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OZET

Merve Ayan Tiireli, N-Methyl-4-Phenylpyridinium lodide (MPP+) Aracih
Parkinson Hiicre Modelinde Otofaji Aktivatorii Fluspirilenin Endoplazma
Retikulumu Stresindeki IRE1 Yolagina Etkisinin Arastirllmasi, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Tipta Uzmanhk Tezi, Ankara,
2024. Diinya genelinde ikinci en sik goriilen norodejeneratif hastalik olan Parkinson
hastaligimin altinda yatan birgok molekiiler mekanizma bulunmaktadir. Bu
mekanizmalardan biri de endoplazma retikulumu stresidir. Endoplazma retikulumu
stresi iic adet sensOr gorevi yapan protein tarafindan algilanarak endoplazma
retikulumunda yapim veya yikim ile iliskili yolaklar1 aktiflestirmektedir. Parkinson
hastaligindaki bozukluk goriilen bir bagska molekiiler mekanizma ise bozulmus olan
otofajidir. Otofaji bir hiicre 6liimii olmasinin yani sira hasarli organel, yanlis katlanmis
protein gibi yapilar temizleyerek hiicrede kurtarici bir gérev listlenmektedir. Tiim bu
bilgilerden yola c¢ikarak MPP+ toksini ile H4 insan néroglioma hiicreleri ile
olusturulmus Parkinson hastalifi modelinde ATGS aracili otofajiyi indiikleyen
Fluspirilenin, hiicrelerdeki endoplazma retikulumu stresi sensorlerinden biri olan IRE1
iizerine etkisinin arastirilmasi i¢cin gozlemsel tamimlayici bir ¢alisma planlandi.
Olusturulan Parkinson hastaligi modelinde otofajinin hiicre canliligina olan etkisi
MTT testi ile belirlendi. Hastalikta bozulan otofajinin ATGS aracili otofaji
aktivasyonu ile geri dondirildigi LC3B immiinositokimyasi ile gosterildi.
Endoplazma retikulumu stresini belirlemek i¢in yapilan pIRE1 immiinisaretlemesinde,
PIRE1 immiinoreaktivitesi ELISA y&ntemi ile olgiilen total IRE1 seviyesi ile
standardize edildiginde ER stresinin arttigi saptandi. ER-Tracker boyamasi ile
endoplazma retikulumunun yapisinin Parkinson hastaligi modelinde bozuldugu ve
otofaji ile geri dondiiriildiigii saptandi. Bu ¢alisma ile MPP+ toksin aracili Parkinson
hastaligi modelinde ATGS aracili otofaji ile IRE1 bagimli endoplazma retikulumu
stresi arasindaki iliski ilk defa gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Parkinson Hastaligi, N-Methyl-4-Phenylpyridinium lodide,
Endoplazma Retikulum Stresi, IRE1, Otofaji, ATG5

Destekleyen Kurum: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi, Hizli Destek Arastirma Projesi (THD-2023-20421)



ABSTRACT
Tureli Ayan Merve, Investigation of the Effect of the Autophagy Activator
Fluspirylene on the Irel Pathway in Endoplasmic Reticulum Stress in N-MethyI-
4-Phenylpyridinium lodide (Mpp+) Mediated Parkinson's Cell Model, Hacettepe
University Faculty of Medicine Department of Histology and Embryology
Residency Thesis, Ankara, 2024. Parkinson's disease, the second most common
neurodegenerative disease worldwide, has many underlying molecular mechanisms.
One of these mechanisms is endoplasmic reticulum stress. Endoplasmic reticulum
stress is detected by three proteins acting as sensors, activating pathways associated
with synthesis or degradation in the endoplasmic reticulum. Another molecular
mechanism observed in Parkinson's disease is impaired autophagy. Autophagy not
only serves as a cellular death mechanism but also plays a salvaging role by clearing
damaged organelles and misfolded proteins in the cell. In this study, we aimed to
observe and describe the effect of Fluspirilene, which induces ATG5-mediated
autophagy, on IRE1, one of the endoplasmic reticulum stress sensors, in a Parkinson's
disease model created with MPP+ toxin on H4 human neuroglioma cells. We
determined the effect of autophagy on cell viability in the Parkinson's disease model
by using the MTT assay. The reversal of impaired autophagy with ATG5-mediated
autophagy activation is detected by LC3B immunocytochemistry. By the pIRE1
immunocytochemistry used to detect the endoplasmic reticulum stress, after the
standardization of pIRE1 immunoreactivity with the total IRE1 levels measured using
the ELISA method, endoplasmic reticulum stress was found to be increased. With the
ER-Tracker staining it is seen that the morphology of the endoplasmic reticulum was
destroyed in the Parkinson's disease model, but restored with autophagy. With this
study, in the MPP+ toxin-mediated Parkinson's disease model the relationship between
ATG5-mediated autophagy and IRE1 mediated endoplasmic reticulum stress was
shown for the first time .
Keywords: Parkinson’s Disease, N-Methyl-4-Phenylpyridinium lodide,
Endoplasmic Reticulum Stress, IRE1, Autophagy, ATG5
Financial Support: Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit, Research Fund (THD-2023-20421)
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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IREL Inositol-gerektiren Enzim Tip 1 (Inositol-requiring Enzyme
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iPSC Indiiklenmis pluripotent kok hiicre

NADPH Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat

MAO-B Monoaminoksidaz B

MPTP 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahidropiridin

MPP+ N-methyl-4-phenylpiridinyum Iyodiir

PH Parkinson hastalig1

PER Protein kinaz R-benzeri ER kinaz (Protein kinase R-like ER
kinase)
Fosforile Inositol-gerektiren Enzim Tip 1 (Phosporylated

PIREL Inositol-requiring Enzyme Type 1)

UPR Yanlis Katlanmig Protein Cevabi (Unfolded Protein Response)
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1. GIRIS

Parkinson hastaligi diinya genelinde ikinci siklikla goriilen, ilerleyen motor kayip ile
demansin eslik ettigi erken ve gec yaslarda goriilebilen yiiksek morbiditeye sahip bir
norodejeneratif hastaliktir. Mevcut tedavisi hastaligin progresyonunu durdurmak
tizerine olup kiiratif degildir. Hastaligin histopatolojik ozellikleri yanlis katlanmis
protein olan a-sinliklein birikimi, Lewy cisimcikleri olusumu, taunun
hiperfosforilasyonu ve bunlarin sonucunda meydana gelen néron kaybidir. Parkinson
hastaliginda bu histopatolojik bulgularin olugsmasinda birgok molekiiler mekanizma
etkilidir. Endoplazma retikulumu stresinde artma ve otofajide bozulma bu

mekanizmalar arasinda sayilabilmektedir.

Endoplazma retikulumu hiicrede tiibiill ve sisternalardan olusan ¢ekirdekten
sitoplazmaya kadar uzanan ribozom varhi@ina goére graniilli veya diiz olarak
adlandirilan dinamik bir organeldir. Protein sentezi ve katlanmasi, lipid sentezi,
karbonhidrat metabolizmasi, vezikiil trafigi gibi birgok gorevi iistlenen endoplazma
retikulumu Parkinson hastaliginda hasar gordiigiinde endoplazma retikulumu stresi

aktiflesmektedir.

Endoplazma retikulumu stresinin IRE1, PERK ve ATF6 olmak {izere ii¢ sensor proteini
ile algilanmasi ile yanlis katlanmis protein cevabi hiicrelerde baglatilmaktadir. Bu
stire¢ ise endoplazma retikulumunun yapim veya yikim olaylarinin aktiflesmesi ile

sonu¢lanmaktadir.

Endoplazma retikulumu stresi sonucunda aktiflesen otofaji, hiicrede bu stresin
azalmasini saglayarak hiicre 6liimiinii azaltabilir veya endoplazma retikulumu stresini
azaltamadigi durumda hiicreyi Olime gotiirebilir. Ayni zamanda Parkinson
hastaliginda mutasyonlu genlerin bir sonucu olarak da bozulmus bir otofaji
mekanizmasi gorev almaktadir. Bu bozulmus mekanizmanin bazi otofaji aktivatorleri
araciligiyla diizenlenmesi hiicrede endoplazma retikulumu stresini azaltarak néron
oliimiinii engelleyebilir. Ancak literatiirde toksin aracili Parkinson hastaligi modelinde
otofaji indiiklenmesiyle endoplazma retikulumu stresi arasindaki iliskiye ve

endoplazma retikulumunun yapisindaki degisimlerine yonelik bilgi bulunmamaktadir.
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Calismanmin hipotezi; Parkinson hastaliginda otofajinin indiiklenmesi endoplazma

retikulumu stresini azaltir ve noron canliligini arttirir (Sekil 1.1).

Calhismanin arastirma sorulari:

= Parkinson hastalig1 modelinde otofaji indiiklenerek hiicre canlilig1 arttirilabilir mi?

=  MPP+ aracili Parkinson hastaligi modelinde otofaji bozulmus mudur?

= Parkinson hastaligi modelinde endoplazma retikulumunun yapisinda bozulma var
mudir, varsa otofaji aktive edilerek diizeltilebilir mi?

= Parkinson hastaligi modelinde otofaji indiiklenerek endoplazma retikulumu stresi

azaltilabilir mi?

Kalsiyum
8-t
°
L-tip
Kalsiyum
Kanali

°

\

Kalpain 1

A e 'ATGS
o ——

(s )—»(Lc3B ) (o) | IR

Created in BioRender.com bio

Sekil 1.1. Calismanin hipotezi

Calismamizda endoplazma retikulumu stresini arttirdigi ve otofaji mekanizmasinda
bozulma yaptigi bilinen MPP+ (N-Methyl-4-phenylpyridinium lodide) toksini

araciligiyla H4 insan ndroglioma hiicre hattinda olusturulan Parkinson hastaligi hiicre
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modelinde, Fluspirilen araciligiyla indiiklenmis otofajinin endoplazma retikulumu

stresinde IRE1 yolagina etkisinin arastirilmasi amaglandi.

Bu caligma sonucunda otofajinin indiiklenmesi ile endoplazma retikulumu stres
belirteglerinde azalma, hiicre canliliginda artis ve ayni zamanda endoplazma
retikulumunun yapisinda diizelme beklenmektedir. Bu calismada elde edilecek
bulgular ile Parkinson hastaliginin molekiiler yolaklarinin agiklanmasi ve tedavisine

yeni bir bakis agis1 getirilerek literatiire katkida bulunulmasi hedeflenmektedir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Sinir Sistemi Embriyolojisi

2.1.1. Noral Tiip Gelisimi ve Tleri Farklanmasi

Noral sistemin gelisimi embriyoda iigiincii haftada baglamaktadir. Tlk gelisen yap1 olan
ndral plak, altindaki notokordun TGF (transforming growth faktor beta), SHH (sonic
hedgehog), BMP (bone morphogenic protein) molekiilleri aracilifiyla yiizey
ektodermini indiiklemesiyle meydana gelmektedir. Noral plagin kranial bolgesi
genisleyerek gelecekteki beyin vezikiillerine, kaudal bolgesi ise medulla spinalise
farklanmaktadir. Noral plagin kenarlar1 yukar1 dogru kivrilarak noéral katlantilari,
ortasindaki oluk ise noral olugu olusturmaktadir. Noral katlantilar birbirine yaklasip
kapanirken noral tiip olusmaktadir. Noral tiip olusurken kapanma besinci somit
seviyesinden baglayarak kraniyal ve kaudale ilerlemektedir. Kraniyal ndropor

25.gilinde kaudal noropor ise 27.giinde kapanmaktadir [1].

Olusan noral tiiplin sefalik kisminda ii¢ genisleme belirmektedir. Primer beyin
vezikiilleri;  prozensefalon, = mezensefalon  ve  rhombensefalon  olarak
adlandirilmaktadir. Vezikiillerin gelisimi ile es zamanli olarak servikal ve sefalik
katlanma ortaya ¢ikmaktadir. Servikal katlanma rhombensefalon ve medulla spinalis

arasinda iken sefalik katlanma mesensefalonda olusmaktadir [2].

Gelisimin besinci haftasinda primer beyin vezikiilleri bes tane sekonder beyin
vezikiiliine  farklanmaktadir; prozensefalon telensefalon ve diensefalona,
rhombensefalon metensefalon ve miyelensefalona farklanirken mesensefalon aym
isimle kalmaktadir. Olusan her beyin vezikiilii beyinde farkli bir yeri olusturmaktadir.

= Telensefalon; beyin hemisferlerini

= Diensefalon; hipotalamus, talamus, optik vezikiil ve norohipofizi

= Mesensefalon; gérme ve isitme ile iliskili yollar

= Metensefalon; beyincik ve ponsu

= Miyelensefalon; medulla oblongatay1 olusturmaktadir.
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Medulla spinalisin liimeni santral kanali olustururken, rhombersefalonun boslugu
dordiincii ventrikiilii, diensefalon boslugu tglincii ventrikiilii, beyin hemisferlerinin

icindeki bosluk ise lateral ventrikiilleri olusturmaktadir [2].

2.1.2 Noronlarin ve Glialarin Farklanmasi

Olgun sinir sisteminde bulunan c¢ogu hiicrenin kdkeni erken noral tiipte olusan
multipotent noroepitelyal kok hiicrelere dayanmaktadir. Bu hiicreler farklanmaya
ugramadan once simetrik mitoz boliinmeler gecirerek ¢ogalmaktadir. Sonrasinda
meydana gelen asimetrik mitoz boliinmeler sonucu bir kisim hiicre ndroepitelyal kok

hiicre olarak kalirken bir kisim hiicre radiyal onciil hiicreye donlismektedir.

Radiyal 6nciil hiicre ilk basta simetrik mitotik boliinmeler gegirdikten sonra asimetrik
mitoz boliinmeye ge¢is ile nérogenezi baglatmaktadir. Asimetrik mitoz sonucu olusan
bir hiicre radiyal onciil hiicre olarak kalirken diger hiicre iki yolu izleyebilir; direkt
olarak noroblasta farklanarak bir noron olusturabilmektedir veya ara progenitor

hiicreye farklanip boliinerek iki noroblasta dontisebilmektedir [3].

En erken olusan bipolar néroblastlarin ndral tiipiin liimen sinirina ulasan ve eksternal
siirlayict membranina ulasan iki adet ince sitoplazmik uzantilari bulunmaktadir.
Sitoplazmik uzantilarini ¢ekerek unipolar noroblasta doniisen hiicre, sitoplazmasinda
yeterli Nissl cisimeigi biriktirdikten sonra bir¢ok yone dogru sitoplazmik uzantilar
olusturarak (akson ve dendritler) multipolar noroblastlara farklanir. Farklanma

stirecinde hiicreler go¢ ederken aksonlar dendritlerden 6nce olusur. [4].

Radiyal onciil hiicrelerde norogeneze ilerlemeyi saglayan en bilinen molekiil
nororegiilin iken santral sinir sistemin farkli bolgelerinde cesitli ¢evresel faktorler
nororegiilini baskilayarak bu yolu gliogeneze yonlendirirler. Bu olaya ndron-glia
hiicre doniisimi denilmektedir. Etkili olan molekiillerden ve mekanizmalardan
bazilari niikleer faktor I-A, SOX-9, OLIG-2 ve NOTCH sinyal yolagi aktivasyonudur.
Bu noéron-glia doniistimii sonrasinda radiyal onciil hiicre astrosit ve oligodendrosite
farklanmaktadir. Bu farklanmaya ugrayacak olan hiicrelerde glial fibriller asit protein

(GFAP) ekspresyonu goriilmektedir. Radial glial hiicreler tim bu hiicreleri
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olusturmanin yam sira santral kanali doseyecek olan ependim hiicrelerine de
farklanmaktadir. Sinir sistemi hiicrelerinin ¢ogu ortak bir kokeni paylasmasina ragmen
mikroglia hiicreleri sinir sistemindeki miyeloid kokenli hiicrelerdir ve gelismekte olan

beyinde kan damarlarinin girisiyle beraber bulunmaktadir [4, 5].

2.2. Sinir Sistemi Histolojisi

2.2.1. Sinir Sistemine Genel Bakis

Sinir sistemi merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi olmak {izere ikiye
ayrilmakta olup merkezi sinir sisteminin elemanlar1 beyin, beyincik ve medulla
spinalis iken periferik sinir sistemi kraniyal ve spinal sinirler ile olusturduklari pleksus

ve gangliyonlardan (Sekil 2.1) olusmaktadir [6].

Sinir Sistemi

Merkezi Sinir Periferik Sinir
Sistemi Sistemi
— Beyin —Gangliyonlar|
—|Beyineik — Pleksuslar
|| Medulla
Spinalis || Kraniyal ve

spinal sinirler

Sekil 2.1. Sinir sisteminin smiflandiriimasi
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Sinir sistemi islevsel olarak ise somatik ve otonom olarak ikiye ayrilmaktadir. Somatik
sinir sistemi tiim viicudun duyusal ve motor innervasyonunu saglar, viicudun refleksler
disindaki bilingli kontroliinden sorumludur. Otonom sistem ise diiz kaslarin motor
innervasyonunu ile bezler ve kalbin iletim sistemi {izerinde etkilidir. Otonom sinir

sistemi parasempatik, sempatik ve enterik olarak ti¢ farkli alt gruba ayrilmaktadir [7].

