diger lipid baglayici proteinler igin yaygin
olan amfipatik alfa-helikal motiflere benzerlik gosterir ve lipid membran baglanma
stirecinde 6nemli bir rol oynar (85). Bu degisikligin 6nemi, alfa-helikal formunun
hiicreler icin toksik olduguna inanilan farkl tiirde oligomerleri olusturma egiliminde

olmasidir.

Membranlarin  lipid  Dbilesimlerinin  de, alfa-siniikleinin membrana
baglanmasini, etkilesimini ve sonrasindaki oligomerlesmeyi etkiledigi gosterilmistir

(86). Coziiniir durum ve membrana baglanma durumu arasinda siirekli bir denge i¢inde
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bulunan  alfa-siniikleinin  membrana  baglanmasi,  fosfatidilinositol ~ veya
fosfatidilserinin varligina baglidir. Tercihen lipidlerle zenginlestirilmis bolgeler olan
lipid sallarmma baglama egilimindedir. Yiiksek kolesterol ve sfingolipid
konsantrasyonlari ile alfa-siniikleinin baglanmasini destekleyebilecek degismis ylizey
yiikiine sahip bu lipid sallar1, proteinin baglanmasini ve oligomerlesmesini tesvik eden

bir platform olarak hizmet etmektedir (87).

In vitro ¢alismalar, alfa-siniiklein oligomerik agregatlarinin néroenflamasyon,
norodejenerasyon ve hiicre 6liimiine yol agan bir dizi ikincil siirece neden oldugunu
gostermektedir (88). Agregat olusumunun norotoksisitedeki patojenitenin ortaya ¢ikis
noktasi olmasinin yani sira, agregat yapist olusurken alfa-siniiklein monomerlerinin
fizyolojik konumlarindan kaybolmas: ile bir fonksiyon kaybinin yasandigi ve bunun

da norodejenerasyona katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir (89).

Norotransmitter salinimini degistirmenin yani sira vezikiiler tagimayla ve
vezikiil fiizyonu ile ilgili de rol oynayan alfa-siniiklein, ¢oziiniir N-etylmalimid duyarl
faktor baglama protein reseptor (SNARE) komplekslerinin montajinda molekiiler bir
saperon olarak calisir. Genel olarak, alfa-siniiklein birikimi gerceklestiginde ve
SNARE proteinleri ile etkilesimi dogru sekilde olmadiginda nérotransmisyon ve
sinaptik iglev bozuklugu ile ndrodejenerasyona neden olarak PH patogenezinde

gozlenen biligsel ve motor semptomlara katkida bulunmaktadir (66).

[k olustugunda katlanmamis bigimde olan alfa-siniiklein, konsantrasyonuna ve
¢ozeltinin Ozelliklerine gore alfa-heliks ya da sitotoksik ozellikteki beta-katlanma
tabakas1 yapist olusturabilir (90). LC’lerde beta-tabaka yapisinin kiimelesmis fibril
formunda temel unsur olmasinin yaninda fibril olusumu ve sitotoksik alfa-siniiklein
icin 6nemli bir yapilanma big¢imi oldugu belirlenmistir (91, 92). Destplast ve
arkadaslar1 tarafindan yanlhs katlanmis alfa-siniikleinlerin hasta néronlardan saglikli

noronlara gecebildigini gostermislerdir (93).

Yanlis katlanip agregat olusturdugunda ise mitokondri ve noéronlar i¢in toksik
hale gelir. Kiiltiir ortamindaki insan dopaminerjik noronlarinda alfa-siniiklein
birikiminin, endojen dopamin iiretimine gereksinim duyan ve reaktif oksijen tiirleri
tarafindan diizenlenen apoptoz ile sonuglandigini gostermislerdir (94). Mitokondri ve

noron lizozomal fonksiyonlarinin bozulmasi neticesinde hiicreler 6lmektedir.
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Alfa-siniikleinin hem dogal formu hem de mutant tipi nigral ndronlarda asiri
tiretildiginde norotoksik etkiye sahiptir. Kirik ve ekibi, adeno-benzeri viriis vektoriinii
kullanarak, SNCA genini nigral néronlara lokal enjeksiyonla aktarmislardir. Alfa-
siniiklein asir1 Uretildigi nigral noronlarda pozitif sitoplazmik inkliizyonlar ve
sisiklerle distrofik noritler gozlenmistir. Gen aktarimindan 8 hafta sonra ise striatal
dopamin seviyesinin %30-80, tirozin hidroksilaz aktivitesinin de %40-50 oraninda

azaldig1 belirlenmistir (95).

Alfa-siniiklein agregasyon dinamiklerini modiile eden faktorler arasinda beta
ve gamma siniikleinden de bahsetmek gerekmektedir. Beta-siniiklein, monomerleri
veya erken evre oligomerleri dogrudan baglayarak daha fazla agregat olusturmalarini
Onleyerek alfa-siniikleine karsi ve hatta amiloid-f peptitlerine karsi bir antiagregasyon
ajan1 olarak hareket edebilmektedir. Gama-siniikleinin de benzer bir etkiye sahip
oldugu diisiiniilmektedir (96). Beta-siniiklein 5935 bolgesinde bulunan SNCB geni,
gama-siniiklein de 10q23 iizerindeki SNCG geni tarafindan kodlanir (97, 98).

2.3. Parkinson Hastalig1 ve Dopamin

Dopamin (DA, 3,4-dihidroksifeniletilamin), endojen neurotransmitter olarak
nigral néronlarda sentezlenen bir hormondur (99). Beyindeki sinir hiicreleri arasinda
sinyalleri ileterek fiziksel hareket ve duygusal davranisin kontroliine yardime1 olmasi
nedeniyle bir ndrotransmitterdir. Sinir sisteminin normal fonksiyonu i¢in gerekli olan
tirozin hidroksilaz, DA sentez yolaginda tirozinin dopamine doniisiimiinden sorumlu

olan enzimdir (100).

DA sentezi, belli enzimatik reaksiyonlar sonucunda gerceklesir. Beyinde,
Tirozin amino asidi, oksijen, demir ve tetrahidrobiopterin (BH4) kullanilarak tirozin
hidroksilaz (TH) enzimi araciligiyla L-DOPA'ya katalizlenir. DA metabolizmas1 Sekil
2.5’de gosterilmistir (101). L-DOPA, aromatik dekarboksilaz enzimi tarafindan
dekarboksile edilerek Dopamin iiretilir. Dopamin, sinaptik vezikiillere vezikiiler
monoamin tastyicilart (VMAT) tarafindan alinir. Sonrasinda DA gelen sinir
uyarimiyla noron terminallerinden sinaptik bosluga ekzositoz yoluyla salinir. Salinan
Dopamin, dopamin reseptorii'ne (DR) baglandiginda postsinaptik hiicrede bir yanit

meydana gelir. DR’ler, G protein eslesmeli reseptorlerdir ve bes farkli tipi bulunur. Bu
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DR’ler, D1 ve D5'i iceren D1 benzeri reseptorler ve D2, D3 ve D4'li igeren D2 benzeri
reseptorler olmak iizere tekrar iki gruba ayrilirlar. D1 benzeri reseptorler, adenilat
siklaz aktivasyonuyla siklik adenozin monofosfat (¢CAMP) iiretimini artirirken, D2
benzeri reseptorler Gi/o proteinleri ile etkilesime girerek adenilat siklazi inhibe eder
ve cAMP tiretimini engeller (102). D1 reseptdrleri uyarici bir islevi yerine getirirken,
D2 reseptorleri inhibe edici bir rol oynar. D2 reseptorleri, dopaminerjik sistemin
presinaptik bolgesindeki ana reseptorlerdir (103). Dopamin sinaptik veya presinaptik
bolgelerde, monoamin oksidaz B (MAOB) ve katekol-O-metiltransferaz (COMT)
enzimleri tarafindan enzimatik olarak parcalanir. Bununla birlikte, enzimatik bozunma
yeterli olmadiginda, dopaminin inaktivasyonu i¢in ek mekanizmalar devreye girer.
Dopamin tasiyict  (DAT)’lari, sinaptik aralikta dopamin ndorotransmitter
konsantrasyonlarinin diizenlenmesinden sorumlu biitiinlesik zar proteinleridir (104).
Son agama olarak Dopamin, DAT’lar araciligiyla sinaptik araliktan geri alinir ve
presinaptik bolgeye tasinir. Presinaptik bdlgeye getirilen Dopamin vezikiiller halinde

tekrar depolanir (105).

TH dogrudan Parkinson Hastaligina neden olmaz ancak TH genin mutasyonlari
Parkinson Hastalig1 benzeri hastaliklara neden olabilir (106). Tirozin Hidroksilaz gen
ifadesindeki azalma, DA sentezinde azalmaya neden olur ve bu durum Parkinson
Hastalig1 tablosunu ortaya ¢ikarir (107). Alfa-Siniiklein, TH enzimine baglanarak veya
Protein-Fosfataz2A'y1 indiikleyerek enzimin aktivitesini inhibe eder (107). Sonug
olarak, gen veya protein diizeyinde meydana gelen degisiklikler, dopamin
mekanizmasinin bozulmasina ve beyinde normal islevlerin yerine getirilmesinin
zorlasmasina ve motor fonksiyon bozukluklarina neden olabilir (106). Bu nedenle,
Parkinson Hastaligin1 “striatumun Tirozin Hidroksilaz noksanligi sendromu” olarak

da tanimlamak yanlis olmaz (108).

Tirozin Hidroksilaz’in karmasik bir etki yolagi vardir. DA, hiicrede toksik
etkiler meydana getirebilir ve DA’ ’nin yikimi sonucunda hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tiirleri olusarak oksidatif stres meydana gelebilir (109). Pakinson Hastalig1
tablosunda bir antioksidan olan Glutatyon’un eksikligi sik¢a goriilen bir durumdur ve
buna baglh olarak oksidatif stresin ortadan kaldirilmasi engellenmis olur. Ilging
durumlardan biri, L-DOPA, Tirozin Hidroksilaz tarafindan hem sentezlenir hem de

etkili bir sekilde oksitlenir ve boylece reaktif oksijen tiirleri yani oksidatif stres kaynagi

16



olusur. Bu durum, Parkinson Hastalig1 tablosunda meydana gelen ndrositotoksik
etkilere bir yenisinin eklenmesi anlamina gelir (108). Tirozin Hidroksilaz'in ve DA
saliniminin alfa-siniiklein ile iligkisi dikkate alindiginda, bu {i¢ molekiil arasindaki

yolak bozuldugunda geri doniisii zor bir kisir dongii olusur.

Normal diizeydeki normal-alfa-siniiklein, ¢ogunlukla sinaptik fizyolojik
islevlerle iliskilidir ancak asir1 ifadesi ters etki gosterebilirmektedir. Normal-alfa-
sintikleinin agir1 ifadesinin, DA sentez enzimi olan TH biyosentezini negatif olarak
diizenleyebilecegi dne siiriilmiistiir. Ornegin, normal-alfa-siniiklein asir1 ifade edilen
hiicrelerde, TH promotor aktivitesinde artis ve TH geninin promotdr bolgesinde
bulunan ve bir transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi olan Ca2+-responsif elemente
bagimli transkripsiyonda net bir sekilde azalma oldugu bulunmustur. Bu sonuglar,
normal-alfa-siniikleinin asir1 ifadesinin TH ifadesini ve dolayisiyla DA sentezini
bozarak, dopaminerjik néronal islev bozukluguna neden olabilecegini gostermektedir

(110).

Dopaminerjik ag, ¢cogunlukla miyelinsiz veya az miktarda miyelinli haldeki
yaklasik 450 bin sinir hiicresinden olusur. Bu sinir hiicreleri, yiiksek enerji gereksinimi
olan bir yapiya sahiptir ve diger sinir hiicrelerine kiyasla oksidatif stres etkileri ile
yiikksek demir ve kalsiyum seviyelerine daha duyarlidir. Demir birikiminin bir¢ok

hareket bozukluguyla iligkili oldugu bilinmektedir (25).

Parkinson hastaliginda demirin patojenik olup olmadigi tam olarak
bilinmemekle birlikte, baz1 ¢alismalarda Parkinson hastalarinin beyinlerinde demir
miktarlarmin arttigi gosterilmistir. Demirin, serbest radikal olusumu araciligiyla
Ozellikle dopaminerjik noronlarda hasara neden oldugu disiiniilmektedir (111).
Dopaminerjik noronlarda yogun olarak bulunan néromelanin, demir i¢in bir depo
gorevi gorerek serbest radikalleri baglar. Ancak bu kapasite doygunluga ulastiginda,
serbest radikaller hiicrelere zarar vermeye baglar (112). Demir araciligiyla gerceklesen
dopamin oksidasyonu, mitokondriyal fonksiyonlar1 ve 6zellikle kompleks I ve III'i
olumsuz yonde etkileyerek ATP sentezinde aksamalara ve hatta akut hiicre 6liimlerine

neden olabilmektedir (113).
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Sekil 2.5. Dopamin metabolizmasi: COMT (katekol O-metil transferaz); MAO
(monoaminoksidaz), DAT (dopamin tasiyicist) (101).

Dopaminin tilkenmesi, dopamin reseptorlerinin  yogunlugundaki ve
duyarliligindaki degisiklikleri de tetikler. PH olan hastalarda ve Parkinson hastaligi
modeli olusturulmus hayvanlarda dopamin D2-reseptdrlerinin ve striatumdaki
baglanma boélgelerinin ifade diizeyinde artis, MSN (striatal medium spiny output

neurons) D1-reseptorlerinin seviyesinde ise azalma oldugu belirlenmistir (114).