2.2.2. Sinir Dokusunun Hiicreleri
Sinir dokusunun hiicreleri noronlar ve glia hiicreleri olmak {iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Noronlar sinirsel iletiyi algilama ve iletme gorevine sahip iken noroglia

hiicreleri noronlara destek olmaktadir [6].

2.2.2.1. Noronlarin Yapisal Ozellikleri ve islevleri

Sum boyutundan 150pum boyutuna ulagabilen hiicrelerdir. Hiicre govdesi, dendrit ve
aksondan olugmaktadir. Noronun hiicre govdesi soma veya perikaryon olarak da
adlandirilmaktadir (Sekil 2.2) [6].

Noron hiicre govdesi ve dendritler bilginin alinmasi ve islenmesi ile iliskili iken akson
kismi bilginin aktarilmasini saglamaktadir [8]. Hiicre govdesi ¢ekirdek, organeller ve
cevreleyen sitoplazmadan olugmaktadir. Noronun periniikleer sitoplazmasi graniillii
endoplazma retikulumu ve rizobozomdan yogun, 151k mikroskobunda bazofilik bir
alan olarak goriilen Nissl cisimlerini igermektedir. Nissl cisimleri ve Golgi kompleksi

dendritlere uzanirken aksonda goriillmemektedir [7].



18

Dentrit

Sinaptik
Soma #:::;gi Akson Telendron Terminal

Created in BioRender.com bio

Sekil 2.2. Noronun yapisi ve bdlgeleri

Dendritten aksona kadar devam etmekte olan endoplazma retikulumunun diiz yiizi
hipolemmal sisternay1 olusturur, graniillii yiiz hiicre gévdesinde devam eder. Akson
tepecigi, soma ve akson arasinda piramit sekilli ribozomdan fakir gegis bolgesidir [7].
Bu bolgede endoplazma retikulumunun graniilli yiizii bulunmamakla beraber diiz

yiizii goriilebilmektedir. Akson tepecigi diger organeller bakimindan da fakirdir [6].

Cekirdek yakinmna yerlesmis Golgi kompleksi protein sentezinin yogun oldugu
hiicrelere 6zgii olarak geligmistir. Bir¢ok mitokondriyon soma, dendrit ve aksona
yayilmistir. Néron mitokondriyonlar1 diger hiicrelere oranla daha uzundur ve kristalari
uzunlamasina yerlesir. Olgun noronlarda sentriol, néronun primer silyumunun bazal

cisimcigi ile iliskilidir [6].

Noronlar dendritleri araciligiyla diger néronlardan ileti almaktadir. Dendritler hiicre
govdesinden ¢ikan kisa, ince dallanan yapilardir. Noron somasindaki gibi bir¢ok

organel igermekle beraber Golgi kompleksinden fakirdir. Cogu noron bir¢ok dendrit
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icermektedir. Dendritlerin yiizeyinde bulunan dendritik dikenler sinaps bdlgeleri

olarak islev goriir [6]. Dendritler miyelin kilif ile kapl degildir [7].

Akson, néron govdesinden akson tepeciginin devaminda tek ince bir uzanti olarak
¢ikmaktadir. Bazi aksonlarda yan dallanma bulunabilmektedir. Akson uzunlugu 1mm
veya daha uzun olabilmekle beraber aksonun kalinligi néronun tiirtine gore degisiklik

gostermekte ve ileti hizini etkilemektedir [7].

Aksonun miyelin kilifla sarili oldugu ilk bolgeye baslangi¢ bolgesi adi verilmektedir.
Elektron mikroskop ile incelendiginde baslangig bdolgesinin aksolemmasinin
ndrofilaman ve mikrotiibiillden zengin olmasi, bu bdlgenin akson kalinliginin
belirlendigi yer oldugunu disiindiirmektedir. Baslangi¢ bolgesi ileti sisteminin
eksitator ve inhibitor uyarilarinin aksiyon potansiyeli olusturup olusturmayacaginin
karar verildigi yer olma ozelliginden dolay1 aksiyon potansiyeli tetikleme bolgesi

olarak da adlandirilmaktadir [7, 9].

Noronda tiim yapisal ve islevsel proteinlerin govdede sentezlendigi bilinmekle beraber
son caligmalar akson terminalinde poliribozomlardan olusan periaksoplazmik plaklar
araciligiyla lokal protein sentezi yapildigini ve bu proteinlerin ndronal hiicre

hafizasinda yer aldigin1 gostermektedir [7].

Noronlarda Sinyal fletimi
Noronlarin komsu hiicreler ile iletisim kurmasinda sinapslar rol almaktadir. Sinapslar
noron-néron, noron-kas, noron-bez arasinda olabilmektedir. Noronlar arasindaki
sinapslar morfolojik olarak 3 sinifa ayrilmaktadir [7].
= Aksodendritik sinaps; Akson ve dendritler arasindadir, dendrit dikenleri
goriilebilmektedir. Uzun stireli hafiza ve 6grenme iligkili fonksiyonlar
beyinde tistlenmektedirler.
= Aksosomatik sinaps; Akson ve soma arasindadir.

= Aksoaksonik sinaps; Akson ve akson arasinda goriilen sinaps tiiriidiir [7].
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Sinaplar rutin hematoksilen eozin boyamada goriinmemekle beraber glimiisleme
metotlari ile diigmeler seklinde gosterilebilmektedir. Noron basina diisen sinaps sayisi
birkag¢ taneden on binlere kadar ulagabilmektedir. Sinapslar elektriksel ve kimyasal
olarak ikiye ayrilmaktadir. Kimyasal sinapslar ndrotransmitter molekiiller aracilig ile
sinaptik yarikta gerceklesmektedir. Elektriksel sinapslar ise iyonlarin hiicreler arasi

gap junctionlar araciligi ile geg¢isi ile ger¢ceklesmektedir [7].

Sinaptik terminal iletinin bir aksiyon potansiyeli olusturmasi i¢in 6zellesmis bolgedir.
Presinaptik bolge, iletinin olusturuldugu bolgeyi, postsinaptik bolge, iletinin alindigi
bolgeyi temsil etmektedir. Presinaptik ve post sinaptik membranlar arasinda sinaptik
yarik bulunmaktadir [8]. Presinaptik bolge sinaptik vezikiilleri olusturma 6zelligine
sahiptir. Bu vezikiiller nérotransmitterleri igerir ve boyutlart 30-100 nm arasindadir.

Bu vezikiillerin membranlar arasinda aligverisi SNARE protein ailesi rol almaktadir

[7].

Sinaptik aralikta iletinin iletilmesinde voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 etkin gorev
almaktadir. Bu kanallar araciligiyla aksiyon potansiyeli olusumu sonucunda hiicre
disindan hiicre igine kalsiyum akis1 gerceklesir boylelikle vezikiillerin transportu,
tutunmasi ve membranlarin birlesmesi ile iletim sonuglanmaktadir [10]. Alternatif bir
norotransmitter transport yolu ise porositozdur. Porositozda farkli olarak kalsiyum
varhiginda vezikill ve presinaptik membranda gecici Inm boyutlarinda porlar
olugsmaktadir. Vezikiiller igerisindeki nérotransmitter molekiiller, post sinaptik
membrandaki voltaj bagimli iyon kanallar1 veya G protein aracili reseptorlere
baglanmaktadir, bunun sonucunda norotransmitterler ikinci mesajcilart araciligiyla

veya sadece kendileri etki gostermektedirler [7].

Noron tipleri
Farkl1 tip néronlar somalarindan uzanan dendrit sayisina gore adlandirilmaktadir [8].
»  Multipolar néronlar; Somadan uzanan tek akson ve bir¢cok dendrit
bulunmakta olup somasi1 poligonal sekillidir. Sinir sistemindeki ¢ogu ndron

bu kategoridedir.
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» Bipolar noronlar; Bir adet akson ve bir adet dendritten olusmaktadir.
Gorsel, isitsel ve vestibiiler sistem ndronlar1 bu gruptadir.

»  Psodounipolar (Unipolar) néronlar; Aksonlari somalarina yakin olarak
ikiye ayrilmaktadir. Bir kolu perifere uzanirken diger kolu santral sinir
sistemine uzanmaktadir. Kraniyal ve spinal sinirlerin gangliyonlarinda

lokalize olurlar, genellikle duyu noronlaridirlar [8].

Aksonal Transport

Noron metabolizmasi igin gerekli olan maddelerin hiicre gdvdesinde sentezlenerek
akson ve dendritlere iletilmesine aksonal transport adi verilmektedir [7]. ileti yon
olarak anterograd ve retrograd olarak ikiye ayrilirken hiz olarak yavas ve hizli olarak
iki kategoride degerlendirilmektedir. Anterograd transport maddelerin ndron
govdesinden akson veya dendritlere dogru olan tasinmadir, mikrotiibiil bagimli motor
protein olan kinezin ATP kullanarak gérev yapmaktadir. Retrograd transport ise
maddelerin akson veya dendritlerden ndron govdesine iletilmesidir, mikrotiibiil

bagimli dynein proteini gorev almaktadir [7].

Transport sistemleri ayrica ileti hizina gore de hizli ve yavas olarak
siniflandirilmaktadir. Yavas transport sistemi hiicre iskeleti elemanlariin (tiibiilin,
aktin, norofilaman) anterograd transportu amaciyla kullanilmaktadir. Bu iletimin hizi
glinde 0.2mm ile 4mm arasinda olmaktadir. Hizli transport sistemi hem anterograd
hem retrograd olabilmektedir, hiz1 giinde 20mm ile 400mm arasindadir. Hizh
tasinmanin her yoniinde ATP gerekmektedir. Anterograd hizli transport vezikiillerin,
sekerler, aminoasitler gibi metabolik maddelerin, niikleik asit ve nérotransmitterlerin
taginimini saglamaktadir. Retrograd hizli transport farkli olarak sinir sistemine toksin

ve viriislerin ulasmasina sebep olmaktadir [7].

Norotransmitter Molekiiller
Beyinde islev gosteren norotransmitterler molekiiller ester, amin, aminoasit, peptit
veya serbest radikal formunda olabilmekte ve presinaptik kavsaktan post sinaptik

membrana geg¢isi ile iletimi saglamaktadirlar. Bir norotrasmitter birden ¢ok tiirde
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reseptor ile etkilesimde bulunabilmektedir. Reseptorler iyonotrofik (iyon kanallari),

metabotrofik (G protein) olarak ikiye ayrilmaktadir [7].

Asetilkolin: Ester yapil1 bir molekiildiir. Iyonotrofik (nikotinik ACh-sodyum
kanali aracili) ve metabotrofik (Muskarinik ACh- G protein bagimli)
reseptorler araciligiyla etkinlik gosterir. Santral sinir sisteminde asetilkolin
hafiza, uyarilabilirlik ve dikkat ile iliskilidir [11].

Epinefrin, Norepinefrin: Monoamin yapili molekiillerdir. Metabotrofik (a-f3
adrenerjik- G protein bagimli) reseptorler araciligiyla etki gosterir. Adrenerjik
sistem beyinde dikkat, uyarilabilirlik ve uzun donem hafiza ile iligkilidir [12].
Serotonin: Monoamin yapisindaki serotonin beyinde uyku, aglik, hafiza ve
ogrenme iliskili bircok yolakta gérev almaktadir. Iyonotrofik (SHT3- Na/K
kanal1 aracili) ve metabotrofik (SHT1247 - G protein bagimli) reseptorler
araciligiyla etkilerini gostermektedir [7].

Dopamin: Monoamin yapilidir. Metabotrofik (D1, D2- G protein aracili)
reseptorleri araciligiyla etki gosterir. Dopaminerjik néron kaybi Parkinson
hastaligindaki motor ve kognitif bozulma ile iligkilidir [12].

GABA, Glutamin: Aminoasit yapisinda olan bu norotransmitterler
birbirlerine doniismektedir. GABA inhibitor etkilerden sorumlu iken glutamat
eksitator etkilerden sorumludur. Her iki aminoasit i¢in de iyonotrofik ve
metabotrofik reseptorler mevcuttur [7].

Glisin: Iyonotrofik (GlyR-Cl kanali aracili) reseptdrii bulunan aminoasit

yapidaki glisin beyinde inhibitor yolaklarda rol almaktadir [7].

Santral sinir sisteminde 6nemli yolaklarda rol oynayan bu norotransmitterlerin yani

sira kiiglik peptitler (Substans P, Enkefalinler, B-Endorfin) ve serbest radikal formdaki

nitrik oksit de dnemli rol Gistlenmektedir.

Sinaptik kavsaga aktarilan ndrotransmitterler gorevlerini tamamladiktan sonra

yikilabikmekte veya geri alinabilmektedir. Norotransmitterlerin %80’1 geri alinarak

hiicre i¢inde yikima ugratilirken diger kismi ise sinaptik yarikta gorevli enzimleri ile

yikima ugramaktadir [7].
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Hareket bozuklugu ve tremor ile ilerleyen Parkinson hastaligi nérotransmitterlerden
biri olan dopaminin beynin bazi bolgelerinde yoklugu ve dopamin iireten néronlarin

ilerleyici kaybu ile karakterizedir [6].

2.2.2.2. Noroglia hiicrelerinin histolojisi

Sinir sisteminde noéronlardan 10 kat daha fazla sayida néroglia hiicresi bulunmaktadir.
Noroglia hiicreleri, noronlara destek olmanin yanisira, beyin omurulik sivisinin
diizenlenimini, norotransmitterlerin uzaklastirilmasini, skar dokusu olusturulmasini,
gliotransmitter ~adi  verilen néronu  destekleyici maddelerin  salinimim

gergeklestirmektedir [6].

Santral sinir sisteminde bulunan ndroglia hiicreleri astrosit, oligodendrosit, mikroglia

ve ependimal hiicre iken periferik sinir sisteminde schwann hiicreleri bulunmaktadir

[6].

Astrositler
Kan beyin bariyerini olusturan bu hiicreler en biiyiik noroglia hiicresidir, iki alt tipi
bulunmaktadir.

» Protoplazmik astrositler; Santral sinir sisteminde gri maddede
bulunurlar. Biiyiik bir ¢ekirdegi, organelden zengin sitoplazmasi ve birgok
uzantisi olan y1ldiz sekilli hiicrelerdir. Uzantilarindan bazilarinde pediseller
bulunmaktadir, bu pediseller pia-glia membranint olusturmaktadir.
Protoplazmik  astrositler, beyin  omurilik  sivisinin  igeriginin
diizenlenmesinde de etkin goérev alir [6].

= Fibroz astrositler; Organel acgisindan daha fakir sitoplazmaya sahip bu
hiicrelerin uzantilar1 protoplazmik astrositlere oranla dallanmalar yapmaz

ve daha uzundur [6].

Oligodendrositler
Santral sinir sisteminde miyelinin yapimindan sorumlu olan hiicredir. Hem gri madde

hem de beyaz maddede bulanan graniillii endoplazma retikulumu, ribozom, Golgi ve
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mitokondriyondan zengin sitoplazmanin yani sira astrositlere gore kiigiik bir ¢cekirdege
sahip olan hiicrelerdir [7].
= Interfasikiiler oligodendrositler; akson demetlerinin yakinlarinda
bulunan bu hiicreler miyelin ile aksonlarin izolasyonunu saglarlar.
= Satellite oligodendrositler; yalnizca gri maddede bulunan bu hiicreler
biiyiilk néron somalarina yakin bulunurlar. Goérevleri net bilinmemekle
beraber c¢evresinde bulundugu ndronlarin etrafindaki hiicrelerarasi siviyi
diizenledikleri ~ ve  gerektiginde  interfasikiiler  oligodendrosite

doniisebildikleri diistiniilmektedir.

Santral sinir sisteminde bir oligodendrosit birgok aksonu miyelin ile sarabilirken
periferik sinir sisteminde bir schwann hiicresi sadece bir aksonu miyelin ile
sarabilmektedir [6].

Mikroglialar

Sinir sisteminin kemik iligi kokenli sitoplazmik uzantilar1 olan ¢ekirdegi basik
gortinimlii  hiicreleridir [7]. Santral sinir sisteminde uzaklastirilmasi gereken
maddeleri ve hasarlanmig yapilar1 fagosiyoz yolu ile uzaklastirmaktadir. Patojenlerle
aktiflenen bir mikroglia digerlerini aktiflemek i¢in interferon-y salinimi yapar ve ayni

zamanda T lenfositlere antijen sunar [6].

Ependim Hiicreleri

Beyinin ventrikiillerini ve sanral kanali doseyen, embriyolojik gelisimde néroepitelden
koken alan hiicrelerdir. Kiibik silli hiicrelerdir. Silleri sayesinde beyin omurilik
stvisinin hareketini saglamaktadir. Ependim hiicrelerini ventrikiillerde farklilagaral

koroid pleksus yapimina katilmaktadir [6].

Ozellesmis bir ependim hiicresi tipi olan tanisit ise ii¢iincii ventrikiilde bulunmaktadir,
serbest yiizleri beyin omurulik sivisiyla iligki halinde olup beyin parankimine uzanan

uzantilari mevcuttur [7].
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2.3. Parkinson Hastahgi

Parkinson hastaligi, diinya ¢apinda 6 milyondan fazla insani etkileyen ikinci en sik
goriilen norodejeneratif hastaliktir. Her yeni jenerasyonda bu say1 2,5 kat artarak
ilerlemektedir [13]. Hastalik prevalans degerleri degiskenlik gostermekle birlikte
diinyada 80,6-187/100.000, Tirkiye’de 111/100.000 olarak bildirilmistir. Cesitli
iilkelerde yapilan ¢alismalarda farkli sonuglar bildirilmekle beraber genel olarak

Parkinson hastalig1 yillik insidansinin 4,5-21/100.000 arasinda degistigi bilinmektedir
[14].

Birgok farkli sebebe bagli Parkinson hastaligina benzer klinik 6zellikler goriilmesine
parkinsonizm adi verilmektedir [15]. Parkinson hastaligi farkli gen mutasyonlarindan
meydana gelebildigi gibi 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP),
annonasin gibi norotoksik ajanlara maruziyet sonucunda nigrostrial Yolaktaki
noronlarin 6liimi ile atipik parkinsonizm olusabilmektedir. Mangan, trikloretilen,
karbonmonoksit gibi zehirli gazlara toksik seviyede maruziyet sonucunda da
Parkinson benzeri semptomlar ortaya c¢ikabilmektedir. Aile hikayesi Parkinson
hastaliginda 6nemli bir risk faktoriidir ve ailevi formlar hastaligin %5-%15’ini

olusturmaktadir [16].

Parkinson hastaligindaki genetik mutasyonlar siralanacak olursa:

SNCA: a-siniiklein yapimindan sorumlu olan esas gendir. a-siniiklein proteini;
ndrotransmitter saliniminda sinaptik kavsakta SNARE kompleksi olugmasinda rol
almaktadir. Genin mutasyonu otozomal dominant olarak aktarilmaktadir.

PRKN: Parkin proteinin yapimindan sorumludur. Parkin proteini noron
metabolizmasinda hasarli mitokondriyonlar1 temizler ve apoptozu engeller. Genin
mutasyonu otozomal resesif olarak aktarilir.

PINKZ1: PINK1 proteini senteleyen gendir. PINK1 proteini hasarli mitokondriyonlarin
temizlenmesinde rol alir. Genin mutasyonu otozomal resesif olarak aktarilir.
PARKY: DJ1 proteini sentezini saglayan gendir. DJ1 proteini NF-kf yolaginda gorev
alir ve oksidatif stresten noronu korur. Genin mutasyonu otozomal resesif olarak

aktarilir.
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LRRK2: LRRK2 proteinini sentezler. Otofaji, vezikiil trafigi ve ER-Golgi
transportunda rol alir. Genin mutasyonu otozomal dominant aktarilir.

GBA: GCasel proteininin sentezini saglar. GCasel proteini glikozilseramid ve diger
glikolipitlerin yikiminda gorev almaktadir. Genin mutasyonu otozomal dominant
aktarilir.

VSP35: VSP35 proteinin sentezini saglar. Bu protein noéronlardaki retrograd
transportta etkilidir. Genin mutasyonu otozomal dominant olarak aktarilir.
ATP13A2: ATP13A2 proteini sentezleyen gendir. ATP13A2 proteini otofagozom

olusumunda gorev alir. Genin mutasyonu otozomal resesif aktarilir [17, 18].

2.3.1. Parkinson Hastali1 Klinik Bulgulari

Hastalikta genel olarak motor ve motor olmayan semptomlarin birlikte goriilmektedir
(Tablo 2.1). Motor semptomlar, bradikinezi ve tremor iken motor olmayan semptomlar
ise depresyon, kabizlik ve uyku bozuklugu olarak kendini gdsterir. Motor olmayan
semptomlar hastaligin erken evrelerinde goriiliirken hastalik ilerledik¢e yerini motor
semptomlara birakir. Hastaligin tan1 kriterleri olarak anamnez hala altin standart
yontem olarak kullanilmaktadir. Hastada bradikinezinin yani sira istirahat tremoru

ve/veya rijidite birlikteligi ile Parkinson hastaligi tanis1 konulmaktadir [15].

Motor Semptomlar Motor Olmayan Semptomlar

Tremor Koku almada azalma (Hiposmi)

Katilik (Rijidite) Psikiyatrik Semptomlar (Depresyon,
ansiyete, apati)

Bradikinezi/Akinezi/Hipokinezi Demans

Postiirde bozulma Duyu bozukluklari

Yiirtiylis bozukluklari Genitoiiriner semptomlar

G0z hareketlerinde bozulma Gastrointestinal semptomlar

Maske yiiz (Hipomimi) Uyku bozukluklar1

Yazida bozulma (Mikrografi) Kardiyovaskiiler semptomlar

Tablo 2.1 Parkinson Hastaliginda goriilen motor ve motor olmayan semptomlar [15,

16].
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2.3.2. Parkinson Hastahig1 Histopatolojisi

Hastalikta goriilen semptomlarin sebebi beyindeki substansiya nigranin pars kompakta
bolgesindeki dopaminerjik ndron kaybi ve ona eslik eden Lewy cisimcikleridir. Lewy
cisimcikleri; Parkinson hastalig i¢in karakteristik ndron sitoplazmasinda birikimlerdir
[19]. Lewy cisimcikleri, Hematoksilen Eozin ile boyamada bir veya birden fazla
kiiresel veya igsi sekilli halolar1 olan eozinofilik yapilar olarak goriiliir. Fosforile a-
siniikleinden zengin Lewy cisimcikleri immiinhistokimyasal olarak a-siniiklein ile
isaretlenmektedir ve bu isaretlenme cisimciklerin periferinde halo seklinde goriiliir

[20].

a-sintiklein 140 aminoasitten olusan N terminali ve C terminale sahip SNCA geni
tarafindan kodlanan bir proteindir. Lizinden zengindir, amfipatik ozelliktedir ve
noronlarin sitoplazmasinda bulunmaktadir [21]. Yapinin C terminali yiiksek negatif
yiikliidiir. N terminali ise sekonder a-helikal yapida olup membrana baglanmada gorev
almaktadir. N terminali ayni zamanda hidrofobik amiloid igermeyen bir bolgedir.
Mutasyonlar ve translasyon sonrasi modifikasyonlar sonucunda N terminalinde
patolojik bir peptit konformasyonu olan  tabakalanma gergekleserek yanlis katlanmis
a-siniikleinin dokuda birikmesine neden olur [19]. a-siniikleinin fizyolojik gorevleri
vezikiil trafigini kolaylastirmak, sinaptik vezikiil kiimelenmesini saglamak ve

ekzositoz fiizyon porunu genisletmektir [22].

Parkinson hastalig1, multisistem atrofi ve Lewy cisimcikli demans gibi nérodejeneratif
hastaliklarda a-siniikleinin kiimelenerek birikmesi bu hastaliklarin patogenezinde a-
siniikleini esas sorumlu protein haline getirmektedir [23]. o-siniikleinin yanlis
katlanma sonucu hiicrede birikmesi mitokondriyon, lizozom, endoplazma retikulumu

ve hiicre iskeletinde islev bozukluguna yol agmaktadir [19].

Hiicrelerde endoplazma retikulumu, protein homeostazin1 dengelemede ana gorevi
istlenmektedir. Bundan dolay1 son on yilda bir¢ok ¢alisma Parkinson hastaliginda
endoplazma retikulumunun roliiniin arastirilmasina odaklanmaktadir.  Parkinson
hastaligindaki dopaminerjik néron kaybi ve a-siniiklein birikimi  endoplazma

retikulumu stresi ile iliskilendirilmektedir [24].
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2.3.3. Parkinson Hastaligi Mevcut Tedaviler

Mevcut tedavi yontemleri ile Parkinson hastalifi tedavi edilemeyen, progresyonu
yavaglatilmaya c¢alisilan bir hastaliktir. Hastaliin farkli yaslarda, farkli gen
mutasyonlar1 ve farkli formlarinin bulunmasindan dolay: tedavide farkli yaklagimlar
izlenmektedir. Hayat tarz1 degisiklikleri ve hareket bozuklugu, konusma bozukluguna
yonelik terapiler tedaviye eklenmektedir. Tedavide ilk asama farmakolojik tedavi
olarak kaybolan dopaminin yerine koyulmasidir. Bu asamada karbidopa/levodopa
veya dopamin agonistleri ile tedavi planlanmaktadir. Monoaminoksidaz B (MAO-B)
inhibitorleri ve katekol-0-metil transferaz inhibitorleri ile dopamin tedavisinin
etkinligi uzatilmaktadir. Bu tedaviler hastaligin motor semptomlarina etkili olmakla
beraber hastadaki motor olmayan semptomlara ise hedefe yonelik tedaviler (depresyon

hastasina trisiklik antidepresan baslanmasi gibi) planlanmaktadir [25].

Noroprotektif tedavi segenekleri olarak Parkinson hastaliginda Selenjilin, Tokoferol,
Azilect gibi ilaglar ile in vivo ve in vitro ¢alismalar devam etmektedir. Dopamin
tedavilerinin uzun dénemli yan etkilerine maruz kalan ve farmakolojik tedaviye cevap
vermeyen hastalarda ise cerrahi tedavi segenegi olarak derin beyin stimiilasyonu
(DBS) yapilmaktadir. DBS, beyinde talamus, globus pallidus ve subtalamik c¢ekirdek

tizerinde etki gostermektedir [25].

2.4. Parkinson Hastaligi Modelleri

Norolojik hastaliklarda hastalardan doku eldesinin zorlugu arastirmacilart farkl
modeller bulmaya yoneltmektedir. Parkinson hastaliginin 6zelliklerini arastirmak yeni
molekiiler yolaklar kesfetmek veya yeni tedavi yollar1 bulmak i¢in in vivo, ex vivo ve
in vitro modeller kullanilmaktadir [26, 27].

In vivo Parkinson Hastaligi Modelleri

Hastaliklarin arastirilmasinda kullanilan yontemlerden biri olan in vivo Latincede
“canlinin i¢inde” anlamina gelmekte olup hastalik modellerinin hayvanlarda
gerceklestirilmesini ifade eder. Parkinson hastaligi modellemesinde siklikla insan
olmayan primatlar, kemirgenler, zebra baligi, Caenorhabditis Elegans ve Drosophilia

kullanilmaktadir [26].
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Ex vivo Parkinson Hastaligi Modelleri

Latincede “canlinin disinda” anlamina gelmekte olan ex vivo, canlinin dokusunun bir
kisminin canli disinda hastalik modellemesi i¢in kullanilmasidir. Ex vivo modeller, in
vivo sonuclara yakinlik ve dinamik bir sekilde hastaligin ilerleyisini izleme

avantajlarini saglamaktadir [28].

Norodejeneratif hastaliklarda ex vivo modellere 6rnek olarak sican, fare veya

postmortem insan beyinleri ile yapilan beyin kesit kiiltiirleri drnek verilebilir [29].

In vitro Parkinson Hastaligi Modelleri
“Camin i¢ginde” anlamina gelen in vitro modeller etik kaygilar olmadan hastaligin
molekiiler yolaklarini (otofaji, apoptoz, oksidatif stress gibi) kiiltlire edilen hiicrelerde

anlamamizda 6nemli bir rol iistlenmektedir [30].

In vitro modeller iki boyutlu kiiltiir ve {i¢ boyutlu kiiltiir olarak ikiye ayrilmaktadr. Iki
boyutlu kiiltiir platformlart zemine hiicrelerin tutunmasini saglayarak tek tabakali bir
bliylimeye ortam hazirlarken, ti¢ boyutlu kiiltiir platformlarinda zemine tutunma
bulunmamaktadir. Ug boyutlu kiiltiir platformlar1 mikrogevreyi daha iyi taklit eder,
ancak iki boyutlu kiiltiire oranla daha maliyetli ve zaman alicidir [31].

Parkinson hastaliginin modellemesinde bir¢ok hiicre hatti kullanilmaktadir. Parkinson
hastalarindan elde edilen hiicrelerden olusturulan kiiltiirlerde o hastadaki mevcut gen
mutasyonunun olusturdugu histopatolojik ozellikler incelenebilir. Buna karsin SH-
SY5Y, H4, PC12 gibi hazir satin alinan hiicre hatlarina uygulanan genetik degisiklikler
veya toksin aracili degisikler ile Parkinson hastalig taklit edilmektedir [32].

2.4.1. Norotoksin Aracili Parkinson Hastalik Modelleri

Toksinler araciligi ile Parkinson hastaligi modelleri olusturmada 6-hidroksidopamin
(6-OHDA), MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine), parakuat ve
rotenon gibi bir¢cok ajan kullanilmaktadir. Bu toksinler Parkinson hastaliginin
dopaminerjik ndron kaybi, Lewy cisimcigi olusumu gibi temel patolojik 6zelliklerini

olusturmaktadir [33].
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6-Hidroksidopamin (6-OHDA)

Parkinson hastaligina ait ilk hayvan modellemesi 6-OHDA’nin intraserebral
enjeksiyonu ile olusturulmustur. 6-OHDA dopaminerjik noéronlarda kompleks 1 ve
4’1 etkileyerek mitokondriyon fonksiyon bozukluguna yol agmaktadir. Lipit
oksidasyonu ile baslattigr kaskat sonunda ise hiicre i¢inde oksidatif strese sebep

olmaktadir. 6-OHDA, hiicrede ayrica glutamin-glutamat siklusunu bozmaktadir [33].

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine  (MPTP) ve  N-Methyl-4-
phenylpyridinium lodide (MPP+)

Parkinson hastaligit modeli olusturmak icin kullanilan en klasik toksin olan MPTP
toksini, kan-beyin bariyerini gecerek glia hiicreleri tarafindan MAO-B enzimi ile
MPP+ iyonuna doniistiiriiliir ve norotoksisitesini MPP+ iyonu iizerinden gosterir.
Olusan MPP+ dopamin tastyici proteinler tarafindan segici bir sekilde substansia nigra
pars kompaktasindaki dopaminerjik noronlara alinir (Sekil 2.3) [34]. Noronlara alinan
MPP+ toksini ise hiicrede elektron transport zincirini bozarak serbest radikal olusumu

ile hiicre 6liimiine sebep olur [35].

MPR

\ | o

BEB CELL DEATH

DOPAMINERGIC NUERON

Sekil 2.3. MPTP toksininin doniistiiriilmesi ve etkinlik mekanizmasi
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MPTP ve MPP+ toksinlerinin Parkinsonizm benzeri klinik olusturmasi sadece sican
ve farelerde degil insan, maymun, zebra baligi ve Caenorhabditis Elegans’ta da
gosterilmistir [35]. Hayvan modellerinde MPTP kullanimina bakildiginda; siganlar
kan-beyin bariyerinde bulunan MAO enzimi ile MPTP toksinini beyine girmeden
MPP+ toksinine gevirebildigi icin MPTP toksinine direnglidir. Fare modelinde ise
boyle bir diren¢ bulunmamaktadir. Bundan dolayr MPTP toksini ile yapilacak olan

Parkinson modellemesinde hayvan olarak sigan tercih edilmesi 6nerilmemektedir [34].

MPP+, mitokondriyonda NADH dehidrogenaza baglanarak elektron transport
zincirini durdurmakta ve oksidatif strese sebep olmaktadir [33]. MPP+, oksidatif stres
yolaginda NADH olusumunu inhibe ederek radikal olusumunu arttirir. Olusan
radikaller hiicrede a-siniiklein monomerleri olusumunu arttirir ve agregasyon baslar.
Ortaya ¢ikan toksik a-siniiklein oligomerleri hastaligin 6nemli isaretlerinden biri olan

Lewy cisimciklerini olusturur [35].

MPP+, ayn1 zamanda UPR yolagindaki genlerin ekspresyonunu da belirgin olarak
artttrmaktadir. Bu yolaktaki gen ekspresyonundaki artis IREla. ve PERK (Protein
kinase R-like ER kinase) aktivasyonu ile iliskilendirilmistir. MPP+ uygulamasi
otofagozom olusumunu arttirmakla beraber lizozomal aktivasyonu engellemektedir

[36].