Dopamin, kognitif, motor ve ruhsal bir¢ok fizyolojik ve davranigsal siirecte
onemli bir rol oynar. Merkezi sinir sistemi DA homeostazindaki bozulmalar
psikiyatrik, norolojik ve norodejeneratif durumlara yol agabilir (115). Buna bagh
olarak, hiperaktivite, sizofreni, manik-depresif (bipolar) bozukluklar, beslenme
bozukluklar1 ile madde bagimlilig1 gibi durumlar ortaya ¢ikmaktadir. Tiim bunlara
bagli olarak, genellikle DA ve sistemi tedavi yaklagimlar1 i¢in temel hedefi
olusturmaktadir (116). PH semptomlarinin da; substantia nigra'daki DN’lerin yaklagik
%50 oraninda ve striatumdaki DA miktarinin %80 oraninda kaybinin ardindan

meydana geldigi bilinmektedir (45-47).

2.4. Rotenone ve PH Hayvan Modellemesi

Parkinson hastalig1 i¢cin bircok deneysel hayvan modeli gelistirilmistir. Bu
modeller, farmakolojik, toksik ve genetik olmak iizere ii¢ farkli gruba ayrilmaktadir
(117). Rotenone giiniimiizde PH modeli olusturmak i¢in en sik kullanilan kimyasal

maddelerden biridir. Rotenone, Lonchocarpus ve Derris cinsi bitkilerin koklerinden
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elde edilen ve dogal olusan bir insektisittir (Sekil 2.6). Yiiksek lipofilik 6zelligi sahip
olan Rotenone, kan-beyin bariyeri dahil bilinen biitiin biyolojik zarlar1 kolayca asabilir
(13). Bu toksik ajanin norotoksik mekanizmasi tim yonleriyle agikliga
kavusturulamamis olmasina ragmen (14), Rotenone Mitokondriyal kompleks 1’e
baglanarak onu inhibe ettigi bilinir. Buna bagli olarak da, elektron akisinin bozulmasi
sonucunda ATP iiretimi azalir (15).

Ayni1 zamanda bir pestisit olan Rotenone biyolojik zarlar1 gecerken tasiyicilara
ihtiya¢ duymaz ve aracisiz olarak hiicre igine girisinden sonra, otooksidasyon siireciyle
reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretilerek oksidatif stres olusur ki; ROS’un aktivitesi
tetiklenir ve mitokondriyal apoptotik yollar devreye girer. Bu durum, DNA, proteinler
ve lipitlerde oksidatif hasar olusmasina yol acar ve sonugta dopaminerjik hiicre
Oliimiine neden olur (Sekil 2.7) (37). Baz1 arastirmalar, Rotenone’nin pro-apoptotik
etkilerinin Mitokondriyal kompleks | inhibisyonundan bagimsiz oldugunu ve ROS
kaynakli oksidatif stresin kaspaz bagimli apoptotik yolag: tetikledigini gdostermistir.
Bununla birlikte rotenone’nun, kaspaz bagimsiz apoptozu da indiikleyebildigi ortaya
konulmustur (118).

Sekil 2.6. Rotenone’un kimyasal yapisi (119)

Rotenone kaynakli norotoksisite, SNCA asir1 ekspresyonu ile agregasyonu
indiikler (118). Ayrica Rotenone tarafindan DNA hasar1 da tetiklenmektedir (120).
Rotenone kaynakli oksidatif hasarin molekiiler hedefleri genel olarak cesitli yollar
igerir ve enerji metabolizmasi ile birlikte Ubikitin-proteazom sistemi de bu
hedeflerden biridir (14).

Deney hayvanlarinda, Rotenone modeli diger bazi non-invaziv ve invaziv
norotoksik kimyasal modellere kiyasla klasik PH’ nin ¢ogu 6zelligini daha basarili bir

sekilde indiikleme yetenegi gosterir. Bu model, klinik tablonun; DN kaybini, alfa-
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siniiklein igeren Lewy cisimciklerini, kismen tremoru ve diisiik motor fonksiyonlarini
onemli Olclide taklit edebilir (16-18). Ayrica Rotenone ile indiiklenen deneysel PH
modelinde, ¢ogu zaman insanlarda goriilen baz1 davranigsal ve bilissel 6zelliklerin

yaninda (17), gastrointestinal noropatilerin olusmasi da saglanabilmistir (19, 20).

Rotenone ilk caligmanin yapildigi 2000 yilindan giiniimiize deney hayvani
modellerinde 20 yildir kullanilan bir ajandir (121). Rotenone'un uygulama sekli
intravendz, subkutan (SC) veya intraperitoneal (IP) olsun, benzer sonuglar elde
edilmistir (37, 122). Hatta intranasal rotenone uygulamasi bile Parkinson Hastaligi'nin

bazi belirtilerini elde etmede etkili olmustur (123).

Bazi arastirmalar farelerde Rotenone modeliyle Parkinson Hastali§i'nin
tamamini gosterememis olsa da (16) ¢ogu ¢alisma Rotenone kullanarak basarili bir
model olusturmustur (124, 125). Bu durumun nedeni biiyiik olasilikla Rotenone’ye
kars1 bireyler ve hayvan irklar1 arasinda cevap farkliliklar1 olabilecegi ve hayvana
verilecek dozu ayarlamanin zorlugundan kaynaklanmaktadir. Ayrica, modelin bir

diger 6nemli eksikligi, %30-35'e kadar ¢ikabilen 6liim oranlaridir (15, 121).
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Sekil 2.7. Rotenone kaynakli dopaminerjik hiicre 6liim yolag1 (25, 126)

2.5. Terazosin

Terazosin hidrokloriir (4-Amino-2-[4-(tetrahidro-2-furoil)piperazin-1-il]-6,7-

dimetoksikinazolin), bir kinazolin tiirevidir (Sekil 2.8). Ortalama yarinlanma émrii 8-
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12 saattir. Terazosin (TZ), 1987 yilinda Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan
baslangicta hipertansiyon tedavisi i¢in onaylandiktan sonra, 1993 yilindan bu yana
benign prostat hiperplazisi (BPH) semptomatik tedavisi i¢in uzun etkili bir Alfa-1
adrenerjik reseptor blokeri olarak da kullanilan bir ilagtir (26, 27).

N.
N
‘ HCL (H;0),

NH;

HiCO

Sekil 2.8. Terazosin’in molekiiler yapisi (127)

Alfa-1 adrenerjik reseptorler, G-proteine baglh reseptor kategorisi tiyeleridirler
(128). Alfa-1 reseptorleri, diiz kas dokusunda yaygin olarak bulunurken, ozellikle
etkisi vaskiiler diiz kas, sfinkter diiz kas1 ve idrar kesesi diiz kas1 gibi yapilarda 6n
plana ¢ikmaktadir. Alfa-1 adrenerjik reseptorler, ayrica merkezi sinir sistemi, endokrin
sistem ve gastrointestinal sistem dahil olmak iizere diger birgok organ sisteminde de
bulunur (129).

Biyoyararlanimi besinlerle degismeyen TZ, bagirsaklardan tamamen emilir ve
proteinlere yiiksek oranda baglanir. Yaklasik %10 kadar1 idrarla, %20 kadar1 diski
yoluyla degismeden atilirken kalan kismi1 ise metabolize edilir (130, 131).

Terazosin i¢in heniiz arastirma asamasinda olan endikasyon dis1 kullanim
alanlar1 mevcuttur. Yeni yapilan bir ¢aligmada, kendi sinifindaki diger ajanlar arasinda
terazosin, MET (Medikal Ekspulsif Terapi) idrar asidi taglarinin ¢6ziilmesi igin
endikasyon dis1 bir ajan olarak arastirma konusu olmustur (132, 133). Taslarin
diismesini artirmayi, tas diisme siiresini kisaltmayi, hastanede kalis ve cerrahi
miidahale ihtiyacin1 azaltmayi, tas ve islemle iliskili risk ve komplikasyonlari
onlemeyi, is giicii kaybini engellemeyi ve maliyetleri diigiirmeyi amaglayan bir tedavi
yontemidir (134, 135). Ayrica post-travmatik stres bozuklugu (PTSD) ile iliskili
kabuslarin hafifletilmesi i¢in de arastirilmaktadir (136). Buna gore Terazosin'in
kabuslart oOnleyici bir etkisi oldugu net agiklanamamis olsa da, merkezi sinir
sisteminde presinaptik alfa-adrenerjik reseptorlerin varligimi agiklamaya dayanak

olabilir (129). Bunlarin disinda segici serotonin geri alim inhibitori (SSRI)
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kullanimina bagli hiperhidrozis olan hastalarda antiperspirant etken olarak (137),
kronik prostatit/kronik pelvik agri sendromunda (138), radyasyon tedavisine bagl
uretritte ve idiyopatik oligozospermide arastirma konusu olarak ele alinmaktadir

(129).

Terazosin’in yan etkilerinden biri meydana getirdigi enerji artisidir. Bozulmus
beyin enerji metabolizmasi ise Parkinson hastaligimin 6nemli bir 6zelligidir. TZ’in
Fosfogliserat kinaz 1'e (Pgkl) baglanarak enzimatik aktivitesini destekledigi ve Pgkl
araciligi ile ATP artis1 sagladigr gosterilmistir (28). ATP, hidrotrop (¢oziicii) 6zellige
sahiptir; agregat olusumunu Onleyebilir ve protein agregatlarini ¢ozebilir (29, 139).
Parkinson hastalar1 ile gergeklestirilen 12 haftalik bir pilot ¢aligmada, randomize
olarak hastalara 5 mg TZ ve plasebo verilmistir. Calisma sonunda, TZ grubunda
plasebo grubuna kiyasla beyindeki BATP'nin inorganik fosfata oraninda ve kan ATP
seviyelerinde O6nemli bir artisa sahip oldugu ortaya konmustur. Bu pilot ¢alisma,
TZ’nin Parkinson hastalarinin beyin ve kanindaki ATP diizeylerini degistirebilecegini
diisiindiirmektedir. TZ’ nin hastaligin gidisatin1 degistirme potansiyeli oldugu ve daha

ileri caligmalar igin timit vadettigi gosterilmistir (Sekil 2.9) (140).

TZ ve PH baglantis1 ile ilgili yakin zamanda yapilmis bir ¢calisma, TZ kaynakl
artmis glikoliz mekanizmasini ortaya koymustur. Calismada fare, rat, Drosophila ve
noral hiicre hattinda terazosinin beyin ATP seviyelerinde artis sagladigi gosterilmistir
(141). Ancak PH tablosunun en onemli belirteglerinden alfa-siniiklein ve tirozin

hidroksilaz (TH) proteinlerini kodlayan genler ile ilgili bir bilgi ortaya konmamustir.

ATP artigi < Terazosin
‘ Genetik yatkinlik
Yaslanma Norodejenerasyon > Parkinson hastalig

e
rd
QEVTESE' /

fakttrler

Sekil 2.9. Terazosin’in genel etki mekanizmasi (141)

Tez ¢alismamiz ile rotenone uygulanarak PH hayvan modeli olusturdugumuz
farelerde, glikolize bagli ATP seviyesini arttirmak yolu ile noroprotektif etkinlik

gosterdigi bilinen terazosinin etkisini molekiiler, histopatolojik ve motor fonksiyon
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davranig testleri ile ortaya koyabilmeyi amagladik. Norodejenerasyonu DNA
diizeyinde gosterebilmek amaciyla Comet testini, protein diizeyleri ve dopamin
seviyesi hakkinda bir bilgiye ulasabilmek amaciyla alfa-siniikiein (SNCA) ve tirozin
hidroksilaz (TH) genlerinin ifade diizeylerini, beyin dokusundaki degisimleri ortaya
koyabilmek adma histopatolojik ve immiinohistokimyasal verileri ve hayvan

gruplarinca sergilenen motor fonksiyon davranislarini inceledik.
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3. GEREC VE YONTEM

Arastirma i¢in Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu Bagkanligindan 11.08.2021 tarih ve

07-01 sayil1 (Ek A) karar ile izin alinmistir.

Calisma Deney Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel Arastirma Laboratuvari ile Tibbi

Biyoloji Ana Bilim Dal1 biinyesindeki laboratuvarlarda yiiriitilmustiir.