Parakuat

Parakuat, pentoz fosfat yolunu etkileyerek NADP (Nikotinamid adenin dintikleotit
fosfat) iiretimini engellemektedir ve bunun sonucunda glutatyon-tiyoredoksin dongiisii
bozulmaktadir. Parakuat ayn1 zamanda intrinsik apoptoz yolagina etki ederek Bcl-2
gen ekspresyonunu arttirarak sitokrom c¢ salimina ve kaspaz 3 aktivasyonuna sebep
olmaktadir [33]. Dopaminerjik noronlara verdigi hasar dopaminerjik transport

proteinler tizerinden gergeklesmektedir [32].

Rotenon
Baz1 bitki koklerinden elde edilen dogal bir bilesik olan rotenon aslen tarim ilaci olarak

kullanilmaktadir. Dopaminerjik néronlarda mitokondriyon kompleks 1’1 inhibe ederek



32

hiicre i¢i reaktif oksijen radikalleri birikimine ve mitokondriyon disfonksiyonuna
sebep olmaktadir [33].

Mangan
Havada, suda, toprakta ve yediklerimizde dogal olarak bulunan bir molekiildiir. Fazla
aliminda Parkinsonizme benzeyen Manganizm tablosu goriilmektedir. Dopamin,

serotonin gibi birgok ndrotransmitterin kofaktorii olarak gorev almaktadir [32].

2.4.2. Transfeksiyon Aracili Parkinson Hastalik Modelleri
Transfeksiyon, yabanci bir niikleik asit igerigini hiicreye yerlestirmeye saglayan bir
tekniktir. Gen {irlinleri ve fonksiyonlarini aragtirmak ic¢in hiicre kiiltiiriinde sikca
kullanilir. Tyi bir transfeksiyon igin transfekte edilecek hiicrenin kokeni ve kullanilacak
niikleik asit ¢esidi hedefe yonelik belirlenmelidir. Biyolojik, kimyasal ve fiziksel
metotlar kullanilmaktadir.

» Biyolojik metot; viriis aracili transfeksiyon

= Kimyasal metot; kalsiyum fosfat, katyonik lipitler, manyetik bilyeler

= Fiziksel metot; mikroenjeksiyon, elektroporasyon, optik transfeksiyon

ornek verilebilir [37].

2.4.3. Parkinson Hastaligi Modellemesinde Kullanilan Hiicre Hatlar:

Hayvan modellerindeki etik kaygilar ve klinik denemelerdeki basarisizliklar ve
maliyetten kaynakli sorunlar ve insan hastaliklarinin hayvana uygulanmasinda
sorunlar arastirmacilart in vitro ¢aligmalara yonlendirmektedir. Farkli kokene sahip
farkl1 hiicresel 6zelliklere sahip bir¢ok hiicre hatti olmasina ragmen SH-SYS5Y hatti en
stk kullanilan hat olma 6zelligini tasimaktadir, H4 hatt1 ise liretim ve uygulama
kolaylig1 ile one ¢ikmakta iken hastaligin 6zelliklerini yansitmak i¢in en dogru

hiicreler hastalardan alinan iPSC hiicreleridir (Tablo 2.2) [38].
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Hiicre Hatti Hiicre Tiirii Avantajlar Dezavantajlar
H4 Insan néroglioma | Kolay iiretim ve | Dopaminerjik
hiicresi transfeksiyon fenotip yoklugu
SH-SY5Y Insan noéroblastom | Néron benzeri | Farkli
hiicresi hiicrelere doniisiim | diferansiyasyon
protokolleri
HEK 293 Oliimsiizlestirilmis | a-siniiklein Noron hiicresi
insan embriyonik | agragasyon ve | degil
bobrek hiicresi mutasyon
caligmalarinda
islevsel
PC12 Sigan adrenal | Katekolamin Insan kokenli
medullas1 kokenli | salinimi degil
feokromasitoma
hiicresi
LUHMES Oliimsiizlestirilmis | 3 boyutlu kiiltiir | Transfeksiyon
insan embriyonik | sistemlerinde efektif degil
mezensefalon kullanimda
hiicresi
Primer  Noron | Embriyonik Genetik Etik sorunlar
Kiiltiirii kemirgen  beyin | modellerde Hiicre
dokusu kullanish varyasyonlari
iPSC Hasta kokenli Kisisellestirilmis Yiiksek maliyet
(indiiklenmis ilag ¢alismalarinda
pluripotent kok etkin
hiicre)
Organoidler Hasta kokenli Birgok  hiicrenin | Yiiksek maliyet ve
dogal ortamini | Uzun zaman

taklit edebilmekte

Tablo 2.2. Norolojik hastaliklarin modellemesinde kullanilan hiicre hatlari avantaj ve

dezavantajlari
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2.5. Endoplazma Retikulumu

2.5.1. Endoplazma Retikulumunun Yapisi ve Gorevleri

Endoplazma retikulumu sisterna ve tiibiil sisteminden olusan c¢ekirdek zar1 ile
devamlilik gosteren dinamik bir organeldir. Ribozom varligina gore graniillii (gER)
veya diiz (dER) olarak isimlendirilmektedir [8]. Noronlarda 1sik mikroskobunda
Cresyl Violet boyasi ile graniillii endoplazma retikulumu Nissl cisimcikleri olarak
goriiliir, gecirimli elektron mikroskobu ile hem graniillii hem diiz endoplazma

retikulumu incelenir [39].

Endoplazma retikulumu iki yaprak ve bu yapraklarin ayirdigi iki kompartmandan
meydana gelmektedir. Protoplazmik yaprak, sitozolik kompartman tarafinda yer
alirken ekzositoplazmik yaprak luminal yiizde bulunmaktadir, yani endoplazma

retikulumunun igine bakmaktadir [8].

Endoplazma retikulumu yapisi ¢ekirdek zari ile devamlilik gosteren niikleer bolge,
tiibiiller ve sisternalar olarak iic temel bolgeye ayrilmaktadir. Endoplazma
retikulumunun sisternalarinin  diizenleniminden Climp63 proteini, tiibiillerinin
diizenleniminden ise retikulon proteinleri sorumludur ve bu proteinler endoplazma

retikulumu zarina yerlesik olarak bulunmaktadir [40].

Endoplazma retikulumu hiicrede kalsiyum depolanmasi, protein, lipit ve karbonhidrat
metabolizmas1 gibi birgok yerde gorev alir ve mitokondriyon, lizozom, Golgi
kompleksi gibi organellerle membranlar araciligi ile is birligi i¢indedir [41]. Graniilli
endoplazma retikulumu salgilanacak veya membran yapisinda yer alacak proteinlerin
sentezini iistlenirken, diiz endoplazma retikulumu lipid metabolizmasi, hormon sentezi

ve detoksifikasyonda gorev almaktadir [42].

Hiicre metabolizmasinin ihtiyaglarina gore endoplazma retikulumu anabolik ve
katabolik yollar {izerinden islev gostermektedir. Metabolik a¢lik, yanlis katlanmis
proteinler gibi etkenler endoplazma retikulumunda strese sebep olmaktadir (Sekil 2.4)

[43].
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Sekil 2.4. Endoplazma Retikulumu stresi olusumu ve etkilesimdeki yolaklar

Protein Sentezi
Hiicrede protein sentezi serbest ribozomlarda, graniillii endoplazma retikulumuna
bagli ribozomlarda ve mitokondriyonda gergeklesir. Transkripsiyon, post-
transkripsiyonel modifikasyonlar, translasyon ve post-translasyonel modifikasyonlar
olarak dort asamada proteinler son halini almaktadir.
* DNA’dan pre-mRNA olusur (Transkripsiyon).
= Pre-mRNA’nin kesim sonucu intronlar1 ¢ikarilip, ekzonlar birlestirilir. 3’
ucuna poli(A) kuyrugu, 5’ ucuna metilguanozin sapkasi takilarak
sitoplazmaya geger (Post-transkripsiyonel modifikasyonlar).
» Sitoplazmaya gecen mRNA serbest ribozomlara veya gER’deki
ribozomlara baglanir (Translasyon).
= Sentezi tamamlanan protein gER’da glikozilasyon, disiilfit kopriilerinin
kurulmast, hidrojen baglarinin olusturulmasi gibi degisimlere ugrar (Post-

translasyonel modifikasyon) [7].
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Proteinlerin gER’a giris yapabilmesi endoplazma retikulumundaki sinyal taniyict
peptit (signal recognition peptite-SRP) tarafindan taninabilen bir sinyal sekansina
(peptit dizisi) sahip olmasi gerekir. SRP, 7S RNA’ya sahip bir riboniikleoproteindir.
Sinyal sekansinin, graniillii endoplazma retikulumundaki SRP ile taninmasiyla

proteinlerin girisine izin verilmektedir [44].

Graniillii endoplazma retikulumuna proteinler iki sekilde girer; gER’ye bagh
ribozomlarda sentezlenen proteinler ko-translasyonel translokasyon ile GER’a
girerken, serbest ribozomlarda sentezlenen proteinler post-translasyonel translokasyon
ile GER’ana girerler [44].

Endoplazma retikulumunda modifikasyona ugramis proteinler hiicre ig¢i vezikiil
trafiginde sekretuar yolu izleyerek hedef bolgelere gonderilmeye hazir hale gelirler

[44].

Proteinlerin Post-Translasyonel Modifikasyonu (Proteinlerin Katlanmasi)

Proteinler daha az enerji ile daha stabil olabilmek ve islev gorebilmek icin katlanirlar.
Bu katlanma fizyolojik olabildigi gibi patolojik de olabilir. Patolojik katlanmis olan
proteinler reseptorler tarafindan taninmazlar ve is géremezler [45]. Dogru katlanmanin
saglanmasi i¢in endoplazma retikulumunda bircok saperon gorev almaktadir. Bu
saperonlar dogru katlanmanin yani sira katlanma hizin1 da arttirarak etk
gostermektedir. Katlanmakta olan proteinlerin kalite kontroliinde kalretikiilin-
kalneksin donglisii ve proteinleri bu dongiiye tasiyan UDP-glikoz glikoprotein
glikoziltransferaz (UGGT1) rol almaktadir. Dogru katlanmis proteinler bu dongiiyii

tamamlayarak Golgi kompleksine yonlendirilmektedir [46].

Yanlis katlanmisg proteinlerin sonucunda hiicrede anabolik ve katabolik yollar
aktiflesir. Yanhs katlanmis protein cevabi (UPR) transkripsiyonel ve translasyonel
mekanizmalar iizerinden anabolik olaylar ile gergeklestirilir. Katabolik olaylar ise
endoplazma retikulumu-lizozom iliskili yikim (ERLAD) ve endoplazma retikulumu
aracil yikim (ERAD) ile gergeklesir [47].
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Endoplazma retikulumu aracili yikimda (ERAD), yikim ubikutin-proteozom yolagi ile
gergeklesirken, bu yol hatali proteinlerin yikiminda yetersiz kaldiginda ERLAD
yoluna bagvurulmaktadir. ERLAD mekanizmasinda yitkim ERLAD reseptorleri ile
gerceklestirilmektedir. Bu yolak ile proteozomal yikima dayanikli proteinler
endolizozomal kompartmanda yikima ugratilmaktadir [42]. UPR ve ERLAD
arasindaki iligski net olmamakla birlikte UPR’nin ERLAD’1 indiikledigi gosterilmistir
[47].

2.5.2. a-siniiklein Proteininin Birikimi

Parkinson hastalig1 ve multiple sistem atrofisini i¢inde barindiran siniikleopatiler adi
verilen bir grup hastalikta o-siniikleinin dokularda birikimi sonucu hastaliklar
gelismektedir. a-sintiklein 14 kDa agirhiginda SNCA geni ile kodlanan 140
aminoasitten olugsan bir proteindir. Noron sitoplazmasindaki proteinlerin %]1°ni
olusturmakta ve vezikiil trafiginde rol oynamaktadir. Proteinin N terminali tekrar eden
sekanslardan olusmakta ve lipit baglanmasinda rol oynamakta oldugu i¢in agregat
olusturma potansiyelini gostermektedir. C terminalinde ise kalsiyum baglanmasini
saglayan ve protein agregasyonunu inhibe eden non-amiloid kisim bulunmaktadir
(Sekil 2.5) [48].

Metal ion binding
M ? Small malecule binding
Lipid hinding AEEregation prone Pratein binding
pratein binding NAL region 3" "-mediated membrane binding
] 1 . gl . 95 "
N +4 1 12
e — C
CH
4 A30P E46K,G516~ASIT ps129
AS3E
H500

Sekil 2.5. a-siniiklein proteininin bolgeleri ve islevleri

Yanlis katlanmig proteinler i¢in en klasik model niikleasyon bagimli polimerizasyon
(Nucleation Dependent Polymerization- NDP) modelidir. Bu model 3 fazdan
olusmaktadir (Sekil 2.6).
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= Niikleasyon fazi; yanlhs katlanmis proteinler kisa oligomerler ile rastgele
birleserek fibril i¢in merkez olustururlar. Bu faz peptit konsantrasyonu
bagimlidir.

» Uzama fazi; varolan oligomerlere monomerler eklenerek amiloid fibriller
olusur. Bu asamada beta tabakalanma olusmaktadir.

= Saturasyon fazi; fibriller kendi i¢lerinde organize olarak plaklari olusturur

[49, 50].

a-siniikleinin fizyolojik konformasyonu diizensiz-monomerik veya alfa helikal-
multimeriktir. Monomerik o-siniiklein, beta tabaklanma gostererek daha fazla
monomeri biriktirerek protofilamanlar: ve amiloid fibrilleri olusturmaktadir. Lewy

cisimcikleri ise bu amiloid fibriller ile karakterizedir [51].

Amorphous
Aggregate
Unfolded Native
D —B—
Intermediate Oligomers Amyloid Fibrils Amyloid Plaques
(misfolded)
Monomer
L . J ! . J L .
Nucleation phase Elongation phase Saturation phase

Sekil 2.6. Proteinlerin yanlig katlanma asamalari

2.5.3. Yanhs Katlanms Protein Cevabi

Hiicrede yanlis katlanmis proteinlerin varliginda hiicre homeostazinin saglanmasi igin
endoplazma retikulumu stresine yanit olarak yanlis katlanmis protein cevabi (UPR)
olusmaktadir. UPR yolaginin aktiflesmesi sonucunda hiicrede otofaji, apoptoz gibi

birgok hiicresel 6liim ve hayatta kalma yolaklari aktif hale gelir [52].

Endoplazma retikulumu stresi tetiklendiginde endoplazma retikulumu membranina
yerlesik olan ii¢ adet stres sensorli olan PERK (Pankreatic Endoplasmic Retikulum

Kinase), IREla (Inositol-Requiring Enzyme 1), ATF6 (Activation Transcription
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Factor 6) aktif hale gelir. PERK, elF2a’y1 (Initial Eukaryotic Translation Factor 2a)
fosforilleyerek protein translasyonunu durdurur ve ATF4’#i (Activation Transcription
Factor 4) aktif hale getirir. ATF4 biyolojik yolaklarda bir¢ok inhibitér ve aktivator
yolu tetiklemektedir [53].

IREla, XBP1’i (X-box-binding proteinl) aktif hale getirir. XBP1, protein katlanmasi
ve yikimi iliskili bir¢ok geni etkilemektedir. ATF6, aktif hale gelmek i¢in Golgi
organeline transfer edilir ve Golgi ’de konumlanan SP1 ve SP2 (site protease 1-2)
proteazlari ile kesilerek ATF6 fragmant formuna doniisiir ve ¢ekirdege gecer (Sekil

2.7) [53].

p-IRE1, aktif ATF6a, p-PERK and p-elF2 gibi UPR belirtecleri Parkinson hastalarinda
postmortem beyin dokularinda bulunmaktadir. Calismalarda endoplazma retikulumu
stres belirtegleri yanlis katlanmis proteinler olan a-siniikleinler ile ortak lokalizasyon

gostermektedir [43].

iIPSC kullanilarak SNCA triple gen transfeksiyonu ile gergeklestirilen bir ¢alismada
elde edilen noronal hiicrelerin karsilastirmali gen ekspresyonu analizi sonuglarina
gore, yanlis katlanmis protein cevabinin IRE1/XBP1 yolagini aktiflestirdigi
belirlenmistir [54].
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Sekil 2.7. Endoplazma retikulumu stres yolaklar1 ve rol alan molekiiller

2.5.3.1. Inositol-requiring Enzim Tip 1 (IRE1)

Yanlis katlanmis protein cevabinin ii¢ baslatict enziminden birisi olan IRE1, pro-
survival ve pro-apoptik hiicresel cevaplarda yer alan bir serin/treonin kinazdir.
UPR’nin ii¢ enziminden evrimsel olarak en 1yi korunmus olandir. Memelilerde iki adet
IRE1 geni bulunmaktadir. IREla tiim hiicrelerde bulunurken, IRE1f sadece bagirsak
epitel hiicrelerinde bulunmaktadir [55].

IRE1’in iki kismi1 bulunmaktadir; N terminali endoplazma retikulumunun zarinda
yerlesiktir ve yanlis katlanmis proteinleri algilamaktadir, C terminali ise hiicre
sitoplazmada bulunarak UPR yanitinin baslatilmasinda gorev  almaktadir.
Aktivasyonla birlikte IRE1a oligomerize olarak otofosforile olabilir hale gelmektedir

ve otofosforilasyon sonucunda aktif hali olan pIRE1’e donlismektedir [55].

2.6. Noronlarda Hiicre Oliim Tipleri
Noronlarda hiicre 6liimii embriyolojik gelisim doneminde ve patolojik durumlarda
ger¢eklesmektedir. Noronlarda apoptoz, nekroz, nekroptoz, partanatos, piroptoz,

ferroptoz, otofaji ve paraptoz gibi birgok bilinen 6liim sekli bulunmaktadir (Tablo 2.3)
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[56-59]. Noronlardaki hiicre oOliimiinii anlamak diger hiicrelerdeki Oliimleri
anlamaktan daha degerlidir ¢iinkii cogu hiicrenin aksine olgun noron hiicreleri
cogalma ve DNA sentezi gostermemektedir. Parkinson ve Alzheimer hastalig1 gibi
norodejeneratif hastaliklarda hiicre 6lim yolaklarini bilmek bu hastaliklar igin

gelistirilecek yeni tedavilere kap1 aralamaktadir [60].

2.6.1. Apoptoz

Programli bir hiicre 6liim tipi olan apoptoz, inflamasyondan bagimsiz gerceklesen hem
fizyolojik hem de patolojik bir siirectir. Hiicre zar1 son ana kadar bozulmamisken
cekirdekte parcalanmalar olusur. Olusan bu parcalanmalar hiicre i¢inde apoptoza

spesifik olan “apoptotik cisimcikleri” olusturmaktadir [59].

Intrensek ve ekstrensek yollar ile gerceklesen apoptozun belirtegleri olarak en sik
kaspazlar kullanilmaktadir. Kaspaz 3 iki yolun da sonunda bulunurken kaspaz 9

interensek yolda, kaspaz 6, 7 ve 8 ise ekstrensek yolda bulunmaktadir [61].

2.6.2. Nekroz

Nekroz, hiicrenin besin, oksijen yetersizligi gibi patolojik nedenlere baglh ger¢eklesen
programsiz 6liim seklidir. Hiicrenin inflamasyon sonucu organellerinin sigsmesi ve
hiicre zarinin pargalanmasi ile sonu¢lanmaktadir. Nekroza 6zel belirtecler olmamakla
birlikte hiicre canliligini gostermek i¢in yapilan kalsein boyamasi siklikla nekrozun

saptanmasinda kullanilmaktadir [59].
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Oliim Elektron Mikroskobik Ozellikleri | Inflamasyon | Molekiiler
Tipleri Belirtecler
Apoptoz Hiicre ve organel membranlart son | Yok Kaspaz3
ana kadar korunur. Kaspaz9
Hiicre membraninda blebler
sonrasinda apoptik cisimler olusur.
Cekirdekte kromatin kiimelenmesi
goriliir.
Nekroz Hiicre siser ve membran biitlinliigii | Mevcut
bozulur.
Nekroptoz Hiicre siser ve membran biitliinliigii | Mevcut RIPK1
bozulur. RIPK2
Piroptoz Hiicre siserek parcalanir. Mevcut Kaspaz 1
Gasdermin
IL1B
Ferroptoz Kiiglik islevsiz  mitokondriyonlar | Yok Oksidatif
gozlenir. hasar
belirtegleri
Paraptoz Membran vakuolizasyonu, kromatin | Yok IGFR1
kiimelenmesi ge¢ evrede goriiliir.
Otofaji Organeller ve/veya hiicreler lizozom | Yok LC3
ile sarilir. ATG
proteinleri

Tablo 2.3. Hiicre dliimlerinin 6zellikleri ve belirtegleri

2.6.3. Nekroptoz

Hem nekroza hem de apoptoza benzerligi dolayisiyla isimlendirilen nekroptoz,

programlanmis fakat inflamasyon goézlenen bir hiicre 6liim tipidir. Nekroza benzer

sekilde hiicre membrani pargalanmasi gozlenmektedir. Patolojik siirecler sonucu

gerceklesir [62]. Nekroptoza 6zgii olan RIPK (reseptdr interact protein kinase) ailesi

molekiiler belirtegler olarak kullanilabilmektedir [62].
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2.6.5. Partanatos

Partanatos, PARP (Poli ADPriboz polimeraz) aracilig1 ile ger¢eklesen programlanmis
nekroz tipidir. Stroke modellerinde PARP1 ve PARP2’nin inhibisyonu néroprotektif
etki saglamistir [60]. Molekiiler belirte¢ olarak PAR gosterilmektedir [63].

2.6.6. Piroptoz

Kaspaz 1 araciligi ile ger¢eklesen programli bir nekroz tipi olan piroptoz inflamazom
kompleksinin olusmas: ile karakterizedir. Iskemik hipoksik néron hasarlarinda
aktiflendigi bilinmektedir [60]. Kaspaz 1, Glasdermin D veya IL1B piroptoz
belirtegleri olarak kullanilmaktadir [64].

2.6.7. Ferroptoz

Son donemdeki caligsmalar; demir bagimli programlanmis bir nekroz tipi olan
ferroptozun inhibisyonunun Huntington koresi ve Parkinson hastalig1 tedavisinde yeri
olabilecegini diisiindiirmektedir [60]. Ferroptoz elektron mikroskobik olarak kii¢iik
parcalanmis mitokondriyonlar ile karakterizedir. Ferroptoz belirteci olarak demirin

meydana getirdigi lipit oksidasyonuna bakilmaktadir [65].

2.6.8. Paraptoz

Apoptoz ve nekrozdan farkli bir 6liim tipi olarak tanimlanan paraptoz sitoplazmik
vakuoller ve IGFR’nin asir1 ekspresyonu ile karakterizedir. Ayr1 bir 6liim sekli olup
olmadig1 hala soru isaretlerine yol agmakla beraber Alzheimer hastaligindaki

granulovakuoler dejenerasyonla iliskisi olup olmadigi arastiritlmaktadir [60].

2.6.9. Otofaji

Otofaji, hiicrelerin 6liimiinii engellemek i¢in isleyen bir mekanizma olmasina ragmen
yolagin asir1 ¢alismasi durumunda hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir. Otofaji genel
hatlariyla hiicre igeriginin lizozomlara yonlendirilmesi ile hiicrenin hasarli yapilarim

temizlemesidir [60].
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Otofaji, makro-otofaji ve mikro-otofaji olarak ikiye ayrilmaktadir. Makro-otofaji

yikilacak yapilarin otofagozomla sarilmasiyla olusurken, mikro-otofajide membranla

sartlmaksizin yikilacak yapilar lizozom membrani ile birlesmektedir [66].

Makro-otofaji ULK(unc-51-like autophagy-activating kinase) kompleksi araciligiyla

¢ift membran yapisi olusumu ile baslayarak membran uzamasi ve sirastyla otofagozom

olusumu, otofagozomun lizozom ile birlesmesiyle endozom olusumu ve igindeki

yapilarin ytkimi ile tamamlanir [60].

Otofaji mekanizmast baslangi¢, niikleasyon Ve genisleme olarak {i¢ asamadan

olusmaktadir (Sekil 2.8).

Baslangi¢ asamast mTOR1’in (mechanistic target of rapamycin kinase 1)
kontrolii altindadir. mTOR1, ULKI1(unc-51-like autophagy-activating
kinase 1) ve ATG13 (autophagy related protein 13) {izerinden inhibitor etki
gostermektedir. Bu etkiyi AMPK (AMP-activated protein kinase)
dengelemektedir. AMPK azalan ATP miktarina tepki olarak ULK1 ve
BECNT1’i (Beclinl) fosforillemektedir.

Niikleasyon asamasinda ULKZ, fosfotidilinozitol-3-kinaz aktivitesini
multiprotein bir kompleks (BECNL, PIK3C3/VPS34
(phosphatidylinositol-3-kinase catalytic subunit type 3), PIK3R4/VPS15
(phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 4), ATG14, and NRBF2
(nuclear receptor binding factor 2)) iizerinden gerceklestirmektedir.
Genisleme agamasinda ATG ailesinden proteinlerin (ATG7-10-3-5)
ubikutinlenme reaksiyonlart sonucu LC3 proteini LC3-2 (LC3-B)’ye
doniiserek otofaji igin reseptor haline gelmektedir. Olusan otofagozom
kapanarak lizozom birlesmekte otolizozom admi alarak yikimi
baglatmaktadir [67].
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Sekil 2.8. Otofajinin baslangig, niikleasyon ve uzama asamalarinda rol alan molekiiller

Parkinson hastaligi iligkili SNCA, LRRK2, GBA, ATP13A2, VPS35 gibi bir¢ok gen
hiicrede otofaji mekanizmasinda bozulmaya sebep olmaktadir. Bozulan otofaji
mekanizmasini indiiklemek bir¢ok Parkinson hastaligi modelinde néroprotektif etki

saglamaktadir [68].

Parkinson hastaligi olusturulmus hiicre kiiltiiri [69], fare [70] ve caenorhabditis
elegans modellerinde [71] o-siniiklein kiimelerinin otofaji ile temizlendigi
gosterilmistir.  Otofajinin, endoplazma retikulumu stresi altinda olan hiicrede
endoplazma retikulumu stresini azalttigin1 bildiren ¢alismalarin yanisira Parkinson
hastaligi Drosophilia modelinde IREloa’nin kronik aktivasyonunun JNK (Janus
kinase) lizerinden ndronlarda otofajiyi arttirarak hiicre Oliimiine sebep oldugu

gosterilmistir [72, 73].

2.7. Fluspirilen
Sizofreni tedavisinde kullanilan L-tip kalsiyum kanal antagonisti antipsikotik bir

ilagtir. Hiicre i¢i kalsiyum seviyesini diigiirerek ATGS’in kalpain aracili yikimini ve
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kalpain 1 tizerinden G protein aktivasyonunu engelleyerek otofajiyi artirici etki

gostermektedir. (Sekil 2.9) [74].

Batten hastaligi (CLN3-Seroidlipofuskinosis) lizozomal depo hastaliginda biriken
agregatlar1 fluspirilenin otofaji araciligiyla temizledigi gosterilmistir [75]. MCF7
hiicre hattinda da Fluspirilenin 20S proteozom aktivitesini arttirarak o-siniikleinin

yikimini arttirdigi bildirilmektedir [76].

Fluspirilenin glioblastoma hiicre hatlarinda hiicre canliligina etkisinin bakildig1 bir
caligmada kullanilan tiim hatlarda (U251, SNB19, T98, U87) 2,5uM dozunda anti-

proliferatif etkinlik gdstererek hiicre canlilifinda azalmaya sebep oldugu gosterilmistir

G protein

Azalan Ca+2 —

[77].
o
@ ®e

Sekil 2.9. Fluspirilenin etki mekanizmasi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahymanin Tasarim

Bu tez kapsaminda in vitro kosu

llarda deney ve kontrol gruplarini igeren gézlemsel bir

caligma planlanmistir. Hipotezi test etmek amaciyla H4 insan noroglioma hiicre hattina

MPP+ toksini uygulanarak Parkinson modeli olusturulmustur. Olusturulan bu

modelde otofaji aktivatorii Flus

pirilen ile IRE1 aracili endoplazma retikulumu stresi

arasindaki iligki arastirilmistir. Deneyin gruplari ve tasarimi asagida verilmistir (Tablo

3.1) (Sekil 3.1).

'
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Olusturulmasi

ERtracker pIRE1
isaretleme Immiinsitokimyasi

Verilerin analizi

oy W
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Sekil 3.1. Deneyin is akisi



Gruplar Hiicre Hatt1 MPP+ Fluspirilen
(1000uM, 24sa) (2,5 UM, 4sa)

Kontrol H4 insan - -
(K) noroglioma

Parkinson Hastalig H4 insan + -
(PH) noroglioma

Otofaji H4 insan - +
(O) noroglioma

Parkinson H4 insan + +
Hastaligi+Otofaji ndroglioma

(PHO)

Tablo 3.1. Deney tasarimi

3.2. H4 Insan Néroglioma Hiicrelerinin Kiiltiirii

H4 insan noroglioma hiicreleri hizli ¢ogalmasi, kolay iiretilmesi, tekrarlanabilirliginin
yiiksek olmasi sebebiyle nérodejeneratif hastalik modellerinde sik kullanilan bir hiicre

hattidir. H4 hiicreleri sitoplazmik uzantilari olan ve bu nedenle farkli sekillerde

go6zlenen, biiyiik, bazilar ¢ift ¢ekirdekli tipik kanser hiicreleridir (Sekil 3.2).




49

Sekil 3.2. H4 noéroglioma hiicre hatti faz kontrast mikroskobu goriintiisii; H4

noroglioma hiicre hatt1 flask tabanina tutunmaya baslarken (A), %50 konfule halde
(B), %70 konfule halde (C), %90 konfule halde (D).

H4 insan noroglioma hiicreleri (ATCC- Lot: 70008241), agilma protokollerine uygun
olarak agildiktan sonra laminar akimli kiiltiir kabinine alindi.mH4 insan noéroglioma

hiicreleri T25 ve T75 flasklarda monolayer olarak kiiltiire edildi.

Hiicreler icin %10 FBS, %]1 Penstrep ve yiiksek glikozlu DMEM igeren besiyeri
kullanild: ve {i¢ giinde bir besiyeri degisimi yapildi. H4 insan ndroglioma hiicreleri

ortalama 6-7 giinde flask tabaninin %90’ doldurdu.

%80-90 konfluens gdsteren hiicreler 5 dakika tripsin uygulamasindan sonra kaldirildi,
santrifiijlenerek taze besiyeri ile pasajlandi. Deneyler hiicrelerin 4. ve 5. pasajlarinda

gergeklestirildi.
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3.3. Hiicre Canlihig: icin MTT Testinin Uygulanmasi
MTT, hiicre canliligin1 6lgmek ic¢in kullanilan kolorimetrik bir testtir. Sar1 renkli
tetrazolyumun hiicredeki NADPH aktivitesi sonucu mor renkli formazana doniismesi

prensibine dayanmaktadir.

Her kuyuya 5.000 hiicre olacak sekilde, 100’er ul besiyeri iceren 96 kuyulu plaklara
hiicreler ekildi. Hiicrelerin tutunmasi i¢in 24 saat beklendikten sonra deneye baslandi.
MTT testi uygulamasinda, 1:4 oraninda seyreltilen MTT soliisyonundan her kuyuya
50’ser pl eklenerek 2 saat inkiibator sartlarinda bekletildi. Inkiibasyon sonunda MTT
iceren besiyeri aliarak 150 pl ile MTT nin aktivitesi durduruldu. Birka¢ dakika flat
shaker ile soliisyonun karigmasi saglanirken kuyularda saridan mora renk doniisiimii
gozlendi. 96 kuyulu plak 570nm’de Plate Readerda SoftMax Pro programinda
okutuldu.

Bu c¢alismada MTT testi, MPP+ ve Fluspirilenin farkli dozlarda uygulanmasi
sonrasinda hiicre canliliklarinin degerlendirilmesi igin yapildi. MPP+ igin literatiir
incelenmesi sonrasinda inkiibasyon siiresi 24 saat [78], Fluspirilen i¢in ise inkiibasyon
stiresi 4 saat olarak belirlendi [79]. 96 kuyulu plakta tasarlanan deney {i¢ tekrarla blank,

kontrol ve belirlenen dozlarla olusturulan gruplarla gergeklestirildi.

MPP+ i¢in 500-750-1000-1250-1500 uM dozlar hiicre hattinda denenerek MTT testi
gerceklestirildi. 1250 uM ve 1500 pM dozlarinda hiicre canlilifi %50 altinda
belirlendi, %50 ve iizerinde hiicre canliliginin saptandigi 1000-1250-1500 uM
dozlardan literatiirdeki toksin ¢alismalar1 goz oniine alinarak %50 canliligin goriildigi

1000 uM dozu deney i¢in uygun gortldi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3.Farkli dozlarda MPP+ uygulamasi sonucunda H4 hiicre hattinda hiicre
canliliginda degisimler

Fluspirilen i¢in 2,5-5-7,5-10-12,5-15-20 uM dozlar hiicre hattinda denenerek MTT
testi gergeklestirildi. Tiim dozlarda hiicre canliliginin %50 iizerinde oldugu goriildi
(Sekil 3.3). Hiicre canliliginin %50 nin iistiinde bulundugu dozlardan literatiirde H4
hattinda otofajinin en yliksek seviyede goriildiigii Fluspirilen 2.5 uM dozu deney i¢in
uygun doz olarak belirlendi.
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Fluspirilen MTT Deneyi
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Sekil 3.4. Farkli dozlarda Fluspirilen uygulamasi1 sonucu H4 hiicre hattinda hiicre

canlilifinda degisimler

3.4. LC3B immiinositokimyasi

Hiicrelerde otofaji silirecinin baslangig, ilerleme ve sonuglanma asamalarinda bir¢ok
molekiil gérev almaktadir, sonu¢lanma asamasinda gorev alan LC3B molekiilii
otofagozom yiizeyindeki LC3’lin degisimiyle olusmakta ve otofagozomun

olustugunun gostergesidir.