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan kimyasallar ve cihazlar

Tablo 3.1’de deneylerde kullanilan kimyasallar, Tablo 3.2’de ise cihazlar

sunulmustur. Malzemeler yerel aracilar ile temin edilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar ve temin edildigi firmalar

Kullanilan Kimyasal

Firma

Alfa-Siniiklein Antikoru

BS-11787R, Bioss Antibodies,
Massachusetts, ABD

Anti-Polivalent Biyotinlenmis
Antikor

SensiTek, ScyTek Laboratories,
Utah, ABD

Dab Kromojen Set

Thermo-Fisher Scientific
Massachusetts, ABD

DAB Sekonder (Peroksidaz,
Substrat) Kiti

Vector Laboratories, Kaliforniya,
ABD

DMSO

Merck, Darmstadt, Almanya

DNaz/RNaz Free Su

Invitrogen, Thermo-Fisher
Scientific Massachusetts, ABD

Eosin Boyasi

Merck, Darmstadt, Almanya

Etidyum bromdir

Sigma-Aldrich, Missouri, ABD

Hematoksilen Boyasi

Merck, Darmstadt, Almanya

Applied Biosystems High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
ABD

FastStart Essential DNA Green Master kit

Roche, Basel, Isvicre

KCI Sigma-Aldrich, Missouri, ABD

KH,PO, Sigma-Aldrich, Missouri, ABD
Ksilol Merck, Darmstadt, Almanya
LMA Thermo-Fisher Scientific

Massachusetts, ABD
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Na,EDTA

Sigma-Aldrich, Missouri, ABD

Na,HPO, Sigma-Aldrich, Missouri, ABD
NaCl Sigma-Aldrich, Missouri, ABD
NaOH Sigma-Aldrich, Missouri, ABD
NMA Sigma-Aldrich, Missouri, ABD
Primerler O.I.lgqmer Biyoteknoloji, Ankara,
Tiirkiye
. Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
Trizol

ABD

Rotenone, %95 < saf

Sigma-Aldrich, Missouri, ABD

Terazosin

Aurobindo Pharma, Telangana, Hindistan

Tirozin Hidroksilaz Antikoru

BS-0016R, Bioss Antibodies,
Massachusetts, ABD

Tris HCI Sigma-Aldrich, Missouri, ABD
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Missouri, ABD
Trizma Base Sigma-Aldrich, Missouri, ABD

Tablo 3.2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Marka
. 80 Derin Dondurucu New Brunswick Scientific, New
Jersey, ABD

Elektroforez Tanki

Thermo-Fisher Scientific
Massachusetts, ABD

Fare Beyin Matriksi (0.5 mm — Coronal)

RWD Life Science, Guangdong, Cin

Floresan ve Isik Mikroskobu

Eclipse, Nikon, Tokyo, Japonya

Gergek Zamanli qRT-PCR

CFX96, Bio-Rad, Kaliforniya, ABD

Mikroskop Kamerasi

DS-Ri2, Nikon, Tokyo, Japonya

Mikrotom

Leica, Wetzlar, Almanya

pH metre

Hanna Instruments, Rhode Island,
ABD

Sogutmal1 Santrifiij

Hettich Lab, Tuttlingen, Almanya

Sonikator

Sonopuls, Bandelin Electronic,
Berlin, Almanya

Spektrofotometre

NanoDrop, Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, ABD

Thermal Cycler

MyGene L, LongGene Scientific
Instruments, Hangzhou, Cin
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3.2. Yontem

3.2.1. Calisma Dizaym

Bu c¢alismada 6-8 aylik 30-35 gr agirliginda, her grupta 8 ila 12 adet olacak
sekilde toplam 68 adet Swiss erkek fare kullanilmistir. Gruplarin birey sayilar: 6liim
oranlar1 hesaba katilarak belirlenmistir. Bu sebeple rotenone uygulamasi olan
gruplarda yer alan fare sayis1 %50 fazladir. Arastirmada kullanilacak rotenone dozu,
enjeksiyon sayisi ve arastirma siiresi ana bilim dalimizda daha 6nce yapilmis
caligmalar (25) baz alinarak belirlenmis ve 1,2 mg/kg/2giin rotenone dozu subkutan
yolla DMSO’da ¢oziilerek ii¢ hafta boyunca uygulanmistir. Benzer sekilde terazosin
dozu da literatiir taramas1 sonucunda tespit edilmistir. 10 pg/kg terazosin dozu giin
asirt %0.9 salin soliisyonunda ¢oziilerek intraperitonal olarak uygulanmistir (141)
(Tablo 3.3). Enjeksiyonlar 2 giinde bir yapilmis ve hayvan refahi gozetilmistir.
Farelerin ihtiyaglar1 ad libitum karsilanmig, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiisii
saglanmistir. Gruplar ve ortalama hayvan agirliklari Tablo 3.4’de sunulmustur.
Hayvan deneyleri intraperitonal olarak %10'luk ketamin (100 mg/kg) ve % 2’lik

ksilazin (10 mg/kg) uygulanarak anestezi altinda sonlandirilmistir.

Tablo 3.3. Calismada uygulanan kimyasallar ile ilgili bilgiler

Kimyasalin | Dozu | Verilis | Verilis Bilinen Yan Etkileri
Adi Yolu Sikhig
Rotenone 1.2 SC Glin Ani 6liim
mg/kg asir1
Terazosin 10 IP Giin Hipotansiyon
ngkg asir1
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Tablo 3.4. Calisma gruplar1 ve uygulama siireleri ile kullanilan deney hayvani sayilari

Uygulama | Deney Hayvani
Grup Uygulama Siiresi Sayisi
1 Yok (Negatif Kontrol) 3 Hafta 8
2 1 mL DMSO (Coziicii Kontrol) 3 Hafta 8
3 1.2 mg/kg Rotenone (Pozitif 3 Hafta 12
Kontrol)

1.2 mg/kg Rotenone + 10 ug/kg

4 Terazosin (Ayn1 zamanda rotenone | 3 Hafta 12
ve terazosin uygulamasi)

1.2 mg/kg Rotenone + 10 pg/kg

5 Terazosin (3 haftalik rotenone |3 Hafta + Ek 12
uygulamasi bittikten sonra terazosin| 1 Hafta
uygulamast)

6 10 pg/kg Terazosin 3 Hafta 8
7 10 pg/kg Terazosin 1 Hafta 8

Arastirmada rotenone ve TZ’nin etkisinin ortaya konmasi i¢in ¢esitli metotlar
kullanilmistir. Deneyin sonlandirilacag giin uygulanan motor fonksiyon testi ile néron
6limii ile olusabilecek motor fonksiyon kayiplar arastirilmistir. Comet metodu ile
striatal bolgedeki DNA hasar1 arastirilmistir. Gergek zamanli qRT-PCR ile alfa-
siniiklein (SNCA, PARK1) ve tirozin hidroksilaz (TH) genlerinde meydana gelen
ekspresyonel degisiklikler arastirilmistir. H-E boyama ile Lewy cisimcigi olusumu,
ndron hasar1 gibi histopatolojik degisimler degerlendirilmistir. Lewy cisimciklerinin
iceriginde bulunmasi beklenen alfa-siniiklein ve dopaminin sentezinde gorev alan
tirozin hidroksilaz immiinohistokimyasal olarak arastirilmistir. Beyin dokusu fare
beyin matriksi (0.5 mm — Coronal) kullanilarak o6rneklenmistir. Kesit alinacak
bolgelerin belirlenmesi igin ¢evrimigi fare beyin kiitiiphanesi (142, 143), Wang Ip ve
arkadaglarinin (2017) ¢alismasi (144) ve Allen enstitiisii interaktif fare beyin atlasi
(145) kullanilmistir.
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3.2.2. Silindir spontan aktivite testi

Motor fonksiyonun degerlendirilmesi i¢in “Silindir Spontan Aktivite Testi”
(146) uygulanmistir. Ayna ve st kismi agik silindir yardimi ile deney diizenegi
olusturulmus ve farelerin diizenek igerisindeki davranislart kamera yardimi ile 3 dk
boyunca kayda alimmistir. Uygulamalar arasinda bagka bir fare deneye devam
edilmeden once diizenek dikkatle temizlenmis ve kurumasi saglanmistir. Test alani
farelerin dikkatinin dagilmamasi ve donup kalmamalar1 i¢in sessiz tutulmustur.
Kaydedilen videolar daha sonra izlenmis ve farelerin iki ayagi lizerinde yukar1 dogru

kalkarak silindire dayanma hareketini kag kez yaptiklart sayilmistir (Sekil 3.1).

20 cm

Sekil 3.1. Spontan silindir aktivite testi diizenegi

3.2.3. Comet Metodu

Deneyin sonlandirilmasint  takiben 2 saat igerisinde comet metodu
uygulanmaya baslamistir. Comet metodunda fosfat tamponu (PBS), lizis, elektroforez,
notralizasyon soliisyonlari ile etidyum bromiir kullanilmaktadir. Soliisyonlar distile su
ile ¢alisma oOncesinde taze olarak hazirlanmis ve buz soguklugunda uygulanmistir.
Soliisyonlarin nasil hazirlandig1 tablo 3.5’de gosterilmistir. Hiicrelerin yayilacagi
lamlar normal erime noktali agaroz (NMA) ile dnceden kaplanmis ve hiicreler diisiik

erime noktali agaroz (LMA) ile karistirilarak yayilmistir.

NMA %]1°lik, LMA ise %0,7’lik olarak PBS icerisinde ¢6ziilerek taze sekilde
hazirlanmistir. Lamlar c¢aligmadan 1 giin 6nce 120 pL NMA ile kaplanarak

hazirlanmistir.
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Tablo 3.5. Comet metodunda kullanilan soliisyonlarin hazirlanisi

Soliisyon Kimyasal Malzeme Miktari
PBS Hazir ticari tablet 1 tablet/100 mL
Lizis 2,5 M NaCl 13,08 gr
(Cahsme;] SO}ﬁsi%%u, I;_'?i 10, 100 MM Na;EDTA 3,31gr
son hacim mL), .
Triton X ve DMSO kati 10 mM Trizma Base 0.11gr
kimyasallar ¢6ziindiikten Triton-X-100 1mL
sonra son hacim 100 mL
olacak sekilde eklenir DMSO 10 mL
Elektroforez Tamponu NaOH 7,29r
(Calisma soliisyonu, pH >
13, son hacim 600 mL) Sodyum EDTA 0.22gr
Notralizasyon Tamposu .
(pH: 7,5, son hacim 1 L) Tris 48,5 gr

Beyin dokusu PBS igerisinde homojenize edilmis ve tortulardan kurtulmak
amaci ile filtreden ge¢irilmistir. Elde edilen hiicrelere son hacim 1 mL olacak sekilde
PBS eklenmis ve 10 dk 2500 RPM’de santrifiij edilmistir. Siipernatant dikkatlice
uzaklastirilmis ve dibe ¢oken hiicreler 25 pL PBS ile tekrar sulandirilmistir. Hiicreler
100 pL %0.7°1ik LMA ile karistirilarak 6nceden NMA ile kaplanmig lamlara yayilmis
ve jel donana kadar beklenmistir. Ardindan buzdolabinda 120 dk lizis islemi
uygulanmistir. Lizisin ardindan lamlar elektroforez tanki icine yerlestirilerek buz
soguklugunda elektroforez tamponu eklenmis, buzdolabinda 30 dk beklenmis ve 1.02
V/cm? de 25 dakika elektroforez islemi uygulanmistir. Elektroforez sonrasinda lamlar
notralizasyon tamponu ile 2 kez yikanmis, oda 1sisinda kurumaya birakilmis ve
sonrasinda degerlendirme yapilana kadar buzdolabina tutulmustur. Etidyum bromiir
ile boyanarak floresan mikroskop altinda fotograflar1 ¢ekilen 6rnekler, OpenComet
(147) programinda otomatik degerlendirilmistir. Kuyruk DNA Yiizdesi (TDNAP)
(148), DNA hasarinin gostergesi olarak kullanilmigtir.

3.2.4. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Almman dokular DNaz/RNaz ve pirojen icermeyen tiiplerde prosediir
uygulanincaya kadar -80 derece derin dondurucuya kaldirilmistir. -80 dereceden
cikarilan 6rnekler, 1 ml Trizol eklenerek en diisiik seviyede ayarlanan sonikator ile
1sitmadan homojenize edilmistir. 12.000 x g ve +4 derecede 10 dk santrifiij uygulanan

ve siipernatant DNaz/RNaz ve pirojen icermeyen yeni bir tiipe aktarilan érneklere 0,2
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ml kloroform eklenmistir. 12.000 x g ve +4 derecede tekrar 15 dk santrifiyj
uygulanmistir. Santriflij isleminin ardindan tiiplerde 3 faz olusmus ve bu fazlardan
istte kalan, renksiz sulu (aqueous) RNA fazi yeni bir DNaz/RNaz ve pirojen
icermeyen tiipe aktarilarak 0,5 ml izopropil eklenmistir. Yine 12.000 x g ve +4
derecede 10 dk santrifiij uygulamasi yapilarak siipernatant dikkatlice uzaklagtirilmis
ve 1 ml %75’lik etanol eklenerek bu kez 12.000 x g ve +4 derecede 5 dk santrifiij
uygulanmstir. Stipernant dikkatlice uzaklastirildiktan sonra 6rnekler oda sicakliginda
5 dk kurumaya birakilmis ve hazir steril su ile tekrar sulandirilmistir. RNA 6l¢iimii

hemen yapilarak 6rnekler cDNA’ya gevrilmistir.

RNA miktar ve saflik 6l¢iimii nanodrop cihazi ile yapilmis ve safligi 1,8 - 2,0
arasinda olan 6rnekler cDNA sentezinde kullanimistir. Saflig1 1,8 - 2,0 disinda olan

orneklerin RNA’lar1 yedek ayrilmis dokulardan tekrar izole edilmistir.