Imunositokimya calismasi sekiz kuyulu, cam tabanli chamberslidelarda
gerceklestirilmig, primer antikor olarak Rabbit poliklonal LC3B (E-AB-65372
Elabscience) ve sekonder antikor olarak (Goat Anti-Rabbit 1gG(H+L) Elab
Fluor®488) kullanilmistir.
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MPP+ i¢in 500-750-1000-1250-1500 uM dozlarda (Sekil 3.5), Fluspirilen i¢in ise 2,5-
5-7,5-10-12,5-15-20uM dozlarda (Sekil 3.6) gerceklestirilen immiinositokimya
deneylerinde kuyu basina ortalama 40.000 hiicre ekilip bir giin tutunmalari
beklendikten sonra deneye baslatildi. MPP+ i¢in literatiir arastirmasi sonrasinda
inkiibasyon siiresi 24 saat, Fluspirilen i¢in ise inkiibasyon siiresi 4 saat olarak

belirlendi.

Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri atilarak hiicreler ii¢c kere beser dakika PBS ile

yikandi. Daha sonra hiicreler 5 dakika metanol ile tespit edildi.

Tespit edilen hiicreler {i¢ kere beser dakika PBS ile yikandi. Hiicrelerin
permeabilizasyonu igin ti¢ dakika tritonX (10ml distile su i¢inde 10ul tritonX ve 0,01gr
sitrat) uygulandi. Hiicreler tekrar ii¢ kere beser dakika PBS ile yikandi.

Spesifik olmayan isaretlemeleri engellemek igin hiicreler 30 dakika boyunca %5 kegi
serumu ile inkiibe edildikten sonra serum alinarak LC3B primer antikorunda 1:500

konsantrasyonunda +4°de iki saat inkiibe edildi.

Primer antikor alinarak hiicreler yikandi ve 1 saat siiresince oda sicakliginda 1:200
konsantrasyonunda sekonder antikorla inkiibe edildi. Siire sonunda hiicreler tekrar

yikanarak DAPT’li kapatma medyumu ile kapatildi.
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Sekil 3.5. MPP+’nin farkli dozlarn i¢in gergeklestirilen LC3B immiinositokimya

isaretlemesi (X400). Artan MPP+ dozlarinda otofajinin azaldig1 goriilmekte: Kontrol
(A), MPP+ 500uM (B), MPP+ 750 uM (C), MPP+ 1000 uM (D), MPP+ 1250 uM (E),
MPP+ 1500 uM (F).



Sekil 3.6. Flusprilenin farkli dozlari i¢in gerceklestirilen LC3B immiinositokimya

isaretlemesi (X40). Fluspirilenin tiim dozlarinda otofaji aktivasyonu goriilmekte:
Kontrol (A), Fluspirilen 2,5uM (B), Fluspirilen 5 uM (C), Fluspirilen 7,5 uM (D),
Fluspirilen 10 uM (E), Fluspirilen 12,5 uM (F), Fluspirilen 15 uM (G), Fluspirilen 20
uM (H).
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3.5. Dozlarin Karsilastirilarak Deney Gruplarimin Olusturulmasi
Fluspirilen ajaninin 2.5-5-7.5-10-12.5-15-20 uM dozlar1 incelendiginde otofajinin tiim
dozlarda gergeklestigi gozlendi (Sekil 3.6). Bu nedenle deneyler i¢in hiicre canliligimi

en az etkileyen 2.5 pM dozunun kullanilmasina karar verildi.

MPP+ ajaninin 500-750-1000-1250-1500 uM dozlari incelendiginde LC3B floresan
yogunlugunda azalma yani otofajinin inhibisyonu gozlendi (Sekil 3.5). Otofajideki
inhibisyon, dozlarin artis1 ile paralellik gosterirken hiicre canliliginin %50 ve istiinde
oldugu dozlar 500-750-1000 uM oldugundan dolay: literatiirdeki bilgiler 1s18inda
stresi olugturacak fakat hiicre canliligint %50 altina diisiirmeyecek olan en yiiksek doz

olan 1000 uM dozun deney i¢in kullanilmasina karar verildi.

Sonu¢ olarak MTT ve immiinositokimya deneyleri sonucunda deney gruplari
asagidaki sekilde olusturuldu.

= Kontrol- Saglikli H4 néroglioma hiicreleri

= Parkinson Hastaligi- 1000 uM MPP+ uygulanmis H4 ndroglioma hiicreleri

= Otofaji- 2.5 uM Fluspirilen uygulanmig H4 néroglioma hiicreleri

= Parkinson Hastah@i+Otofaji- 1000 uM MPP+ ve sonrasinda 2.5 uM

Fluspirilen uygulanmis H4 néroglioma hiicreleri

3.6. ER-Tracker Boyamasi

ER-Tracker Green (Thermofisher 504/511 nm) boyast canli ve tespit edilmis
hiicrelerde ER goriintiilenmesini saglayan yesil floroforlu bir boyadir. Boyanin
igerigindeki glibenclamide ER’de bulunan ATP'ye duyarli K* kanallarinin siilfoniliire

reseptorlerine baglanir.

ER-Tracker Green boyasi firma onerileri dogrultusunda 200nM konsantrasyonda
hazirlandi. Chamberslide {izerine kuyu basina ortalama 40.000 hiicre ekilerek deney
gruplar1 olusturuldu. Hiicreler PBS ile ii¢ kere yikandiktan sonra %4 formaldehit ile
37°C’de 2 dakika tespit edildi. Tekrar PBS ile iki kere daha yikanan hiicreler
hazirlanan boya ile 37°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra yikandi ve DAPI’li

mounting medium ile kapatildi.
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3.7. pIRE1 immiinositokimyasi

Endoplazma retikulumu stresinin reseptorlerinden olan IRE1’in aktif hali fosforile
formu olan pIRE1’dir. pIRE1 immiinositokimyasi i¢in primer antikor olarak Rabbit
poliklonal Phospho-IRE1 (Ser724) (#AF7150 Affinity Biosciences) ve sekonder
antikor olarak Goat Anti-Rabbit IgG(H+L) (Elab Fluor®488) kullanilandi.

Sekiz kuyulu chamberslide lizerine kuyu basina ortalama 40.000 hiicre ekilerek 24 saat
tutunmas1 saglanan hiicrelerde deney gruplari olusturuldu. Tutunmasi gergeklesen
hiicrelerin besiyeri alindiktan sonra {i¢ kere beser dakika PBS ile yikandi. Sonrasinda

hiicreler metanol ile 5 dakika tespit edildi.

Tespit edilen hiicreler ii¢ kere beser dakika PBS ile yikandi. Hiicrelerin
permeabilizasyonu i¢in {i¢ dakika tritonX (10ml distile su i¢cinde 10pl tritonX ve 0,01gr
sitrat) uygulandi. Hiicreler tekrar ii¢ kere beser dakika PBS ile yikandi.

Spesifik olmayan isaretlemeleri engellemek i¢in 30 dakika boyunda %5 kec¢i serumu
ile bekletildikten sonra serum alinarak 1:100 konsantrasyonunda primer antikorda

+4°de gece boyu inkiibe edildi.

Inkubasyon siiresi sonunda primer antikor almarak hiicreler PBS ile ii¢ kere beser
dakika yikandi ve 1 saat siiresince oda sicakliginda 1:200 konsantrasyonunda sekonder
antikorla inkiibe edildi.

Stire sonunda hiicreler PBS ile ii¢ kere beser dakika yikanarak DAPI’li kapatma
medyumu ile kapatildu.

3.8. Total Protein Ol¢iimii

ELISA ile 6lgiilecek olan Total IRE1’in standardizasyonu icin kuyulardaki total
protein Ol¢iilerek Total IRE1’e oranlandi. Deney i¢in secilen dozlarla (MPP+ 1000
uM, Fluspirilen 2,5 pM) T25 flasklarda %80-90 konfluent olan hiicrelerde deney
gruplart olusturuldu. Ortalama 10° hiicre her grupta total protein &lgiimii igin
kullanildi.
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Hiicreler kazinarak fiziksel olarak flasklardan kaldirildi. Hiicrelerin kaldirilmasinda
hiicrelerdeki protein miktarini etkilemesi sebebiyle tripsin kullanilmadi. 1200 rpmde
5 dakika santrifiijlendikten sonra olusan pelete 250ul RIPA buffer, proteaz inhibitdrii
ve fosfataz inhibitorii buz lizerinde eklenerek 13000 rpmde 30 dakika santrifiijlendi.

Santrifiij sonrasi Ustte kalan lizat alindi. Lizattan her kuyuya 20ul konularak 3 tekrar
ile total protein dl¢iimii BCA kiti (ABP Bioscience P011) ile 96 kuyulu plakta firma
protokolleri dogrultusunda gergeklestirildi ve 562nm dalga boyunda Softmax Pro Plate

Reader ile okutuldu.

3.9. ELISA Deneyinin Yapilmasi

Deney i¢in segilen dozlarla (MPP+ 1000 uM, Fluspirilen 2,5 uM) T25 flasklarda %80-
90 konfluent olan hiicrelerde deney gruplari olusturuldu. Ortalama 10° hiicre her grupta
Total IRE1 ELISA 6l¢iimii igin kullanildi.

Hiicreler DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) ile kazinarak flasklardan
kaldirildi. 1200 rpmde 5 dakika santrifiijlendikten sonra olusan pelete 250ul RIPA
buffer ve proteaz inhibitdrii ve fosfataz inhibitori buz izerinde eklenerek 13000 rpmde
30 dakika santrifiijlendi.

Santrifiij sonrasi Uistte kalan lizat alindi. Lizattan her kuyuya 200ul konularak 3 tekrar
ile IRE1 ELISA testi (ELK 4393) 96 kuyulu plakta firma protokolleri dogrultusunda
gerceklestirildi ve 450nm dalga boyunda Softmax Pro Plate Reader ile okutuldu.

3.10. immiinositokimya Deneyleri ve ER-Tracker Boyama Sonucu Elde Edilen
Goriintiilerin Image J ile Analizi

Goriintiilemeye hazir hale getirilen hiicreler Leica DM6000 B floresan mikroskobu ile
degerlendirilerek Leica DCF7000 T kamera ile fotograflandi. DAPI ve FITC
kanalindan goriintiiler kaydedildi. Her grupta 5 alandan X40 ve X63liik objektifler ile

goriintiiler alindu.
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3.11. Verilerin Analizi

Immiinositokimya isaretlemelerde gériintiiler analiz icin ImageJ 1.53j programina
aktarildi. Hiicre basina diisen diizeltilmis ortalama 1s1ma yogunlugu i¢in her gruptan
25 hiicrede Diizeltilmis Hiicredeki Toplam Floresan Yogunlugu (Corrected Total Cell
Fluorescence ,CTCF) hesaplandi:

Entegre Yogunluk — (Segilen hiicrenin alani X Arka planin ortalama floresans

yogunlugu)

Total protein testinin analizleri Excell ile gerceklestirildi. Protein konsantrasyonlari ve
karsilik gelen absorbans degerleri ile grafik cizildi. Cizilen grafikten denklem ve R?
degerleri elde edilerek her kuyuda absorbansa karsilik gelen protein konsantrasyonu

bulundu.

Total IRE1 6lgiimii i¢in ELISA analizleri Excell ile gergeklestirildi. Elisa sonuglari
hesaplanirken total IRE1 standardizasyonu igin her bir kuyunun IRE1 degeri o
kuyudaki total proteine oranlanarak yiizdelik degerler hesaplandi ve grafige dokiildii.

IRE1 konsantrasyonu / Total Protein konsantrasyonu x 100

Hiicrelerde IRE1 iligkili endoplazma retikulumu stresini yorumlayabilmek i¢in
IRE1’in aktif formu olan pIRE1 seviyelerinin gruplar arasinda standardizasyonu
yapilmstir:

pIREL(AU) / Total IRE1(ng/ml) x Total Protein(mg/ml) x 1000

LC3B immiinositokimya isaretlemesinde otofaji indeksi i¢in her gruptan 10’ar alan
fotograflandi. Her alanda otofaji goriilen hiicre sayisi toplam hiicre sayisina
oranlanarak otofaji indeksi yiizdesi hesaplandi.

Otofaji Indeksi % =  Alandaki Otofagozom gériilen hiicre sayisi

Alandaki toplam hiicre sayist x 100
Elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS ver.25 yazilimi kullanildi. Gruplar
icin her deneyde diizeltilmis p degerleri hesaplandi ve p<0,05 anlamli kabul edildi.
Verilerin degerlendirilmesinde non-parametrik test olan Kruskall-Wallis, parametrik

degerlerin hesaplanmasinda Tukey ve Games Howell testleri kullanildi. Gruplar
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arasinda ikili karsilastirma testi yapildi. Sonuglarin grafiklendirilmesi i¢in GraphPad

Prism 8 programi1 kullanildi.
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4. BULGULAR
H4 noroglioma hiicre hatti insan kokenli bir kanser hatt1 olup hiicreler néron benzeri
uzantilarla karakterizedir, uzantilart sayesinde flask tabanina ve diger hiicrelere

tutunmast oldukea giicliidiir.

Sekil 4.1. H4 ndroglioma hiicre hatt1 faz kontrast mikroskobu altinda gortintiisii. Cift
cekirdek veya tek cekirdek daire iginde gosterilmis, néron benzeri uzantilart oklar ile

gosterilmigtir. (X200)

H4 hiicreleri biiyiik 6kromatik ¢ekirdeklere sahip, belirgin ¢ekirdekgikleri olan ve
sitoplazmalarinda graniilleri bulunan hiicrelerdi. Kanser hiicresi 6zelliginden dolay1
hizli mitotik aktivite gostermekteydiler ve bazi hiicrelerin iki ¢ekirdekli oldugu dikkati
cekti. Epitelyal karakterde olan H4 hiicreleri konfluent oldugunda kaldirim tasi
goriinlimiinde olarak izlendi, hiicreler sitoplazmik uzantilarini1 korumakta idi (Sekil

4.1).
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4.1. MTT Hiicre Canlihg1 Deneyi

4.1.1. PH ve PHO gruplar arasinda hiicre canlihginda farkhihk saptanmamstir.
MTT hiicre canlilig1 deneyi sonucunda olusturulan deney gruplarinda hiicre canlilig
ortalamalar1 Parkinson Hastalig1 grubunda %55.1, Otofaji grubunda %69.9 Parkinson
Hastaligi + Otofaji grubunda ise %53.3 olarak bulunmustur. ikili karsilastirma
sonuglarinda Kontrol-Parkinson Hastalig1 (p=0,0032) ve Kontrol-Parkinson Hastalig1
+ Otofaji (p=0,0009) gruplar1 arasinda anlamli fark bulundu. Parkinson grubu ve
Parkinson Hastaligi + Otofaji grubu arasinda hiicre canliliginda anlamli fark
goriilmemistir (Sekil 4.2). (Gruplarin standart sapmalar1 Parkinson Hastalig1:8.085,
Otofaji: 3.784, Parkinson Hastaligi+Otofaji: 6.362 olarak bulunmustur.)
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Sekil 4.2. Gruplar arasinda hiicre canliligi degisimleri; Kontrol (K), Parkinson
Hastaligi (PH), Otofaji (O), Parkinson Hastalig1 + Otofaji (PHO).
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4.2. LC3B Immiinositokimyasi
Otofaji belirteci olan LC3B immiinositokimyasi sonrasi kontrol ve deney gruplarinda

LC3B immiinoreaktivitesi 0l¢iildii ve otofagozom indeksi hesaplandi.

4.2.1. PHO grubunda otofagozom sayisinda artma goriildii.

Kontrol grubundaki hiicrelerin sitoplazmik uzantilarinin birbirleri ile temas halinde
olduklari, okromatik ¢ekirdeklere sahip olduklari gozlendi. Kontrol grubunda
hiicrelerin bazilarinda az sayida otofagozomlar izlendi (Sekil 4.3A, Sekil 4.4A).

Parkinson Hastaligi grubunda kontrol grubuna gore LC3B immiinoreaktivitesinde ve
otofagozom goriilen hiicre sayisinda azalma goézlendi. Bu gruptaki hiicrelerde,
hiicrelerin hacimlerinde azalma gozlenirken daha igsi goriinlime sahip olduklar
goriildii. Hiicrelerin ¢ekirdeklerinde herhangi bir degisiklige rastlanmadi (Sekil 4.3B,
Sekil 4.4B).