Thermo Applied Biosystems yliksek kapasiteli cDNA ters transkripsiyon
kitinin protokoliine gore termal dongii cihazinda cDNA sentezi gergeklestirilmistir.
Kit iceriginde yer alan 25X dNTP karisimi, buffer ve random primerler ile mastermiks
hazirlanmis ve bu mastermiksten her 6rnek i¢in 4,8 pl kullamilmistir. Yine kit
igerisinde yer alan ters transkriptaz enziminden 1 ul ile RNA miktar tayinine gore 1
ng karsiligt RNA konulmus kullanilmis ve tiipteki reaksiyon hacmi kit igerisinde yer
alan hazir steril su ile 20 uL’ye tamamlanmistir. Termal dongii cihazinda asagidaki

135 dakikalik protokol uygulanmigtir.

o 25 9C’de 10 dakika

. 37 °C’de 120 dakika

o 85 %C’de 5 dakika

gRT-PCR isleminde kullanilacak primerlerin tasarimlari, Tablo 3.6’de goriilen genler
icin NCBI internet siteleri kullanilarak spesifik mRNA dizilimlerinin saptanmasi ve

olasi primer dizilimlerinin denenmesi ile yapilmistir (149, 150).
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Tablo 3.6. Genler ve genlere spesifik primer dizilimleri

Gen Sense - Antisense  Spesifik Primer Dizilimi
Sense GCAAGGGTGAGGAGGGGTA
PARK 1 (SNCA) Antisense AGGCTTCAGGCTCATAGTCTTG
TH (Tyrosine Sense GTCTCAGAGCAGGATACCAAGC
Hydroxylase) Antisense CGAATACCACAGCCTCCAAT
GUSB Sense GGCTGGTGACCTACTGGATTT
(HouseKeeping) Antisense AAGTTGACCCTGGTTCCCTG
TFRC Sense CCGCTCGTGGAGACTACTTC
(HouseKeeping) Antisense GAGATACATAGGGCGACAGGA

Ticari olarak sentezlettirilen primerler gPCR reaksiyonu i¢in son hacimde (20

uL) 500 nM olacak sekilde sulandirilmistir.

Ekspresyon seviyeleri Bio-Rad CFX96 ger¢ek zamanli PCR cihazi kullanilarak
Olciilmiistiir. Reaksiyon optimizasyonu referans genlerin ct degerlerine gore
yapilmustir. Son hacim 20 pL olacak sekilde tiiplere 500 nM’lik sense ve antisense
primerlerden 4’er pL, SYBR green DNA siipermiksinden 10 uL, cDNA’dan 1 pL ve
DNaz/RNaz icermeyen sudan 1 pL eklenmistir. Tablo 3.7’da sunulan kit iireticisinin
protokolii ile ekspresyon seviyeleri degerlendirilmek iizere 6l¢lim yapilmistir. Her bir

ornek 3 tekrarli olarak calisilmastir.

Tablo 3.7. Gergek zamanli qPCR cihazinda kullanilan termal dongii

Preinkiibasyon PCR Déngiisii (40 Dongii) Melt-Curve
95 °C 95°C 60 °C 72 °C Analizi
65°C-95°C
. . 0.5°C art1s
600 s 10s 10 saniye 10 saniye 2-5sn/
basamak

3.2.5. Histokimya ve Immiinohistokimya

3.2.5.1. Rutin Histolojik Takip Yontemi

Rutin parafin takibi gergeklestirilen beyin dokularinin parafin bloklarindan
alinan Kesitler ile hematoksilen-eozin (HE) boyama i¢in kullanildi. Rutin parafin takibi

asagidaki sekilde gerceklestirildi:

1. Farelerden almman beyin dokulari, tamponlu formaldehit fiksatifi icerisinde oda

sicakliginda 24-48 saat boyunca fikse edildi.
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2. Fikse olan beyin dokulari, siire sonunda dehidratasyon igin artan alkol serilerinden
(%70, %80, %90 ve %100’lik etanolden) gecirildi. Alkol serilerindeki bekletme
stireleri %70, %80 ve %90’lik etanollerde birer giin; %100’liik etanolde ise 3-5 saat
olarak gerceklestirildi.

3. Dehidratasyondan sonra, alkol+ksilol karistminda 10 dakika ve sonrasinda beyin
dokularinin seffaflagtirilmalar i¢in saf ksilolde 10 dakika bekletildi.

4. Seffaflagtirmadan sonra parafinizasyon islemi i¢in beyin dokulari, siv1 parafinde 3-
5 saat 60°C’lik etiivde tutulduktan sonra temiz parafin i¢ine uygun oryantasyonda
gomiiliip, parafin bloklar olusturuldu.

5. Parafin takibinden sonra 5 um kalinliginda kesitler alinip, HE boyama ile fare beyin
dokularimin histolojik yapilarinin genel olarak degerlendirmesini yapildi; ayrica,

dokularin immiinohistokimyasal boyamalar i¢in uygunlugu da degerlendirildi.

3.25.2. Fare Beyin Dokusu Kesitlerinde Hematoksilen-Eozin (HE)

Boyama

Fare beyin dokusu kesitlerinin, HE boyamas1 asagida anlatilan basamaklar

uygulanarak gerceklestirildi:

1. Parafin bloklardan alinan Kesitleri igeren preparatlar, 60°C’lik firinda 1 saat
bekletilerek; dokularin lam yiizeyine iyi bir sekilde yapigmasi saglandi.

2. Daha sonra preparatlar ksilol I ve ksilol II’de 10’ar dakika bekletildi.

3. Suya indirme (rehidratasyon) i¢in preparatlar, azalan etanol serilerinde (%100, %90,
%80 ve %70’lik etanol) 10’ar dakika tutuldu.

4. Stire sonunda preparatlar, distile suda bes dakika yikandi.

5. Hematoksilen boyasinda 3 dakika bekletildikten sonra preparatlar ¢esme suyunda
yikand1 ve siire sonunda, eozin boyasinda 2 dakika tutulduktan sonra tekrar ¢esme
suyunda yikandilar.

6. HE boyamasindan sonra, preparatlar %70, %80, %90 ve %100’lik artan etanol
serilerine batir-gikar yapilarak, dehidratasyonlar saglandi.

7. Son olarak ksilol I ve II’de 10’ar dakika tutulan preparatlar, entellan ile kapatilip;
151k mikroskobunda (Zeiss) beyin dokularinin genel histolojik yapilar1 ve

immiinohistokimyasal boyamalar i¢in uygunlugu degerlendirildi.
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Beyin dokuda meydana gelen yapisal degisiklikler Refaiy ve arkadaslari
(2011)’in yapmis olduklari skorlamaya gore degerlendirilmistir (Tablo 3.8) (151).

Tablo 3.8. Skorlama tablosu.

(-) skor Negatif skor Hicbir yapisal degisikligin olmamasin1 ifade
etmektedir.

(+) skor 1 pozitif skor Hafif derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir.

(++) skor | 2 pozitif skor Orta derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir.

(+++) skor | 3 pozitif skor Ciddi derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir.

Ayrica, Kesitlerde analizler yapildi ve elde edilen sayisal veriler, parametrik

bir test olan tek yonlii ANOVA ile istatistiksel agidan degerlendirildi.

3.2.6. Immiinohistokimyasal Boyama

3.2.6.1. Immiinohistokimyasal Boyamada Kullamlan Kimyasallarin

Hazirlamisi

Primer (Cogul Klonlu-Poliklonal) Antikor: Alfa- Beta Sinuklein (Anti-mouse
monoklonal anti-RUNX2 antibody, Abcam), antikor diliisyon soliisyonu ile 1:50
oraninda sulandirildi. Tirozin Hidroksilaz (Anti-rabbit poliklonal Anti-Cathepsin

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
¢ozeltisi olarak kullanildi. 1500 ml distile suya 500 ml PBS karistirilarak hazirlandi.

Her boyama i¢in taze soliisyon hazirlandi.

Sodyum Sitrat Soliisyonu (Citrate Buffer 10X): 450 ml distile suya 50 ml
Citrate Buffer sollisyonu karistirilarak hazirlandi. Her boyama igin taze soliisyon

hazirlandi.
Hidrojen Peroksit Soliisyonu (%3): Hazir soliisyon seklinde kullanildi.

DAB (3, 3 diaminobenzidin) Kromojen: Bu madde ikincil antikor olarak

kullanilan Horseradish-peroksidaz enziminin substrati olarak kullanildi. Uretici
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firmanin (Scytek) dnerisine gore 125 ml substrat i¢in 7,5 ml kromojen igerecek sekilde

karistirildi. Her karisim kullanimindan yaklasik 20 dk 6nce taze olarak hazirlandi.

Zit Boyama: Zit boyamada amag¢ dokudaki antijenik olmayan hiicre ve hiicre

yapilarin1 boyamaktir. Zit boyama i¢in Hematoksilen kullanildi.

3.2.6.2 Immiinohistokimyasal Boyama Prosediirii

1.2-3 pm kalinliginda elde edilen parafin kesitler etiivde 60°C etiivde 1 saat bekletildi.

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

3.Dehidratasyon islemi i¢in 5 dk siirelerle sirasiyla %100°lik, %96’lik, %90’lik,
%80’lik ve %70’lik alkolde bekletildi.

4.iki ayr1 PBS soliisyonunda 5’er dk bekletildi.

5.Antijen retrievel uygulamasi i¢in sitrat buffer tamponu i¢inde mikrodalga firinda
600W’da 2 dk 1s1t1ld1 ve 20 dk +4°C’de sogumaya birakildi.

6.Uc ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

7.PAP Pen kalem ile polilizinli lamlarin tizerindeki doku kesitlerinin etrafi ¢izildi. Bu
islem ileriki sathalarda da gerektikce tekrarlandi.

8.Dokularin iizerini kaplayacak sekilde ve diger dokularla karigmamasia dikkat
edilerek nemli ortamda %3’liikk H20> soliisyonu damlatildi. 10 dk oda sicakliginda
bekletildi.

9.Ug ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

10.Dokunun iizerini kapatacak sekilde Super Block damlatilarak 5 dk bekletildi.

11.Lamlardaki 1. Kesitlere Tirozin Hidroksilaz primer, 2. kesitlere Alfa- Beta
Sinuklein primer antikor, 3. kesitlere kontrol amaciyla sekonder antikor damlatildu.
Lamlar nemli kabin igerisinde +4°C’de bir gece bekletildi.

12.Ertesi giin kesitler ti¢ ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

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

14.Ug ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

15.Dokunun iizerini tamamen kaplayacak sekilde Streptavidin Horseradish Peroksidaz
(SensiTek HRP) damlatild1 ve 20 dk bekletildi.

16.Ug ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

17.DAB Kromojen soliisyonu, dokularin {izerine damlatildi ve reaksiyon vermesi i¢in
10 dk bekletildi.
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18.U¢ ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

19.Hematoksilen dokularin {izerini kaplayacak sekilde damlatilarak 30 sn bekletildi.

20.Cesme suyunda 5 dk yikanda.

21.Sirastyla %70, %80, %90 ve %100’lik alkol serilerinden batir ¢ikar yapilarak
gecirildi.

22 Kesitler seffaflagsana kadar ksilolde bekletildi.

23.Entellan kullanilarak kapama yapildi.

Boyanan ornekler binokiiler mikroskopta incelenip degerlendirildi ve
goriintiileme donanimui ile fotograflar elde edildi. Beyin dokusu kesitlerinde, kontrol
ve deney gruplarinda histokimyasal ve immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak
beyin dokusundaki hasarlanma-iyilesme degerleri; kamera destekli binokiiler 151k
mikroskobu (ECLIPSE Ni-U, Nikon, Tokyo, Japan) ile karsilastirildi.

3.2.7. Istatistik Degerlendirmeler

Istatistik degerlendirmeler SPSS V20 (152) kullanilarak yapilmustir. Tiim
analizler i¢in p < 0.05 anlaml olarak kabul edilmistir. Histolojik parametrelerin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi i¢in Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney testleri
kullanilmistir. Comet metodunda sonuglar one-way anova (tukey) testi kullanilarak
karsilastirilmistir. Gergek zamanli qPCR verileri TFRC ve GUSB referans genlerine
gore normalize edilerek ve AACt metodu kullanilarak REST2009 programi araciligi

ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Rotenone uygulamasi olan gruplar 3, 4 ve 5’de sirasi ile 2, 2 ve 4 olmak iizere

toplam 8 fare deneyler tamamlanmadan Slmiistiir. Bu hayvanlar ¢calisma dig1 birakilmis

ve deneyler toplam 60 hayvan ile tamamlanmistir. Enjeksiyonlar dncesinde ve

sonrasinda kaydedilen ortalama agirliklar tablo 4.1°de sunulmustur. Buna gore

hayvanlarin agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim olmamistir (p >

0,05). Sonrasinda hayvan deneyleri, anestezi altinda sonlandirilmistir.

Tablo 4.1. Farelerin ortalama agirliklari (gr)

Enjeksiyonlar

Enjeksiyonlar

Gruplar oncesi ortalama sonrasi ortalama p degeri
agirhk agirhk
1 29,34 + 1,64 30,14 + 1,50 0.18
2 34,03 + 1,63 32,93 +2.09 0.14
3 37,57 £ 2,45 36,62 + 1,37 0.43
4 34,86 +2.23 34,43 + 1,61 0.65
5 37,20 + 3,08 35,55+ 1,57 0.34
6 33,19 + 1,68 31,85+ 1,61 0.13
7 34,79 £ 3,67 32,24 £ 3,67 0.23

4.1. Motor Fonksiyon Testi

Motor fonksiyon testi ile elde edilen veriler tek yonlii anova (tukey) ile

istatistiksel olarak karsilastirilmis ve sonuglar tablo 4.2°de “Ortalama + Standart

Sapma” olarak sunulmustur (Sekil 4.1).
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Tablo 4.2. Farelerin motor fonksiyon kabiliyetlerinin degerlendirilme sonuglart

Gruplar Ortalama Arka Ayaklar Uzerinde Durma Sayisi
22,14 +£3,76

20,14 + 2,48

10,86 £ 4,41 *

11,29 £ 3,20 *

13,43 £2,07 *

21,00 + 7,87

17,57 + 2,57

~N o 0o B oW N e

Ort£Std. Sapma; *: Grup 1, 2, ve 6 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05)

Kontrol ve ¢oziicii kontrol gruplart DMSO’nun etkisini gorebilmek amaci ile
kendi aralarinda kiyaslandiginda anlamli bir degisiklik tespit edilememistir (p > 0,05).
Rotenone uygulamasi ise beklendigi gibi motor kabiliyetleri anlamli derecede
azaltmistir (p < 0,05). Rotenone ile birlikte veya rotenone uygulamasi sonrasinda
terazosin uygulanan gruplarda da motor kabiliyetler kontrol grubu ile kiyaslandiginda
anlamli derecede daha azdir (p < 0.05). Sadece rotenone uygulamasi yapilan grup 3 ile
kiyaslandiginda bu gruplarda motor fonksiyonda az miktarda iyilesme oldugu, ancak
bu iyilesmenin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmektedir (p > 0.05).
Terazosin uygulamalari, rotenone maruziyetinin yarattigi1 motor fonksiyon hasarinda
diizelme saglayamamistir. Yalnizca terazosin uygulamasi yapilan grup 6 ve 7°de ise
motor kabiliyetlerde onemli bir degisiklik tespit edilememistir (p > 0.05). 1 hafta
terazosin uygulamasi yapilan grup 7°de kontrol grubuna kiyasla motor kabiliyetlerde
bir miktar azalma oldugu goriilmektedir. Ancak bu azalma istatistiksel olarak anlaml

degildir (p > 0.05).
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4.2. DNA Hasarn

OpenComet programinda degerlendirilen fotograflardan elde edilen veriler tek
yonlii anavo (tukey) ile istatistiksel olarak karsilastirilmis ve bazi gruplar i¢in anlamli
sonuclar elde edilmistir. Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak Tablo 4.3’de

sunulmustur.

Tablo 4.3. Ortalama DNA hasar miktarlar

Gruplar Ortalama Kuyruk DNA Yiizdesi

4,63 £ 5,30

4,93 +£ 6,97

6,96 + 7,85 *

6,77 + 7,39 *

6,82 + 7,94 *

4,73 +6,51

4,93 + 6,03

Ort£Std. Sapma; *: Grup 1, 2, 6 ve 7 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
(p<0.001)

~N O O A WO DN -

Kontrol ve DMSO gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamistir (p > 0,05). Hasar benzer seviyededir.

Rotenone ve rotenonetterazosin uygulamasi yapilan gruplar 3, 4 ve 5 ise
kontrol grubuyla karsilastirildiginda DNA hasarinda istatistiksel olarak anlamli bir
arttis oldugu tespit edilmistir (p<0.001). Bu 3 grubun da DNA hasar1 benzer
seviyededir. Yalnizca terazosin uygulamasi yapilan grup 6 ve 7°de ise hasar kontrol
grubu ile benzer seviyededir. Hasarda istatistiksel olarak anlamli artma veya azalma
tespit edilememistir (p > 0,05). Buna gore terazosin DNA hasarinda herhangi bir
olumsuzluga sebep olmamis ancak rotenone kaynakli hasarin engellenmesinde veya

tamirinde de faydali olmamuistir.
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4.3. Gen Ekspresyonu

SNCA ve TH genlerinin ekspresyon seviyeleri referans genlere gore normalize
edilerek kontrol grubuna kiyasla degerlendirilmis ve sonuglar kat degisimi olarak Sekil
4.2’de sunulmustur. Buna gore bazi gruplar i¢in anlamli sonuglar elde edilmistir.
DMSO uygulamast yapilan ¢oziicii kontrol grubunda (grup 2) her iki gen i¢in de
ekspresyon seviyeleri kontrol grubu ile benzer seviyededir. Genlerin ekspresyon
seviyelerinde smirli bir yiikselis goriilmiis ancak bu istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir (p > 0,05).

Alfa-sintikleinin sentezinden gorevli olan SNCA geninin ekspresyon
seviyesinde farkli sonuglar elde edilmistir (Tablo 4.4). Rotenone SNCA geninin
ekspresyon seviyesinde 1,58 katlik dnemli bir yiikselise sebep olmustur. Ancak bu
yiikselis istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0,05). Rotenone ile birlikte veya
rotenone uygulamasi sonrasinda terazosin uygulanan grup 4 ve 5’de ise ekspresyon
seviyesinde azalma tespit edilmistir. Bu azalma kontrol grubu ile kiyaslandiginda
anlamli degildir (p > 0,05). Ancak rotenone kaynaklit SNCA geninde meydana gelen
ekspresyon artisint 6nemli seviyede azaltmistir. Bu durum terazosinin rotenone
kaynakli SNCA ekspresyon artisini engellemede veya diizeltmede faydali olabilecegini
gostermektedir. Ilging sekilde sadece terazosin uygulamasi yapilan grup 6 ve 7°de de
SNCA gen ekspresyonu azalmistir. 1 hafta uygulama yapilan grup 7’deki azalma
istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0,05). 3 hafta terazosin uygulamasi yapilan
grup 6’da ise ekspresyon seviyesindeki azalma ¢ok daha fazladir ve istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.001). Buna gore terazosinin SNCA geninin ekspresyonunda azalmaya

sebep olarak fazladan alfa-siniiklein birikiminin dniine gegebilecegi diistiniilebilir.
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Tablo 4.4. SNCA geninin ekspresyon seviyesinde meydana gelen degisiklikler

Gruplar Kat Degisimi Standart Hata
2 1,29 0,29 - 5,55
3 1,58 0,61-4,35
4 0,75 0,07 - 4,09
5 0,92 0,53-1,52
6 0,21 * 0,07 -0,66
7 0,79 0,37-1,75

Sonuglar, referans genlere gére normalize edilmistir. *: Grup 2 ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli (p<0.001).

TH geninin ekspresyon seviyelerinde de bazi gruplar i¢in anlamli degisiklikler

tespit edilmistir (Tablo 4.5). Rotenone uygulamasi TH ekspresyonunu énemli seviyede

azaltmistir (p<0.001). Benzer sekilde rotenone ile birlikte veya rotenone uygulamasi

sonrasinda terazosin uygulanan grup 4 ve 5’de de TH gen ekspresyonu anlamli

seviyede azalmistir (p<0.001). Sadece terazosin uygulamasi yapilan grup 6 ve 7°de ise

TH ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla bir miktar artis tespit edilmis ancak bu

artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0,05). Buna gore terazosin TH

gen ekspresyonunda tek basina anlamli bir degisiklige sebep olmamis, rotenone

kaynakli TH ekspresyon azalisinda artis da saglayamamustir.

Tablo 4.5. TH geninin ekspresyon seviyesinde meydana gelen degisiklikler

Gruplar Kat Degisimi Standart Hata
2 1,30 0,45-3,99
3 0,14 * 0,03-0,65
4 0,15 * 0,02-1,30
5 0,35 * 0,10 -1,02
6 1,38 0,40 - 4,61
7 1,26 0,42 - 3,68

Sonuglar, referans genlere gore normalize edilmistir. *: Grup 2 ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.001)
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4.4. Histopatolojik Bulgular

Tim gruplara ait histopatolojik skorlamalar tablo 4.6’da goriilmektedir.
Kontrol grubuna ait beyin dokularinda herhangi bir histopatolojiye rastlanmamustir.
Benzer sekilde DMSO uygulanan 2 numarali ¢oziici kontrol grubunda da
histopatolojiye rastlanmamistir (Resim 1 ve 2).

Bir hafta yalmiz TZ verilen grup 7°de normal histolojik bulgular gozlenmistir.
Grup 1 ve 2’den gruplarindan farkli olarak bazi bolgelerde hemorajik alanlar
goriilmiistiir. Ancak bu bulgular istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Resim 3),
(p>0,05). Ayn1 sekilde ii¢ hafta yalnizca TZ uygulanan grup 6’nun beyin dokularinin
incelenmesi neticesinde grup 7 ile benzer bulgular gézlemlenmistir (Resim 4).

Rotenone uygulamasi yapilan grup 3’tin grup 1 ile karsilastirilarak incelenmesi
ile noropil vakuolizasyonu, noron dejenerasyonu, noron sayisinda azalma, hemorajik
alanlar ve mononiiklear hiicre infiltrasyonu gibi histopatolojik bulgular tespit
edilmistir. Substantia nigrada Lewy cisimciklerinde artig goriilmiistiir (p < 0,05),
(Resim 5 ve 6).

Ucg hafta rotenone uygulamasimin ardindan bir hafta TZ uygulanan grup 5’in
preparatlar1 sadece rotenone verilen grubun preparatlariyla karsilastirildiginda bazi
histopatolojik bulgularda azalmalar oldugu tespit edilmistir. Lewy cisimcikleri, néron
dejenerasyonu, hemorajik alanlar, mononiiklear hiicre infiltrasyonu istatistiksel olarak
daha azdir (p<0,05). Diger parametrelerde azalmalar olmakla birlikte bu degisimler
istatistiksel olarak anlamli degildir (Resim 7).

Uc hafta rotenone ve TZ’nin beraber uygulandigi grup 4, rotenone grubu
kiyaslandiginda bazi anlamli sonuglar elde edilmistir (Resim 8). Buna gore Lewy
cisimcigi olusumu ve buna bagli olarak néron dejenerasyonu anlamli derecede daha
diisiiktiir (p<0,05). Hemorajik alanlar ve mononiiklear hiicre infiltrasyonunda da
azalma tespit edilmistir (p<0,05). Noron sayis1 azalisi da onemli seviyede daha

diisiiktiir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir (p>0,05).
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Tablo 4.6. Fare Beyin Dokularinin Hematoksilen-Eozin Boyamalarinin Degerlendirmesi

Lewy Noropil Noron Néron Hemorajik Mononiiklear
Gruplar/Parametreler - - : . Sayisinda Hiicre
Cisimcikleri Vakuolizasyonu Dejenerasyonu Alanlar .
Azalma Infiltrasyonu
1 - - - - - -
2 - - - - - -
3 ++/+++ ++/+++ ++/+++ +++ ++/+++ ++/+++
4 + ++/+++ + ++ +/++ +/++
5 +/++ ++/+++ +/++ ++/+++ +/++ +/++
6 - - - - -[+ -
7 - - - - -[+ -
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Resim 4.1. Kontrol grubuna ait beyin dokusunun normal histolojik goriintiisii (H-E,
AX10 ve A1X40).

Resim 4.2. Coziicii kontrol (DMSO) grubuna ait fare beyin dokusunun normal
histolojik gortintiisii (H-E, BX10 ve B1X40).
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Resim 4.3. Bir hafta yalnizca terazosin uygulanan grup 7’ye ait fare beyin dokusunun
histolojik goriintiisii (H-E, CX10 ve C1X40).

Resim 4.4. Ug hafta yalnizca terazosin uygulanan grup 6’ya ait beyin dokusunun
histolojik goriintiisii (H-E, DX10 ve D1X40).

46



Resim 4.5. Ug hafta rotenone uygulanan grup 3’iin beyin dokusunun histolojik
gorilintlisii. Siyah oklar hemorajik alanlari ve mononiiklear hiicre
infiltrasyonunu gostermektedir (H-E, EX10 ve E1X40).

Resim 4.6. U¢ hafta rotenone uygulanan grup 3’iin beyin dokusunun histolojik
gorilintlisi. Yesil oklar noropil vakualizasyonunu, sart ok noron

dejenerasyonunu ve kirmizi ok ise lewy cisimcigini gostermektedir (H-
E, EX10 ve E1X40).
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Resim 4.7. Ug hafta rotenone ve bir hafta terazosin uygulanan grup 5’in beyin
dokusunun histolojik goriintiisii. Siyah ok hemorajik alani, yesil ok
noropil vakualizasyonunu, sar1 ok néron dejenerasyonunu ve kirmizi ok
ise lewy cisimcigini gostermektedir (H-E, FX10 ve F1X40).

Resim 4.8. Ug hafta rotenone ile birlikte ii¢ hafta terazosin uygulanan grup 4’iin beyin
dokusunun histolojik goriintiisii. Yesil oklar ndropil vakualizasyonunu ve
kirmizi ok ise lewy cisimcigini gostermektedir (H-E, GX10 ve G1X40).
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4.5. Immiinohistokimyasal Bulgular

Beyin doku kesitlerinin  Alfa-beta sinuklein ve tirozin hidroksilaz
immiinohistokimyasal boyamalarinda gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (p <
0,05) (Tablo 4.7). Alfa-beta siniiklein ile isarctlemede grup 1 (kontrol) ve grup 2
(DMSO) olan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Resim 9-10). Ancak
Alfa-beta siniiklein ile isaretlemede grup 3, 4 ve 5’¢ ait kesitlerde, grup 1 (kontrol), 2,
6 ve 7’nin beyin dokularina kiyasla anlamli derecede fazla pozitif isaretlenme tespit
edilmistir (p < 0,05) (Resim 11-13). En fazla alfa-beta sinuklein isaretlemesi yalnizca
rotenone uygulanan grup 3’de tespit edilmistir ancak grup 4 ve 5 ile karsilastirildiginda

bu yiikselis anlamli degildir (p > 0,05).

Tirozin hidroksilaz ile isaretlemede grup 1, 2, 6 ve 7’ye ait kesitlerde, grup 3, 4
ve 5’¢ kiyasla daha fazla pozitif isaretlenme gozlenmistir (Resim 16, 17, 21 ve 22).
Ancak grup 3 hari¢ bu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilememistir (p > 0,05). Grup 3’deki TH azalmasi anlamlidir (p < 0,05). En diisiik
TH miktar1 yalnizca rotenone uygulanan grup 3’dedir (Sekil 18-20).