Otofaji grubunda kontrol grubuna gore otofagozom igeren hiicre sayisinda artis
gozlendi. Bu gruptaki hiicrelerin ¢ekirdeklerinde otofajiye bagl parcalanma ve sekil

degisiklikleri izlendi. Hiicrelerin goriiniimleri ve sitoplazmik uzantilart kontrol grubu

ile benzerdi (Sekil 4.3C, Sekil 4.4C).

Parkinson Hastaligi+Otofaji grubundaki hiicrelerde Parkinson Hastaligi grubuna gére
otofagozom iceren hiicre sayisinda artma gozlendi. Hiicrelerin sekilleri kontrol
grubundaki hiicrelere benzerdi, hiicreler ¢ok sayida noéron benzeri sitoplazmik
uzantiya sahipti ve bu uzantilar araciligiyla birbirleri ile baglantili olduklar1 goriildii.
Hiicrelerin ¢ekirdeklerinde sekil bozuklugu gbzlenmedi. Parkinson Hastaligi+Otofaji

grubunda Otofaji grubuna benzer sayida otofagozom goriildii (Sekil 4.3D, Sekil 4.4D).
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Sekil 4.3. LC3B immiinositokimya isaretlemesi. Kontrol (A), Parkinson Hastaligi (B),
Otofaji (C), Parkinson Hastaligi+Otofaji (D) (X400). Otofagozomlar oklar ile

gosterilmistir.
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Sekil 4.4. LC3B immiinositokimya igaretlemesi. Kontrol (A), Parkinson Hastalig1 (B),
Otofaji (C), Parkinson Hastaligi+Otofaji (D) (X630). Otofagozomlar oklar ile

gosterilmistir. Otofaji grubunda c¢ekirdekte pargalanmalar (yildiz) vardi.

4.2.2. PH grubunda LC3B immiinoreaktivitesi azalmistir.

LC3B immiinoreaktivitesi 0l¢limlerinin sonucunda Parkinson grubunda tiim gruplara
gore LC3B immiinoreaktivitesinde istatistiksel olarak anlamli azalma saptandi.
Parkinson Hastaligi-Kontrol ikili karsilastirmasi1 p=0,00 , Parkinson Hastaligi-Otofaji
p=0,00, Parkinson Hastaligi- Parkinson Hastaligi+Otofaji gruplari ikili karsilastirmasi
p=0,00 olarak bulundu. (Gruplarin standart sapmalart Kontrol:35.22, Parkinson
Hastalig1:15.87,  Otofaji:27.96,  Parkinson = Hastalig1+Otofaji:32.51  olarak
bulunmustur.) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. LC3B floresan yogunlugu 6l¢tim sonuglari; Kontrol (K), Parkinson Hastalig1
(PH), Otofaji (O), Parkinson Hastaligi + Otofaji (PHO)

4.2.3. Otofaji indeksi PHO grubunda artmstir.

Otofagozom goriilen hiicre sayisinin total hiicre sayisina oranlanmasi ile elde edilen
otofaji indeksi ile gruplarda otofaji goriilen hiicre yiizdesi hesaplandiginda; kontrol
grubunda hiicrelerin %16’sinda , Parkinson Hastaligi grubunda %6°’sinda, otofaji
grubunda %40’1nda, Parkinson Hastaligi+Otofaji grubunda ise hiicrelerin %40’ 1inda

otofagozom gozlendi (Sekil 4.6).
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Gruplarda elde edilen sonuglara gore Parkinson Hastaligi grubuna gore Otofaji
grubunda otofaji indeksinde istatistiksel olarak anlamli artis saptandi (p= 0,00).
Parkinson Hastaligi grubuna gore Parkinson Hastaligi+Otofaji grubunda da otofaji
indeksindeki artig istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,00) (Sekil 4.6).

Kontrol grubuna goére Otofaji grubunda otofaji indeksi istatistiksel olarak anlamli
artmistt (p=0,022). Kontrol grubuna gore Parkinson Hastaligi+Otofaji grubunda da
otofaji indeksi anlamli olarak artmis bulundu (p=0,022) (Gruplarin standart sapmalari
Kontrol:  5.235, Parkinson Hastaligi: 2.272, Otofaji: 7.954, Parkinson
Hastaligi+Otofaji: 10.77 olarak bulunmustur.)(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Gruplarda otofaji indeksinin karsilagtirllmasi; Kontrol (K), Parkinson
Hastalig1 (PH), Otofaji (O), Parkinson Hastalig1 + Otofaji (PHO)

4.3. pIRE1 Immiinositokimyasi
Endoplazma retikulumu stresini degerlendirmek i¢in stres reseptorlerinden biri olan

IRE1’in aktif hali olan pIRE1’in gruplarda immiinositokimyas1 gergeklestirildi.
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4.3.1. pIRE1 immiinoreaktivitesi hiicrelerin birbirleri ile baglanti kurduklar:
bolgelerde daha yogun olarak izlendi.

PIRE1 immiinositokimya immunoreaktivitesi tiim gruplarda hem sitoplazma hem de
cekirdekte gozlendi, immunoreaktivitenin hiicrelerde homojen bir sekilde dagildigi
dikkati ¢ekti. Hiicrelerin birbirleri ile baglanti kurduklar1 bolgelerde yogunlasmalar
gostermektedir (Sekil 4.7, Sekil 4.8).

Sekil 4.7. pIRE1 immiinositokimya isaretlenmesi (X400). Kontrol (A), Parkinson

Hastalig1 (B), Otofaji (C), Parkinson Hastaligi+Otofaji (D) Hiicrelerin birbirleri ile

temas ettikleri bolgelerde immunoreaktivitede artis (oklar).
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Sekil 4.8. pIRE1 immiinositokimya isaretlenmesi (X630). Kontrol (A), Parkinson

Hastalig1 (B), Otofaji (C), Parkinson Hastaligi+Otofaji (D) Hiicrelerin birbirleri ile

temas ettikleri bolgelerde immunoreaktivitede artis (oklar).

4.3.2. pIRE1 immiinoreaktivitesi PH ve PHO gruplarinda artmistir.

Ikili karsilastirma istatistiksel analiz sonucunda Kontrol - Parkinson Hastalig1 (p=
0,0052), Kontrol - Parkinson Hastaligi+Otofaji (p= 0,0004), Parkinson Hastalig1 -
Otofaji (p= 0,0107), Otofaji - Parkinson Hastaligi+Otofaji (p= 0,0009) gruplar
arasinda anlamli fark bulunmustur. (Gruplarin standart sapmalar1 Kontrol: 5.235,
Parkinson Hastaligi: 2.272, Otofaji: 7.954, Parkinson Hastaligi+Otofaji: 10.77 olarak
bulunmustur.)(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. pIRE1 immiinoreaktivitesi ol¢lim sonuglari; Kontrol (K), Parkinson
Hastaligi (PH), Otofaji (O), Parkinson Hastalig1 + Otofaji (PHO)

4.3.3. Endoplazma retikulumu stresi PHO grubunda azalmistir.
Total IRE1 diizeyini standardize etmek icin ELISA ile &lgiilen total IRE1 ile aym

kuyulardan 6lg¢iilen total protein konsantrasyonu oranlandi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Total IRE1’in total proteine orani; Gruplarda total IRE1’in total proteine
oran1 degiskenlik gostermektedir. (Kontrol-Otofaji ikili karsilastirma p=0,055)
Kontrol (K), Parkinson Hastaligi (PH), Otofaji (O), Parkinson Hastalif1 + Otofaji
(PHO)

Elde edilen standardize total IRE1 degeri ve pIRE1 immiinoreaktivitesi kullanilarak
IRE1 iligkili endoplazma retikulumu stresi hesaplandi. IREI iligkili endoplazma
retikulumu stresini 6lgmek i¢in kullanilan formiil su sekildedir:

pIRE1(AU) / Total IRE1(ng/ml) x Total Protein(mg/ml) x 1000

Gruplarda ikili karsilagtirma sonuglarinda Kontrol - Parkinson Hastalig1 (p= 0,0052),
Kontrol - Parkinson Hastaligi+Otofaji (p= 0,0004), Parkinson Hastalig1 - Otofaji (p=
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0,0107), Otofaji - Parkinson Hastaligi+Otofaji (p= 0,0009) gruplar1 arasinda anlamli
fark bulundu. Kontrol ve Parkinson Hastaligi+Otofaji gruplar1 arasinda anlamli fark
bulunmadi. (Gruplarin standart sapmalar1 Kontrol: 1.214, Parkinson Hastaligi: 1.309,
Otofaji: 0.8880, Parkinson Hastaligi+Otofaji: 0.79240larak bulunmustur.) (Sekil
4.11).
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Sekil 4.11. pIRE1/Total IRE1 oranin 6l¢iimii; Kontrol (K), Parkinson Hastaligi (PH),
Otofaji (O), Parkinson Hastalig1 + Otofaji (PHO)
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4.4. ER-Tracker Boyamasi
Endoplazma retikulumunun yapisini inceleyebilmek igin glibenclamide igerigiyle
ER’de bulunan ATP'ye duyarli K* kanallarinin siilfoniliire reseptorlerine baglanan ER-

Tracker boyasi kullanildu.

4.4.1. PH grubunda ER yapisi bozulmustur.
Kontrol grubundaki hiicrelerde periniikleer alanda daha yogun olmak {izere tiim
sitoplazmada ER sisterna ve tiibiilleri izlendi. Sisterna ve tiibiil yapilarinin bozulmamis

oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 4.10.A,B).

Parkinson Hastalig1 grubunda ER sisterna ve tiibiilleri periniikleer alanda Kontrol
grubundaki kadar belirgin gozlenmedi. sitoplazmada dagmik yerlesmis olan ER

sisterna ve tiibiillerinin pargalanmis oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 4.10.C,D).

Otofaji grubunda kontrol grubuna benzer olarak periniikleer alanda ER sisterna ve
tiibiillerinin bozulmamis oldugu gozlendi ancak sitoplazmada belli bolgelerde
otofajiye bagli oldugu diisiiniilen ER sisterna ve tiibiillerinde genisleme ve par¢alanma
saptandi. Parkinson Hastaligi grubu ile karsilagtirildiginda periniikleer alanda ER
sisterna ve tiibiilleri korunmustu. Parkinson Hastaligi grubuna gore sitoplazmada ER

sisterna ve tiibiillerinde genislemeler ve parcalanma daha azdi. (Sekil 4.10.E,F).

Parkinson Hastaligi+Otofaji grubundaki periniikleer alan Kontrol grubuna benzer
sekilde ER tiibiil ve sisternalarinda bozulma yoktu. Sitoplazmadaki ER sisterna ve
tiibiilleri kontrol grubuna benzer yogunlukta dagilim gosteriyordu. Otofaji grubu ve
Parkinson Hastaligi grubunda gézlenmis olan ER tiibiil ve sisternalarinda goriilen

parcalanma Parkinson Hastaligi+Otofaji grubunda saptanmadi (Sekil 4.10.G,H).
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Sekil 4.12. ER-Tracker boyanmasi. Kontrol (A), Parkinson Hastalig1 (C), Otofaji (E),
Parkinson Hastaligi+Otofaji (G) (X400). Beyaz gergeve igindeki hiicrelerin 5 Kkat
dijital biyiitmeleri sirasiyla Kontrol (B), Parkinson Hastaligi (D), Otofaji (F),
Parkinson Hastaligi+Otofaji (H). Periniikleer alanlar daire i¢inde, sisterna ve tiibiiller

(oklar), par¢alanmis ER (y1ldiz).

4.4.2. Endoplazma retikulumunun hiicredeki birim alandaki ortalama
yogunlugu PHO grubunda azalmistir.

ER-Tracker boyasmin floresan yogunlugu oOl¢iim sonuglarima gore Parkinson
Hastaligi+Otofaji grubunda floresan yogunlugu tiim gruplara oranla istatistiksel olarak
anlamli azalmis bulundu. Ikili karsilastirilma sonuglarina gore Parkinson
Hastaligi+Otofaji-Kontrol p=0,013, Parkinson Hastaligi+Otofaji -Parkinson Hastalig
p=0,00, Parkinson Hastaligi+Otofaji -Otofaji p=0,00 olarak bulundu. Bu analizlerin
sonucu birim alandaki endoplazma retikulumu yogunlugunun Parkinson
Hastaligi+Otofaji grubunda azalmis oldugu gostermektedir. (Gruplarin standart
sapmalar1 Kontrol: 69.25, Parkinson Hastaligi: 36.09, Otofaji: 42.85, Parkinson
Hastaligi+Otofaji: 18.44 olarak bulunmustur)(Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. ER-Tracker floresan yogunlugu 6l¢iim sonuglari; Kontrol (K), Parkinson
Hastaligi (PH), Otofaji (O), Parkinson Hastalig1 + Otofaji (PHO)
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5. TARTISMA
Parkinson hastaligi diinyada ikinci en sik goriilen nérodejeneratif hastaliktir [13].
Hastalik prevalans degerleri degiskenlik gostermekle birlikte diinyada 80,6-
187/100.000, Tiurkiye’de 111/100.000 olarak bildirilmistir [14]. Parkinson
hastaliginda bir¢ok molekiiler yolakta bozulma oldugu bilinmektedir. Bu molekiiler
yolaklardaki bozukluk sonucu Lewy cisimcigi, hiperfosforile tau birikimi gibi
histopatolojik  bulgular ortaya ¢ikmakta dopaminerjik ndron Oliimiiyle
sonuglanmaktadir [19, 20]. Bu bozulmus olan molekiiler yolaklardan ikisi artmis
endoplazma retikulumu stresi ve bozulmus otofajidir [24, 43, 68]. Literatiirde toksin
aracili Parkinson hastalig1 modelinde otofaji indiiklenmesi ile endoplazma retikulumu
stresi arasindaki iligkiye dair bilgi bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligmasinda Parkinson
hastaliginda bozulan otofajinin indiiklenerek endoplazma retikulum stresinin
azaltilmast amaclanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda H4 insan ndroglioma
hiicreleriyle kontrol, hiicrelere MPP+ verilerek Parkinson hastaligi, hiicrelere
Fluspirilen verilerek Otofaji ve hiicrelere hem MPP+ hem de Fluspirilen verilerek
Parkinson hastaligi+Otofaji gruplart olusturulmustur. Olusturulan bu gruplarda hiicre
canliligi, otofaji, endoplazma retikulumu stresi ve endoplazma retikulumunun yapisi

degerlendirilmistir.

MPP+ aracili Parkinson hastaligi toksin modelinde Fluspirilen ile aktiflenen otofaji
hiicre canliligini arttirmanugtir.

Hiicre canlilig1 ve otofaji iligkisi literatiirde hala sorularla dolu ve yeni verilere agik
bir alan olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Otofajinin ¢ok farkli molekiiler yollar ile
baslatilmasi, siirdiiriilmesi ve bir¢ok ajanin bu yolda etkinlik gdstermesinden dolay1

farkli molekiiler hedeflerin hiicre canliligina farkli etkileri oldugu bilinmektedir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda otofajinin artmast ile hiicre canliliginin arttig1 gosterilmistir.
SH-SYS5Y hattinda MPP+ aracili Parkinson modeli ile yapilan bir calismada
lizozomda lokalize TRPMLI1 proteini aktivasyonu ile otofaji arttirilarak hiicre
canliliginda artis saglanmistir [80]. SH-SY5Y ve SK-N-SH hiicre hatlarinda Parkinson
olusturdugu bilinen toksinlerle yapilan bir ¢alismada hiicrelere otofaji inhibitdrleri

MPP+ 6ncesinde verilmistir ve ATGS aracilt otofaji aktivasyonun hiicre canliliginin
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arttig1 belirtilmistir [81]. MPP+’nin olusturdugu otofaji bozuklugunun Resveratrol
kullanimi ile SH-SY5Y ve SK-N-SH noéroblastom hiicrelerinde SNHG1/miR-128-
3p/SNCA aks1 iizerinden otofajiyi geri dondiirerek hiicre canliligimi arttirdig:
bulunmustur [82]. MPP+ aracili Parkinson modeli olusturmak i¢in PC12 hiicre hattinin
kullanildig1 bir ¢alismada hiicre canliligt mTOR {izerinden otofaji arttiran Rapamisin

ile geri dondiiriilmiistiir [78].

Literatiirde otofajinin arttirtlmasinin hiicre canliligini arttirdigini bildiren ¢aligmalarin
yanisira otofajinin artmasinin hiicre canliligimi azalttigina yonelik caligsmalar da
mevcuttur. mTOR iizerinden otofaji aktivatorii oldugu bilinen Metformin ve
Rapamisinin, MPP+ araciligiyla Parkinson modeli olusturulmus SH-SYSY hattina
kombine olarak verilmesinin otofajiyi arttirarak hiicre oOlimiinii de arttirdig
bildirilmektedir [83].

Otofaji artis1 ile hiicre canliliginin artmasinin yani sira otofajinin azalmasi ile de hiicre
canliliginin arttig1 bildirilmektedir. MPP+ aracili Parkinson modelinde SH-SY5Y
hattinda Artemisinin kullanimi sonrasi hiicrelerde apoptoz ve otofajinin azalmasi

sonucu hiicre canliligmnin arttigr gosterilmistir [84].