Tablo 4.7. Alfa- Beta Sinuklein ve Tirozin Hidroksilaz isaretlenme Dereceleri

Antikor / 1 2 3 4 5 6 7
Grup

Alfa- Beta -[+ -/+ ++ + ++/+ |+ -+
Sinuklein

Tirozin [+ | |+ | [+ | A |

Hidroksilaz
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Resim 4.9. Kontrol grubuna ait beyin doku kesitinin Alfa Sinuklein ile -/+ derecedeki
immiin boyamasi, x20.

Resim 4.10. DMSO grubuna ait beyin doku kesitinin Alfa Sinuklein ile -/+ derecedeki
immiin boyamasi, x20.
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Resim 4.11. Grup 3¢ ait beyin doku kesitinin Alfa Sinuklein ile ++ derecedeki immiin
boyamasi, x20.

Sl L R, TN My SO i o < )
Resim 4.12. Grup 5’e ait beyin doku kesitinin Alfa Sinuklein ile ++/+ derecedeki
immiin boyamasi, x20.
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Resim 4.13. Grup 4’e ait beyin doku kesitinin Alfa Sinuklein ile + derecedeki immiin
boyamasi, x20.

Resim 4.14. Grup 7’ye ait beyin doku kesitinin Alfa Sinuklein ile +/- derecedeki
immiin boyamasi, x20.
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Resim 4.15. Grup 6’ya ait beyin doku kesitinin Alfa Sinuklein ile +/- derecedeki
immiin boyamasi, x20.

i-8 N 5.

Resim 4.16. Kontrol grubuna ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile +++/++
derecedeki immiin boyamasi, x20.
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Resim 4.17. Coziicii kontrol grubuna ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile
+++/++ derecedeki immiin boyamasi, x20.

Resim 4.18. Grup 3’e ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile + immiin
boyamasi, x20.
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Resim 4.19. Grup 5’e ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile ++/+ immiin
boyamasi, x20.

Resim 4.20. Grup 4’¢ ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile ++ immiin
boyamasi, x20.
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Resim 4.21. Grup 7’ye ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile +++/++ immiin
boyamasi, x40.

Resim 4.22. Grup 6’ya ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile +++/++ immiin
boyamasi, x40.
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5. TARTISMA

Cogunlukla yaslhlar1 etkileyen ve ilerleyici nérodejeneratif bir bozukluk olan
Parkinson hastalig1 diinya genelinde on milyondan fazla insani etkilerken; artan yasam

stiresiyle birlikte bu sayinin daha da artmasi beklenmektedir (153).

Noronlar yogun elektriksel aktiviteleri nedeniyle, yiiksek enerjiye ihtiyac
duyar. Bu gereklilik onlar1 6zellikle mitokondriyal islev bozukluguna kars1 duyarli
hale getirir. Tiim 6karyotik hiicreler gibi, néronlar da mitokondriyal disfonksiyonun
etkisini ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirleri gibi zararali etkenlerin
tiretimini azaltmak icin igsel mekanizmalara sahiptir. Bu tiir noroprotektif
mekanizmalardan en stk basvurulani, islevsiz mitokondrilerin  ortadan
kaldirilmasindan sorumlu olan mitokondriyal otofaji (mitofaji)’dir. Mitofajinin
patolojik inhibisyonu ise yetersiz mitokondriyal aktivite ile birlikte, ATP eksikligine
ve reaktif oksijen tiirlerinin birikmesine ve ilerleyen siireclerde apoptotik ndronal
Oliimiin tetiklenmesine neden olmaktadir. Geri doniisii olmayan bu noronal kayiplar,
norodejeneratif hastaliklarin ortaya g¢ikmasina neden olan merkezi sinir sistemi
islevindeki ilerleyici distisin  temel nedenidir (154). Bu nedenle noronal
mitokondriyal disfonksiyonun {istesinden gelmek, bir¢ok ndrodejeneratif hastalikta
ortak bir sorunu hedefleyen terapétik bir firsattir. En umut verici terapétik stratejiler,
islevsiz mitokondrilerin degistirilmesi veya glikoliz gibi sitoplazmik ATP {iretim

yollarmin giiglendirilmesidir (141, 155, 156).

Ote yandan, beyinde etkili farmakolojik miidahalelerin gelistirilmesine yonelik
en bilyiik zorluk ise kan-beyin bariyerinin terap6tik molekiillerin ¢oguna karsi

gecirgenliginin az olmasidir (157).

Terazosin adli ilacin, ATP ireten ilk glikolitik enzim olan fosfogliserat kinaz
1 (PGK1)’e baglanarak aktive ettigi yakin zamanda kesfedilmistir. TZ'nin PGK1
tizerindeki etkinligini al-adrenerjik antagonizmadan bagimsiz olarak gosterdigi ve
2,4-diamino-6,7-dimetoksiizokinazolin motifinin ADP/ATP baglanma bolgesine
bitisik olarak PGKl1'e baglandigi ortaya konmustur. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 ile
TZ’nin PGK1 aktivitesini artirarak ATP seviyelerini yiikselttigi ve apoptozu inhibe

ettigi bildirilmistir (28). PH'de enerji metabolizmasinin bozulmasina cevaben TZ'nin
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PGK1 aktivitesini artirmak yoluyla PH'de apoptotik noérodejenerasyonunun
yavaglatilmasini veya Onlenmesini saglayan in vivo glikoliz artig1 iizerine etkili
olabilecegi hipotezine yol agmistir. Cai ve arkadaslart TZ’nin, farelerde beyin ATP
seviyelerini in vivo olarak arttirdigini bulmuslardir. Korteksin yani1 sira SNc ve
striatumda glikoliz iirlinii olan piruvat ve oksidatif fosforilasyonun artmasi sonucunda,
TZ'nin mitokondriyal aktivitenin bir belirteci olan sitrat sentaz aktivitesini ve ATP
seviyesini artirdigr tespit edilmistir (141). Yapilan baska bir ¢alisma ile de, TZ’nin
kan-beyin bariyerini gegerek beyin hiicrelerinde glikoliz ve ATP'yi arttirdigi
gosterilmistir (30).

Calismamizda TZ’nin, PH’ye karst koruyucu ve tedavi edici etkisi ele
alinmistir. Gen ekspresyon seviyeleri basta olmak tizere DNA hasari, histopatoloji ve
motor fonksiyon bulgular1 degerlendirilerek, TZ nin farelerde olusturulan PH iizerine

etkinligi farkl bir bakis agis1 ile ortaya konmustur.

TZ’nin DNA hasarinda herhangi bir olumsuzluga sebep olmadigi fakat
rotenone kaynakli hasarin engellenmesinde veya tamirinde de herhangi bir fayda

saglayamadig belirlenmistir.

Rotenone SNCA geninin ekspresyon seviyesinde 1,58 katlik onemli bir
yiikselise sebep olurken (p > 0,05); rotenone ile birlikte veya rotenone uygulamasi
sonrasinda TZ verilen gruplarda ekspresyon seviyesinde azalma oldugu tespit
edilmistir. Bu azalma kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli olmasa da (p > 0,05),
rotenone kaynakli SNCA ekspresyon artisin1 6nemli seviyede azaltmistir. Bu durum
TZ’nin rotenone kaynakli SNCA ekspresyon artigini engellemede veya diizeltmede
faydali olabilecegini gdstermektedir. Ote yandan 3 hafta yalmzca TZ uygulamasi
yapilan grupta ise ekspresyon seviyesindeki azalmanin ¢ok daha fazla ve istatistiksel
olarak anlamli oldugu (p < 0.001) bulunmustur. TZ’nin SNCA geninin ekspresyonunda
azalmaya sebep olarak fazladan alfa-siniiklein birikiminin 6niine gegebilecegi yani bu

gen lizerinden ilk kez noroprotektif etkinligi belirlenmistir.

Ote yandan TZ TH geninin ekspresyonunda tek basina anlamli bir degisiklige
sebep olmamasmin yaninda rotenone kaynakli TH ekspresyon azaliginda da artig
saglayamamistir. Bu durum, dopamin enzim seviyesinde de etkin bir farklilik

olusmamis olacagi seklinde de yorumlanabilir.
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Histopatolojik ve immiinokimyasal bulgular ile hayvanlarin sergiledigi motor

fonksiyon davranislari ise beklendigi gibi gruplar arasinda farkliliklar gostermistir.

Daha once rotenone ve TZ’nin etkinlikleri farkli norodejeneratif hastalik
modellerinde ortaya konmus olsa da, alfa-siniiklein ifade diizeyindeki degisiklikleri bu

sekilde belirten daha 6nce yayilanmis bir makaleye rastlanmamustir.

Parkinson  hastaligmin  temel nedeni henliz tamamiyla acikliga
kavusturulamamis olsa da c¢evresel faktorler, yaslanma ve genetik yatkinlik gibi
etkenlerin hiicresel boyutta alfa-siniiklein agregasyonu, mitokondri islev bozukluklari
ve oksidatif hasar olusturmak yoluyla etiyolojide etkin rol oynadigi diisiiniilmektedir
(9). PH’de cevresel etkilerin basinda gelen pestisitlerin onemli bir risk faktori
oldugunu bildiren ¢ok sayida calisma mecuttur. Kosta Rika’da yapilan bir ¢calismada
pestisitlere mesleki maruziyet ge¢misi olan yaslilarin, demans ve PH i¢in tarama
testlerinde 6nemli dl¢lide daha kétii performans gosterdigi bildirilmistir (158). Han ve
arkadaglar1 insan kan, idrar ve sa¢ Orneklerinde dahi tespit edilen bazi pestisitlerin
toksik etkiler olusturdugunu bildirmistir (159). Amerika’da yapilan bir ¢alismada
ABD niifusunun yaklasik yarisinin yakin gegmiste pestisitlere maruz kaldigi
gosterilirken; dnemli olanin stirekli maruziyet olduguna ve ortaya ¢ikmasi muhtemel
subkronik ve kronik etkilere dikkat ¢ekilmistir (160). Pestisit ile ¢alisan is¢ilerin
kanlarindaki AS miktarin1 6lgen ve karsilastiran bir calisma, iscilerin %75 inin
kanlarindaki AS miktarmin pestisit uygulama sezonunun ardindan arttig1 tespit
etmistir (161). Her ne kadar kandaki alfa-siniiklein miktari ile beyin dokusunda miktari
arasinda bir baglant1 kurmak dogru bir yaklasim olmasada, pestisite maruziyetin alfa-
siniiklein ve PH ile iligkilendirilmesi 6nemli bir parametredir (25). PH vakalarinin ¢ok
biiyiikk kismimin sporadik oldugu diisiiniildiiglinde, pestisit maruziyeti ile hastalik
iligkisi rahatlikla soylenebilir. Bu durum, tani-tedavi ¢alismalari i¢in pestisitler ile

olusturulmakta olan PH modellerinin dogrulugunu ortaya koymaktadir.

Parkinson hastalarinin beyin dokularinda, olusan oksidatif strese bagli olarak
lipid, protein ve DNA oksidasyonunda artisin yani sira demir miktari ile glutatyon
(GSH) ve GSH / glutatyon disiilfiir (GSSG) oranlarinda 6nemli diisiisler meydana
geldigi disiiniilmektedir (15, 16, 120). Rotenone maruziyeti sonucunda, yiiksek
miktarda reaktif oksijen tiirleri ile oksidatif hasarin olustugu (162) ve beyinde
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proteozom aktivitesinin engellendigi bilinmektedir (122). Bu durum akla Parkinson
hastalig1 ve oksidatif stres kaynakli DNA hasarimi getirmektedir (24). Toksik madde
kaynakl1 oksidatif stresin, DNA hasar1 veya genotoksisite gibi ¢ok cesitli toksik
etkilere aracilik ettigi iyi bilinmektedir. Bununla birlikte, ¢evresel toksik maddelerin
neden oldugu toksik etkilerin ¢ogu, hiicre 6liim mekanizmasinin diizenlenmesi yani
indiiklenmesi ile olmaktadir. Bu noktada oksidatif stresin apoptozu diizenledigi de
gosterilmistir. Ancak, kesin mekanizmalar halen belirsizdir (118). PH i¢in potansiyel
mekanizmalardan biri de oksidatif stres kaynaklt DNA hasar1 ve hiicre oliimiidiir ki
aynit mekanizma pestisitler ile de tetiklenebilmektedir. Bu bilgiler 1s1¢inda, TZ’ nin
PH’ya karsi koruyucu ve Onleyici etkilerini ortaya koymayr amacladigimiz

calismamizda farelerde rotenone ile indiiklenmis PH modeli kullanilmustir.

Ihtimallerin ¢oklugu ve PH’de ki yolaklarin karmasikligi arastirmalarin
sonuclarint yorumlamayi zorlastirmaktadir. Yaptigimiz tez c¢alismasi neticesinde,
histopatolojik olarak bakildiginda rotenone’nun beyin dokuya zarar verdigi ve sinir
dejenerasyonuna sebep oldugu gosterilmistir. Bu durum azalan noéron sayisi ile orantili
olarak motor fonksiyonlarda da azalmaya yol agmistir. Ek olarak, DNA hasarinda da
anlamli seviyede artis tespit edilmistir. Terazosin, meydana gelen bu hasarlar1 onarma
yoniinde ¢ok da basarili olamamistir. Sonugta, PH belirti vermeye basladiginda
noronlarin biliylik kismi 6lmiis olmaktadir ve ndronlar1 geri getirmek ne yazik ki
miimkiin degildir. Ancak terazosin uygulamasinin koruyucu yonde, alfa-siniiklenin
birikiminin azaltilmas1 ve yeni alfa siniiklein sentezinin engellenmesi noktasinda
basarili oldugu soylenebilir. Bu durum, terazosinin hastalifin ilerleyisinin
yavaslatilmas1 veya engellenmesi yoniinde faydali olabilecegini ve buna yonelik daha

ileri aragtirmalarin yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

Lewy cisimcikleri, beyin, omurilik ve visseral otonom sinir sisteminde yaygin
olarak dagilmis heterojen bir karisim olan fibril agregatlarindan olusur. LC'ler, alfa-
siniiklein gibi konformasyonel ve post-translasyonel olarak modifiye edilmis bir¢ok
maddeyi igerir. Noron sayisinda meydana gelen azalmanin sebebini tam olarak tespit
etmek miimkiin olmasa da, muhtemel sebeplerden biri bu LC’lerin igerisinde yer alan
alfa-siniiklein proteinidir. LC'ler ndrodejenerasyonun bir gostergesi olmalarina
ragmen, hiicre 6liimiiniin ana nedeni degildir. Bunun yerine, AS oligomerlerinin ve

protofibrillerinin olusumu hastalik patogenezi i¢in daha kritik etkiye sahiptir (163).
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Yani, hastalik prognozu agisindan alfa-siniiklein kiimelerinin yikimi ve yeni
proteinlerin sentezinin engellenmesi biiyiik 6nem arz etmektedir. Aragtirmamiz
kapsaminda beyin dokulardaki alfa-siniiklein proteini birikimi hem histopatolojik
olarak LC’lerin tespiti ile hem de immiinohistokimyasal olarak ortaya konmustur.
Kontrol grubuna kiyasla TH ifadesinde ve immiinohistokimyasal boyanmalarda
azalmalar meydana geldigi goriilmiistiir. Bu durum, farelerin motor fonksiyonlarinda
meydana gelen azalma ile iligkilendirilebilir. Alfa-siniiklenin sentezinin engellenmesi
ve birikmis proteinlerin yikiminin saglanmasi bu kisir dongiiniin ¢6ziimii i¢in umut
vaat etmektedir. Bu noktada TZ, alfa-siniiklein agregat olusumunun yavaglatilmasi

yoniindeki islevi a¢isindan 6nemini kanitlamistir.

LC olusumunun nigral néron 6liimiiniin nedeni mi oldugu yoksa néronlarin
hayatta kalma c¢abasinin bir tiir gdstergesi mi oldugu uzun zamandir tartisilmaktadir.
Mikroskop altinda incelendiginde, PH’de Lewy cisimciklerinin yoklugunda bile
bir¢ok nigral ndronun 61diigii ve hatta saglikli goriinen noéronlarda da LC olusabildigi
belirlenmistir. Ozellikle bu tiir néronlar substantia nigranin lateral béliimiine gore
genellikle daha hafif patolojik degisimler gosteren substantia nigranin medial
boliimiinde goriiliirler. Bu bulgular nedeniyle, nigral nérodejenerasyonda Lewy
cisimciklerinin 6nemi {izerine ndrologlar ve néropatologlar arasinda hararetli
tartismalar yasanmaktadir. Hentliz kanitlanamayan bir hipotez olsa da; Lewy cismi
olusumu toksik proteinlerin ¢éziinmeyen bir formda tutulmasi i¢in néronlar tarafindan

yapilan bir hayatta kalma ¢abasi olabilir (90).

Rideout ve arkadaslar1 bu soruyu deneysel olarak ele almiglardir. Dopaminerjik
PCI12 hiicrelerine proteazom laktasistinin farmakolojik inhibitoric ZIE[O-tBu]-A-
16sinal (PSI) uygulamislardir. Proteazomal inhibisyon, noronal olarak farklilagmis
PC12 hiicrelerinde doza-bagimli bir 6liim artisina neden olmustur. Hayatta kalan
hiicrelerin belirli bir ylizdesinin, sitoplazmik ubikitinlenmis inkliizyonlara sahip
oldugu belirlenmistir. Ubikitinlenmis inkliizyonlarin sadece hayatta kalan hiicrelerde
mevcut oldugu ve hiicrenin Oliimii engellenirse sayisinin arttigr goriilmiistiir. Bu
sonuglar, inkliizyon cisimcikleri olusumunun hiicre 6liim nedeni olmadigini, aksine
hiicrelerin hayatta kalma c¢abasi oldugunu distindiirmektedir (74). Tanaka ve
arkadaglar1 da bu noktayi, 293T hiicrelerinde alfa-siniiklein ve sinfilin-1'in birlikte

tiretilmesi ile agrezomlar olusturarak ele almislardir. Bu hiicrelerde proteazom

61



aktivitesinin inhibisyonu agrezomlarin tipik 6zelligi olan juksta-niikleer kiimelerin
olusumu ile sonuglanmistir. Apoptotik hiicre 6liimii bu hiicrelerde agrezomlarin varlig
ya da yoklugu ile korelasyon gostermistir. Agrezomlar apoptotik olmayan hiicrelerin
%60'inda bulunurken, apoptotik hiicrelerin sadece %10'unda bulunmustur (164).
Agrezomlarin, hasar gérmiis ve sitotoksik proteinlerin pargalanmasini kolaylastiran
yapilar olarak gorev yaptiklari (163) ve néronu koruyucu bir role sahip olduklari
kanisina varilmistir (164). Bu baglamda, Lewy cismi olusumu PH'de nigral néron
6liimiiniin bir nedeni degil de ndronun hayatta kalma ¢abasi olabilir (90). Ancak, bu
durum LC’lerin meydana gelen toksisitenin bir gostergesi oldugu gergegini
degistirmemektedir. LC’ler, toksik proteinleri izole etmek ve pargalamak i¢in bir
savunma mekanizmasi olarak islev gormesine ragmen, hiicre bu toksik proteinleri
tiretmeye devam ettigi siirece LC sayis1 artacaktir. Bu durum da protein agregatlarinin

asir1 birikimine ve sonug olarak hiicre 6liimiine yol agabilmektedir (163).

Alfa-sintikleine bagli norotoksisite ile iliskili gok sayida ¢alisma mevcuttur ve
deneysel kosullara bagli olarak alfa-siniikleinin néronu koruyucu etkisinin de
olabilecegi yoniinde veriler bulunmaktadir. Da Costa ve arkadaslari, alfa-siniikleinin
asir1 Uretildigi hiicre gruplari elde etmisler ve bu hiicrelere apoptozu tetikleyici gesitli
ajanlart uygulamislardir. Yapay-transfekte hiicrelerle karsilastirildiginda, alfa
sintikleini agir1 iireten dogal tip hiicrelerde kaspaz aktivasyonunun anlamli derecede
zayiflamig oldugunu gostermislerdir (165). Seo ve arkadaglari, nanomolar
konsantrasyonundaki alfa-siniikleinin néronlar1 serum yoksunluguna, oksidatif strese
ve PI3/Akt sinyal yolagi yoluyla ekzitotoksisiteye kars1 korudugunu bildirmislerdir ve
koruyucu etkisinin Bcl-2 asir1 ifadesi ile arttigini belirlemislerdir. Aksine, hiicrelerde
mikromolar konsantrasyonunda oldugunda ise sitotoksisiteye yani norotoksik etkiye
neden oldugunu belirlemis, bunu da azalmis Bel-xL ve artmis Bax ifadesi ile sitokrom
C salinnmina ve kaspaz aktivasyonuna baglanmiglardir (166). Alves da Costa ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan farkli bir calisma, TSM1 noronal hiicrelerde apoptotik
uyartya karsit AS tepkisini incelemislerdir. Alfa-siniikleinin, bazal ve staurosporinle
uyarilmis kaspaz-3 immiinreaktivitesi ve aktivitesini asir1 diizeyde diisiirdiigiinii tespit
etmiglerdir. Bu duruma DNA fragmantasyonunun azalmasi ve terminal

deoksiniikleotid tranferaz ile diizenlenmis deoksiiiridin trifosfat (dUTP) ¢entikli-son
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etiketlenmesi (TUNEL) pozitif ndronlarin sayisinin azalmasi eslik etmistir. Ayrica, AS

p53 ifadesini ve transkripsiyon aktivitesini de azaltmistir (167).

Alfa-siniiklein oligomer ve kiimelesme olusumunun onlenmesi PH'de nigral
noron Oliimiinii Onleyebilir veya nigral ndérodejenerasyon hizini diisiirebilir. Bu
yaklasimla ilgili cok sayida olasilik ortaya atilmistir. Insanlardaki AS dejenerasyon
yolagi iyi bilinmemekle birlikte c¢ok sayida ilging veri bildirilmistir. Insan
noroblastoma SH-SY5Y hiicre hatlarinda ubikitin proteazom yolag: ile yikilirken
(168), HK-293 hiicre hatlarinda ve feokromositoma hiicrelerinde stabildir (169). PC12
hiicre hatlarinda ise hem proteazom hem de otofaji ile metabolize edilmektedir (170).
Tofaris ve arkadaslari ubikitin sisteminden bagimsiz bir sekilde proteazom ile de

yikildigini bildirmislerdir (80).

AS’in ubikitin ve proteozom yolaklar1 disinda diger siniiklein birimleri
aracilifiyla da norotoksik etkisinin Onlenebildigi belirlenmistir. Hashimoto ve
arkadaslar1 tarafindan iiretilmis insan alfa ve beta-siniikleini iireten ¢ift transjenik
farelerde, PH icin deneysel transjenik modelde beta-siniikleinin alfa-siniiklein
toksisitesini Onledigi gosterilmistir. Cift transjenik farelerde beta-sinuklein, AS
transjenik farelerde goériilen motor kusurlari, nérodejeneratif degisimleri ve noronal
alfa-siniiklein birikimini diizeltmistir. Alfa-siniikleinin asir1 tretildigi PH hayvan
modellerinin nigral bolgelerine adeno-iligkili virlis vektorii kullanilarak insan beta-
sintiklein geninin yerel olarak enjeksiyonunun etkisinin arastirilmasi oldukga
degerlidir. Eger bu yaklasim etkili ve gilivenilir sonuglar ortaya koyarsa, PH hastalarina
da uygulanabilirligi lizerine calismalar yapilabilir. Beta-sintlikleinden elde edilen daha
kiiciik peptidlerin de alfa-siniikleinin kiimelesmesini 6nlemede etkili olabilecegi ileri
stiriilmektedir (171). Windisch ve arkadaslar1 kiimelesmeye kars1 olan etkileri i¢in
beta-siniikleinden elde edilen peptidleri taramiglardir ve bu agidan N-ucu
aminoasitlerinden ilk 15’inin 6nemli oldugunu bulmuslardir (172). Gamma-

siniikleinin de alfa-siniiklein fibril olusumunu engelledigi bildirilmistir (173).

Insanda PARK2 geni tarafindan kodlanan ve ubikitinlenmede biiyiik role sahip
olan Parkin de AS tarafindan olusturulan norotoksisite i¢in ndéronlari koruyucu 6zellik
sergilemektedir. Petrucelli ve arkadaslari, katekolaminerjik orta beyin kiiltiiriinde

AS’yi asir1 diizeyde iirettirmisler ve noron Oliimiinii ve parkinin {iretiminin AS ile
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olusturulan norotoksisiteye karsi koruyucu etkisini gdzlemlemislerdir. Proteazom
inhibisyonu ile de benzer norotoksisite olusumunu gergeklestirmislerdir (174). Parkin
ayni zamanda proteazomun inhibe edildigi néronlarda da néronu koruyucu olmustur.
Parkin, SH-SYS5Y hiicre hattinda hiicre i¢i alfa-siniikleini keserek toksisiteyi

baskilamakta (175) ve ndronun korunmasinda etken rol oynamaktadir (176).

Parkinson modeli olusturmak i¢in kullanilan maddelerden biri olan MPTP, TZ
aracili PGK1 stimiilasyonunun sonuglarini inceleyebilmek i¢in farelere uygulanmis ve
TZ’nin MPTP'nin neden oldugu nérodejenerasyonu yavaslattigi veya onledigi, TH ve
dopamin seviyelerini kismen geri yiikledigi ve motor islevi iyilestirdigi rapor
edilmistir (177). Farkli bir ¢alisma ile 6-OHDA bilesigi Parkinson hastaliginda bir
dopamin néron dejenerasyonu modeli olusturmak i¢in sicanlarin sag striatumuna
enjekte edilmis ve yedi hafta sonra hayvanlarin sol 6n penge kullaniminin azaldig
gozlemlenmistir. 5. ve 7. haftalar arasinda TZ tedavisi baglanmis siganlarin ise her iki
on pengeyi de esit sekilde kullandiklari tespit edilmistir (178). Her iki ¢alismada da,
noron hiicreleri heniiz apoptotik O6liim gecirmemis olmalarina ragmen neredeyse
kesinlikle bozulmus metabolik fonksiyona sahiptir. TH seviyeleri, TH-pozitif noron
sayis1, striatumdaki TH yogunlugu ve dopamin miktar1 da zamanla azalmaya devam
etmistir. Terazosin uygulamasinin ise, ndrodejenerasyonun baslamasindan sonra bile
hiicre Oliimiinli yavaslattigi ve tedavi grubu hayvanlarin kontrol gruplarina gore
karsilagtirildiginda TH ve dopamin seviyeleri ile motor performanslarinin arttig
gosterilmistir. Sonuglar TZ’ nin, MPTP ve 6-OHDA tarafindan bozulmus ancak heniiz
dejenere olmamis néronlarin islevini geriye doniis yoniinde gelistirdigini géstermistir
(141).