Otofaji arastirmalarinda farkli hiicre hatlar1 [38] ve toksinler [32-34] kullanilarak
olusturulmus Parkinson Hastalig1 modellerinde farkli sonuglar bildirilmis olmasi tiim
bu Parkinson hastaligi modellerinde otofajinin ayni molekiiler yolaklar ile

gergeklesmedigini diisiindiirmektedir.

Calismamizda otofaji aktivatorii oldugu bilinen Fluspirilen MPP+ toksini araciligr ile
Parkinson Hastali§1 olusturulmus H4 noroglioma hiicre hattinda kullanildiginda
otofajinin arttig1 ve IRE1 aracili endoplazma retikulumu stresinin azaldig goriildi
ancak hiicre canliligimin degismedigi saptandi. Literatiirde kullandigimiz H4
noroglioma hattinda Fluspirilenin anti-proliferatif etkisi [77] oldugu gosterilmistir.
Olusturdugumuz modelde otofajinin artmasina ve IRE1 aracili endoplazma retikulumu

stresinin azalmasina ragmen hiicre canliliginin degismemesinin Fluspirilenin H4 hatti
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tizerindeki anti-proliferatif etkisine bagli olabilecegi ve bu anti-proliferatif etkinin

sebebinin otofaji tizerinden degil baska 6liim tipleri ile ger¢eklestigi diistiniilmiistiir.

MPP+ toksinin Parkinson modelinde sebep oldugu otofaji bozuklugu ATG5
iizerinden etki gosteren Fluspirilen ile geri dondiiriilmiistiir.

Literatiirde Parkinson hastaliginda otofajinin bozuldugu bilinmektedir. Hem
transgenik hem de toksinler araciligiyla olusturulmus modellerde otofaji bozuklugu
gosterilmistir. Farkli hiicre hatlarinda farkli toksinler ile olusturulmus Parkinson
modellerinde bozulmus olan otofajinin, otofaji aktivatorleri ile geri dondiiriilebildigi

gosterilmistir [19, 36, 68].

Calismamizda kullandigimiz otofaji aktivatorii olan Fluspirilenin ATGS’in yikimim
engelleyerek otofajiyi aktive ettigi bilinmektedir. Yapilan calismalarda ATGS
tizerinden etkinlik gésteren otofaji aktivatorlerinin Parkinson modellerinde bozulmus
olan otofajiyi geri dondirdiigi bildirilmektedir [85]. SH-SYSY hiicrelerinde ve
farelerde MPP+ ile olusturulmus Parkinson modelinde miR-30c-5p ile hedef alinan
ATGS5’in inhibisyonu ile bozulan otofajinin geri dondiigii gosterilmistir [85]. Bir
bagka caligmada ATGS'e bagimli otofajinin inhibisyonunun, MPP+ kaynakli hiicre
olimiinii arttirdig1 dolayisiyla otofajinin, MPP+ toksinine karst koruyucu bir etkisi
oldugu bildirilmektedir [81].

Literatiirde ATG5 aracili otofaji aktivasyonunun otofajiyi arttirmasinin yani sira
Parkinson hastaliginda biriken a-siniiklein birikimlerini de temizledigi gosterilmistir
[86, 87]. Fare néroendokrin STC-1 hiicrelerinin kullanildig: bir ¢alismada birgok ATG
ailesi iiyesi araciligiyla otofajinin artmasi ile a-siniiklein yikiminin gerceklestigi
bildirilmektedir [86]. HEK293 hiicre hattinin kullanildigi baska bir ¢alismada ise
siRNA ile ATGS aracili otofajinin susturulmast LC3 isaretli otofagozomlara o-

siniiklein alimini engellemistir [87].

Otofaji yolaginda bir¢ok molekiil rol oynar. Parkinson hastaligi modellerinde ATG

ailesi disinda farkli molekiillerin de otofajiyi arttirict yonde etkileri oldugu
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bilinmektedir [88, 89]. MPTP aracil1 fare Parkinson hastaligi modelinde Mitochonic
acid 5 (MA-5) AMPK fosforilasyonu ile otofajiyi arttirarak hastalikta bozulmus olan
otofajinin diizeltilmesini saglamistir [88]. Rotenon ile olusturulmus SH-SY5Y hatt1
Parkinson hastaligi modelinde ise o-siniiklein ile ko-lokalize olan Histondeasetilaz
4’tin knockout edilmesi hiicrelerde otofajiyi geri getirerek a-siniikleinin yikimini

saglamustir [89].

Calismamizda literatiirle uyumlu olarak olusturdugumuz MPP+ aracili Parkinson
hastalig1 modelinde ATGS5 aracili otofaji aktivatorii olan Fluspirilen ile bozulmus olan
otofajinin diizeldigi gosterildi. Daha o6nce Parkinson hastaligi modellerinde
kullanilmamis olan Fluspirilenin bozulmus otofajiyi H4 ndroglioma hiicre hattinda
diizeltmis olmasindan dolayr bu hiicre hatt1 ile yapilacak Parkinson hastaligi

caligmalarinda otofaji aktivatorii olarak kullanilabilecegi diisiintilmiistiir.

Olusturulan Parkinson modelinde otofaji indiiklenmesi hiicrelerdeki endoplazma
retikulum stresini azaltmistir.

Hiicrede meydana gelen yanlis katlanmis proteinler, radikaller, hipoksi ve metabolik
aclik gibi durumlarin endoplazma retikulumunda strese yol agtig1 bilinmektedir. Bu
olusan stresin IRE1, PERK ve ATF6 stres reseptorleri ile algilanip yanlis katlanmis
protein cevabi ve bunun sonunda aktiflesen bircok yapim ve yikim yolu oldugu

bilinmektedir ve otofaji de bu yollardan birisidir [43].

Insan postmortem beyin doku &rneklerinde Parkinson hastalifinda endoplazma
retikulumu stresi belirteglerinden IRE1, PERK ve ATF6 seviyelerinin arttig1
gosterilmistir ve bu stresin yanlis katlanmis proteinler sebebiyle arttigi
diistiniilmektedir [24, 43, 54]. Drosophiliada olusturulmus Parkinson modelinde IRE1
aracili endoplazma retikulumu stresinin inhibe edildigi ve ATG7 aracili otofajinin

inhibe edilmesinin néronlarda hiicre 6liimiinii engelledigi gosterilmistir.[90].

Farelerde mangan araciligryla olusturmus bir Parkinson modelinde yapilan ¢alismada
manganin IRE1 iizerinden yanlis katlanmig protein cevabimi (UPR) baslatarak

endoplazma retikulumu stresini arttirdigi ve UPR yanitinin JNK iligkili otofaji yanitim



82

baslattig1 gosterilmistir. Bu aktiflenen otofaji hiicrede apoptozu engelleyerek hiicrenin

hayatta kalmasini saglamistir [91].

Rotenon aracili Parkinson sigan modeli olusturulmus bir ¢alismada endoplazma
retikulumu stres proteinlerinden olan PERK ve CHOP’un arttig1 hiicrelerde otofaji
belirteci olan Beclinl’in azalth@r gosterilmistir, Empagliflozin tedavisi sonrasinda

otofaji aktiflestirilerek endoplazma retikulumu stresinin azaltildig: bildirilmistir [92].

SH-SY5Y noroblastoma hiicre hattinda yapilmis bakir aracili bir toksisite
arastirmasinda, Quersetinin nceden verilerek bakirin sebep oldugu PERK, CHOP ve
XBP1 tizerinden olan endoplazma retikulumu stresini otofaji araciligi ile ortadan

kaldirdig1 gosterilmistir [93].

Makrootofaji geni oldugu bilinen WDR45 knockout farelerde endoplazma retikulumu
stresi ERN1/IRE1 ve EIF2AK3/PERK yolaklar1 {izerinden artmistir. Bu farelerde
endoplazma retikulumu stresinin baskilanmasi veya mTOR aracili otofaji aktivasyonu
apoptozu engelleyebilmistir fakat endoplazma retikulumunun yapisal 6zelliklerini geri

dondiirmemistir [94].

Otofaji bir hiicre 6liim tipi olmasinin yani sira endoplazma retikulumu stresinin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikmakla beraber hiicre canliligini koruyucu bir mekanizma
olarak da karsimiza ¢ikmaktadir [72, 73]. Literatiirde Parkinson hastaliginda ATGS5
aracil1 otofaji ile IRE1 aracili endoplazma retikulumu stresi arasindaki iliskiye dair bir
bilgi bulunmamaktadir. Olusturdugumuz MPP+ aracili Parkinson hastalik modelinde,
Parkinson Hastalig1 grubunda yiiksek olan endoplazma retikulumu stres belirteci olan
pIRE1’in Total IRE1’e oraninin Fluspirilen kullanilarak ATGS araciligiyla otofajinin
indiiklendigi Parkinson Hastaligi+Otofaji grubunda azalmasi otofajinin IRE1 iligkili

endoplazma retikulumu stresini azalttigin1 géstermistir.

Olusturulan Parkinson modelinde endoplazma retikulumu yapist bozulmustur
ancak otofajinin aktive edilmesi ile yapi diizelirken hiicredeki endoplazma

retikulumu miktarini azaltmistir.
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Literatiirde deney hayvanlarinda ve hiicre hatlarinda, toksinler veya transgenik
yontemlerle olusturulan Parkinson hastaligi modellerinde endoplazma retikulumunun
etkilendigi bildirilmektedir. Gegirimli elektron mikroskopi kullanilan bir MPP+ aracili
Parkinson hastaligi toksin modelinde, graniillii endoplazma retikulumunun
pargalanmasi ile sitoplazmik vakuollerin olustugu ve bu vakuollerin beta-amiloid ile
olusturulan hiicre modellerinde saptanmis olan sitoplazmik vakuollere benzedigi
gosterilmistir [95]. 6-OHDA ile olusturulan sican Parkinson hastaligi modelinde
corpus striatumlar gecirimli elektron mikroskobu ile incelendiginde periniikleer alanda
cogu serbest olan ve bazilar1 endoplazmik retikuluma bagli kiimeler halinde goriinen
cok sayida ribozom az sayida ve kisa uzunlukta graniillii endoplazma retikulumlarin
varhigi dikkat ¢ekmistir [96]. Manganin intraperitoneal enjeksiyonu ile olusturulan
Parkinson hastalig1 fare modelinde hipotalamustaki ultrastriiktiirel degisiklikler 9 hafta
boyunca degerlendirdiginde, 9. hafta sonunda graniilli ve diiz endoplazma
retikulumun sisternalarinda ileri derece dilatasyon saptanmistir [97]. iIPSC kokenli
dopaminerjik noronlarda SNCA gen mutasyonu ile yapilan bir calismada ER
ultrastriktiirel yapisinin elektron mikroskobu ile incelenmesi sonucunda endoplazma
retikulumunun kisa, pargalanmis tiibiiler yapida oldugu ve hiicrede toplam

endoplazma retikulumu alaninda azalma goriildiigii bildirilmistir [98].

Cresyl violet kullanilarak Nissl cisimciklerinin incelendigi ¢alismalarda; MPTP ile
olusturulmug fare Parkinson hastaligi modelinde Nissl cisimcigi goriilen ndron
sayisinda anlamli azalma tespit edilmistir [99]. Rotenon ile olusturulmus sigan
Parkinson hastaligi modelinde de substansia nigra ve strita bolgelerinde Nissl alanlari

olgiildiigiinde belirgin azalma gozlenmistir [100].

Caligmamizda endoplazma retikulumu yapisinin degerlendirilmesi i¢in ER-Tracker
boyast kullanildi. Literatiirde Parkinson hastalig1 modellerinde bu boyanin kullanildig:
bir caligmaya rastlanmadi. Literatiirde elektron mikroskobik calismalarda ve Cresyl
Violet boyamasi ile yapilmis c¢aligmalarda elde edilmis bulgulara benzer sekilde
calismamizda MPP+ aracili Parkinson hastaligi modelinde endoplazma retikulumu
sisterna ve tiibiillerinde pargalanma goriildii. Literatiirde otofaji ile endoplazma

retikulumu yapist arasindaki iligkiye ait bilgi bulunmamaktadir. Calismamizda
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Parkinson hastaligt modelinde aktive edilen otofaji sonucunda endoplazma
retikulumunun hiicrede birim alanda hacminin azalmasinin yani sira hiicrelerde
periniikleer alanda endoplazma retikulumu sisterna ve tiibiillerinde genisleme ve
parcalanmalarin olmadig1 goriilmiistiir. Bu bulgular bize MPP+ toksini araciligiyla
olusturdugumuz Parkinson hastaligt modelinde bozulan otofajinin, Fluspirilen ile
indiiklenmesi sonucunda aktive edilmesiyle, hiicrelerde periniikleer alanda
endoplazma retikulumu sisterna ve tiibiillerindeki genisleme ve par¢alanmalari, hasarl

endoplazma retikulumunu sindirerek ortadan kaldirdigini diisiindiirmiistiir.

Bu tez calismast baz1 smrhiliklar icermektedir. Parkinson hastaliginin
modellenmesinde kullanilan birgok hiicre hatti ve ydntem bulunmaktadir,
calisgmamizda Parkinson hastaliginin modellenmesinde ndron benzeri hiicreler olan H4
insan noroglioma kanser hatt1 deneylerin kolay tekrar edilebilmesinden dolay1 tercih
edildi. Deneylerin primer noron kiiltiirleri veya iPS néron hiicrelerinde yapilmasi

calismay1 daha giivenilir kilacaktir.

Otofaji ve endoplazma retikulumu iizerine temellendirdigimiz bu ¢alismada zaman
yetersizliginden dolayr endoplazma retikulumu yapisinin incelenmesinde gegirimli
elektron mikroskobu kullanamayarak sadece floresan mikroskop ile degerlendirme
yapildi. Immunositokimyasal bulgularin ultrastruktiirel incelemeler ile desteklenmesi

calisgmamizi daha giivenilir kilacaktir.

IRE1 diizeylerini ELISA ve floresan yogunlugu 6lgiimleri ile hesapladik, bu protein
diizenlerinin western blot yontemleri ile desteklenmesi calismay1 daha iist seviyeye

tastyabilecektir.

Bu tez projesinin devaminda olacak olan ¢alismalarda MPP+ toksini ile olusturulan
Parkinson modelinde sadece IRE1 diizeyi degil IRE1 yolagindaki farkli molekiillerin
degerlendirilmesi, endoplazma retikulumunun elektron mikroskobu ile daha ayrintili
incelenmesi ve ulasilan bu sonuglarin a-siniiklein proteini ile iligskisinin incelenmesi

planlanmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda sonug olarak:

MPP+ ile olusturulan Parkinson hastaligi modelinde otofajinin indiiklenmesi
hiicre canliligini arttirmadi.

MPP+ ile olusturulan Parkinson hastaligi modelinde, otofaji bozulmus olarak
bulundu.

Parkinson hastaligit modelinde MPP+ toksininin endoplazma retikulumu
yapisint  bozdugu saptandi ve otofaji aktivasyonunun endoplazma
retikulumunu hasarli bolgelerini temizleyerek, periniikleer alanda bozulan
sisterna, tiibiil yapisinda diizelme ve hiicrede birim alandaki endoplazma
retikulumunda azalma belirlendi.

MPP+ ile olusturulan Parkinson hastaligi modelinde ATGS5 aracili otofajinin

indiiklenmesi ile IREI iliskili endoplazma retikulumu stresini azaltildi.

Bu aragtirmanin literatiire kattig1 yenilikler:

MPP+ aracili Parkinson hastaligi modelinde Fluspirilen otofaji aktivatorii
olarak ilk kez kullanildi.

Fluspirilenin yaptigi ATGS5 aracili otofaji aktivasyonu ile hiicre canliligi
arasindaki iliski ilk defa arastirildi.

Fluspirilenin yaptigi ATGS aracili otofaji aktivasyonu ile endoplazma
retikulumu stresi belirteci olan IRE1 arasindaki iliski ilk defa arastirildi.
MPP+ aracili Parkinson hastaligi modelinde otofaji ile endoplazma retikulumu

yapist arasindaki iligki ilk defa degerlendirildi.

Bu tezin ¢iktilar1 Parkinson hastaliginda en erken molekiiler bozukluklardan biri olan

endoplazma retikulumu stresinin daha iyi anlasilmasinin, otofaji araciligiyla IRE1

iliskili endoplazma retikulumu stresi azaltilmasinin hiicrenin ve endoplazma

retikulumunun gorevlerine devam edebilmesi igin bir tedavi segenegi olabilecegini

gostermistir. Bu caligma ayn1 zamanda endoplazma retikulumunun Parkinson hastaligi

ile iligkili aragtirmalarda 6nemli bir organel oldugunu gostererek benzeri ¢alismalara

yol gdsterici olacaktir.
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