Rotenone’un mitokondriyal kompleks I'i inhibe ederek ATP seviyesini
azalttigi bilinmektedir (179). TZ nin rotenone ile birlikte kullanilmasinin ATP’deki
azalmay1 ve motor performansta bozulmay1 en aza indirdigi bildirilmistir (141). Ayrica
TZ Drosophila PINK1 mutanti ve Drosophila LRRK mutanti PH modellerinde de test
edilmis ve bu modellerde de kismi iyilesmeler sagladigi belirlenmistir (141). Yine
insan alfa-siniikleini asir1 ifade eden ve ileri yasta PH belirtileri sergileyen transgenik
farelerde de (mThy1-hSNCA) TZ kismi iyilesmeler saglamistir (141). Tiim bu bilgiler
calismamizin sonuglar1 ile de kismen uyumludur ve heniiz dejenerasyonun

gerceklesmedigi durumlarda ya da dejenerasyonun ilerlemesinin 6nlenmesinde TZ’ nin
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faydali olabilecegi diisiincesini desteklemektedir. Bu mekanizma muhtemelen alfa-

siniiklein ifadesi lizerinden etki gostermektedir.

"Hidrotrop" terimi, 1916'da Carls Neuberg tarafindan icat edilmistir ve suda
hidrofobik bilesikleri ¢ozen kiigiik organik molekiiller manasina gelmektedir (180,
181). Son =zamanlarda, ATP'min bagirsakta proteinlerin ve safra asitlerinin
toplanmasini 6nledigi ve yaglarin ve lipitlerin ¢dziinmesine yardimer olduguna dair
caligmalar yaymnlanmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda ATP’nin hidrotrop olarak
gorev alabilecegi ve protein agregasyonlarinin ¢oziinmesini saglayabilecegi ileri
stiriilmistiir (29). Her ne kadar bu mekanizma igin karsit goriisler yer alsa da (182)
dogru olmast durumunda aynt mekanizmanin alfa-siniiklein agregatlarin1 da
cozebilecegi ileri siiriilebilir. Bu durumda TZ ile meydana gelen ATP artisi, bir baska
yolak araciligi ile de hiicrede birikmis fazla alfa-sintikleinin temizlenmesini sagliyor

olabilir.

Yakin tarihli birkag hayvan modeli c¢alismasi, glikolitik enzimlerin
farmakolojik veya genetik manipiilasyonu neticesinde artan glikoz miktar1 ve aliminin
Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi ve Amyotrofik lateral skleroz dahil olmak
lizere bircok Onemli norodejeneratif hastalik icin koruyucu olabilecegi ortaya
koymustur. Oksidatif fosforilasyon yolu néronlara gerekli ATP'min saglanmasinda
yetersiz kalirsa, ATPmin glikolitik iiretimindeki bir artis gercekleserek, enerji
eksikligini hafifletmeye ve ndronlarin akut enerji ihtiyacini siirdiirmeye yardimci
olur. Bunun yani1 sira ATP hidrotropik etkisi ile de birgok ndrodejeneratif hastalikta
yaygin olan protein agregatlarinin olusumunu 6nleme veya ¢6zmede etkindir (183).
Glikoz alimimin noroprotektif etkinliginin diger bir yolu, hiicredeki temel
indirgeyici olan glutatyonun azaltilmasi ig¢in ¢ok Onemli olan NADPH iiretimini
artiracak olan PPP'ye glikozun kanalize edilmesidir (184). PPP'nin hiz sinirlayici
enzimi GO6PD, bircok norodejeneratif durumda yaygin olan oksidatif stresle
indiiklenebilir (185, 186). PPP'nin metabolik iiriinii olan y-6-fosfoglukonolaktonun,
PP2A'y1 inhibe etmesi yoluyla AMPK aktivasyonuna katkida bulunabilecegini
gostermistir. AMPK aktivitesi, metabolik homeostaz ve mitokondriyal saglik i¢in
kritik bir 6neme sahiptir ve genis 6l¢iide noroprotektif oldugu gosterilmistir (187-189).
ATP bu nedenlerle noroprotektif bir etkiye sahip olup, hiicre sagliginin korunmasi

acisindan oldukga 6nemlidir.
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PH, yash erkeklerde kadinlara gore daha yaygin olarak goriilen bir hastaliktir
ve 60 yasindan sonra insidansi belirgin bir sekilde artar. Terazosin benign prostat
hiperplazisi i¢in regete edilen bir ilagtir ve bu hastalik da genellikle yash erkekleri
etkilemektedir. Bu bilgiler 1s18inda, bir arastirmada prostat ilaci olarak TZ kullanan
Parkinson hastas1 erkeklerde hastaligin prognozu incelenmistir. Buna goére TZ
kullanan 7 hastanin, kullanmayan 269 hastaya gore motor fonksiyon gerileme hizinin
daha yavas oldugu tespit edilmistir (141). Ancak arastirmada TZ kullanan hasta
sayisinin ¢ok az olmasi sebebi ile grubun genisletilmesine ihtiya¢ duyulmus ve TZ nin
PGKI ile baglanabilmesinden yola ¢ikilarak kinazolin motiflerine sahip ilaclarin da
PGK1 aktivitesini artirabilecegi One siiriilmiistiir. Bu olasilikla uyumlu olarak,
Doksazosin (DZ) ve Alfuzosin (AZ) arastirilmis ve TZ, DZ veya AZ (TZ/DZ/AZ)
kullanan 13 erkek PH’da motor fonksiyon bozukluklarinin yavasladigi rapor
edilmistir. Daha da fazla sayida PH vakasimi degerlendirmek amaciyla, farkli veri
tabanlarinda TZ/DZ/AZ kullanan 2880 Parkinson hastasi belirlenmis ve karsilagtirma
grubu olarak, PGK1 ile baglanma motifi igermeyen bir ilag olan Tamsulosin kullanan
15409 PH erkek se¢ilmistir. Arastirma neticesinde, TZ/DZ/AZ kullanan hastalarda PH
semptomlarinda azalma oldugu tespit edilmistir (141). iki biiyiik veritabani olan
Danimarka Ulusal Saglik Kayitlar1 ve 6zel ABD saglik sigortacilariin Truven
Kayitlar1 incelenerek yapilan benzer bir baska ¢alismada yine TZ/DZ/AZ kullanan
hastalar ile Tamsulosin kullanan hastalar karsilastirilmis ve TZ-DZ-AZ ilaglarinin PH

gelisme riskini azalttig1 veriler elde edilmistir (190).
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6. SONUC VE ONERILER

1987 yilindan giiniimiize hipertansiyon ve BPH tedavisinde giivenle kullanilan
TZ’yi PH tedavisinde etkin olarak test etmek ila¢ gelistirme safhalarinda 6nemli
zaman kazanimina ve maddi a¢idan da tasarrufa sebep olacaktir. TZ nin insanlarda iyi
bilinen farmakokinetik ve giivenlik profillerine sahip onayli bir ilag olmasi, potansiyel

gelisimini ve yeni bir klinik ilag¢ olarak yeniden yapilanmasini hizlandirabilir.

Sicanlarda yapilan caligmalarda TZ’nin, MPTP ve 6-OHDA tarafindan
bozulmus ancak heniiz tamamen dejenere olmamis ndronlarin islevini geriye doniis
yoniinde gelistirdigi gosterilmistir. Fare kullanarak rotenone ile PH modeli

olusturdugumuz ¢alismamizda biz de benzer sonugclar elde ettik.

Drosophila melanogaster’de mitokondriyal kompleks I inhibitérii olan
rotenone kullanilarak olusturulan sporadik PH modelinde, tirmanma davranisilar: test
edilmis ve motor iglevin bozuldugu gosterilmistir. Sineklerde TZ nin, ATP igeriginde
ve motor performansta meydana gelen azalmalari en aza indirdigi belirlenmistir. Biz
de rotenone ile indiikledigimiz ve spontan silindir testi uyguladigimiz gruplarin motor
fonksiyon davranis testlerinde istatistiki anlamlilik belirlenememis olsa da farkliliklar
oldugunu gozlemledik. Ozellikle TZ verilen gruplarda, yalnizca rotenone uygulanan
gruba gore iyilesme oldugu ve hayvanlarin normale yakin motor fonksiyon

gosterdiklerini belirledik.

Genetik, yaslanma ve cevresel faktorlerin etkin oldugu PH gibi bir¢ok
norodejeneratif hastalikta, azalan ATP diizey ve enerji metabolizmasi risk faktorii
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sitoplazmik glikoliz ise ATP tiretimini destekleyen en
onemli yolaklardan olmasi nedeniyle, PH'de gozlenen klinik tablonun ilerleyisini

yavagslatabilmektedir.

Calismamizin anahtar noktasini, TZ araciligiyla iiretimi artan ATP seviyesi
olusturmaktadir. Bir hidrotrop olan ATP, agregat olusumunu 6nleyebilme ve 6nceden
olusmus protein agregatlarini ¢ézebilme yetenegine sahiptir. TZ uygulayarak ATP
seviyelerini yiikselttigimizi ongordiigiimiiz gruplarda, alfa-siniiklein agregatlarinin

¢oziinmesini kolaylastirdigini histopatolojik ve immiinohistokimyasal bulgularimizla
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ortaya koyarak, PH'deki norodejenerasyonun TZ tarafindan yavaslatildigini tahmin
ediyoruz.

Calismamizda, rotenone uygulanan grupta nigral ndron toksisitesini ve
6liimiinii vurgulayan molekiil olan alfa-siniikleini kodlayan SNCA geninin ekspresyon
seviyesinde 1,58 katlik 6nemli bir yiikselis oldugu belirlenmis (p > 0,05); rotenone ile
birlikte veya rotenone uygulamasi sonrasinda TZ verilen gruplarda ise ekspresyon
seviyesinde azalma oldugu tespit edilmistir. Bu durum TZ’nin rotenone kaynakli
SNCA ekspresyon artisini engellemede veya diizeltmede faydali olabilecegini
gostermektedir. Ote yandan 3 hafta yalmzca TZ uygulamasi yapilan grupta ise
ekspresyon seviyesindeki azalmanin ¢ok daha fazla ve istatistiksel olarak anlamli
oldugu (p<0.001) bulunmustur. Daha once, rotenone ve TZ’nin etkinlikleri farkli
norodejeneratif hastalik modellerinde gosterilmis olmasina ragmen, TZ’nin SNCA
geninin ekspresyonunda azalmaya sebep olarak fazladan alfa-sintiklein birikiminin

Oniine gegebilecegi ilk kez gosterilirken; noroprotektif etkisi tekrar ortaya konmustur.

Parkinson hastaliginin en 6nemli klinik belirtilerinden olan istemli ve istemsiz
hareketlerin kontrolii ile hafiza ve biligsel fonksiyonlar iizerine etkisi bilinen
dopaminin seviyesi tirozin hidroksilaz enzimi tarafindan kontrol edilmektedir.
Calismamizda, TZ nin TH enzimini kodlayan TH geninin ekspresyonunda anlamli bir
degisiklige neden olmadigi ayrica rotenone tarafindan indiiklenen TH ekspresyon
azalisint da artirmadigi belirlenmistir. Literatiir taramasi sonucunda, TZ’nin TH
ekspresyonu iizerine etkinligini ortaya koyan bir makaleye rastlanmis olmasi

nedeniyle ¢alismamiz bir ilktir.

Histopatolojik ve immiinokimyasal incelemeler, SNc¢ bolgesindeki Lewy
cisimciginin en yliksek goriildiigii grubun rotenone verilen grup olmasinin yani sira
TZ verilen gruplarda goriilen bu oranin oldukca azaldigim1 ortaya koymustur. Bu

veriler de bize yine TZ’nin noroprotektif etkinligini gostermistir.

Mevcut hi¢gbir model terapotik faydayr veya patogenezi kesin veya dogru bir
sekilde ongorememektedir. Bu nedenle, farklt PH hayvan modelleri kullanilarak ve
hatta insan faz calismalar1 ile de bu bulgularimizin desteklenmesi Onerilir. TZ
caligmalar1 agisindan bir diger sinirlama, insan veritabanlar1 analizlerinin erkeklerle

siirli olmasidir. Ciinkii TZ bir hipertansiyon ilact da olmasina ragmen giintimiizde
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yaygin olarak erkeklerin iyi huylu prostat hiperplazisi tedavisi i¢in kullanilmakta olan
bir etken maddedir. Her ne kadar kadin PH bireylerde de benzer sonuglarin
alinabilecegi tahmin edilse de, TZ’in etkinliginin cinsiyet iizerinden de arastirilmasi

Onerilerimiz arasindadir.

Sonug olarak, her ne kadar kesin yargilara varmadan once ¢ok daha kapsamli
aragtirmalar ve ilag¢ faz ¢alismalar1 yapmak gerekiyorsa da, TZ Parkinson hastaligi
tedavisi i¢in timit verici dnemli bir etken maddedir. Parkinson hastalig1 yaninda, enerji
dengesi degismis diger norodejeneratif hastaliklarda nérodejenerasyonu yavaslatmak
veya Onlemek i¢in ya da protein agregat olusumu ile karakterize hastaliklarda
agregasyonu ¢ozmek ve engellemek i¢in TZ nin 6nemli bir terOpatik potansiyele sahip

oldugu goriilmektedir.
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