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BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin
safhalarda etik dig1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki butin bilgileri akademik ve etik
kurallar i¢cinde elde ettigimi, bu tez ¢aligmayla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmast ve

yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

Ismail UNAL



TESEKKUR

Koyiinden gdégmiis bir ana ve babanin ¢ocugunun egitim almasina olanak saglayarak, Turk
Milleti’nin makus talihini yenmesini saglayan, Tirk toplumu tiizerindeki Olii topragini
kaldirmak i¢in hayatinm1 bu ugurda harcayan, “Muhta¢ oldugun kudret, damarlarindaki asil
kanda mevcuttur.” soziiniin sahibi 6liimsiiz ATAM Mustafa Kemal ATATURK e, silah
arkadaslarina ve bu ugurda can veren her Tiirk Milleti ferdine,

Doktora egitimim sirasinda bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan, tez ¢alismam sirasinda
verdigi destekle beni daha iyiye sevk eden, her konuda azimli ve 6zguvenli olmam icin bana
yol gosteren ve cesaretlendiren, 6grencisi olmakla gurur duydugum degerli danigmanim Prof.
Dr. Ebru Isik ALTURFAN’a, doktora ders donemimde ve bilimsel ¢alismalarda bana bilgi ve
tecriibelerini benimle paylasan kiymetli Temel Bilimler Béliim Bagkanimiz Prof. Dr. Tanju
KADIR e ve kiymetli hocalarim Prof. Dr. Aysen YARAT a, Prof. Dr. Tugba AKBAY ’a, Dog.
Dr. Nihal Sehkar OKTAY ’a, Dr. Ogr. Uyesi. Esin AK’a, laboratuvarda benimle omuz omuza
calisan, yeri geldiginde beraber lizlildiigiimiiz yeri geldiginde beraber giildiigiimiiz, ¢alismaktan
zevk aldigim degerli laboratuvar arkadaslarim Merih BELER e, Derya CANSIZ’a, Unsal Veli
USTUNDAG’a, Fiimet USTUNDAG a, Gizem EGILMEZER e, Atakan KARAGOZ ¢, Gozde
Ece KARAMAN’a, arkadashigin1 benden esirgemeyen, aym: boliimde kosturdugumuz, bilgi
ahigverisi yaptigimiz sevgili arkadaslarim Giizin Goksun SIVAS’a, Begiim GUREL
GOKMEN’e, Ozan OZCAN’a Siimeyye YILMAZ’a, Elif TUFAN’a, Hava TASLAK a,
Begiim OZEL’e, gencligimden beri tanidigim, cok uzun zamandir benimle dostluk eden degerli
arkadagim Serhat EKMEN’e, kisa zamanda iyi arkadashik gelistirdigimiz dostum Tufan
GOKMEN’e, histolojik ¢aligmamda benden yardimini esirgemeyen Zehra SEZER’e, beni bu
zamana kadar biiyiitlip yetistiren, varliklar1 ile beni onurlandiran, ne yaparsam yapayim beni

sevmekten vazgecmeyen sevgi biricik ailem Sevgi UNAL’a, Salim UNAL’a, Aykut UNAL’a,

YOK 100/2000 6ncelikli alanlar doktora bursu ve 2211-A Genel Yurt I¢i Doktora Bursu ile
maddi destek saglayan sirasiyla Yiiksek Ogretim Kurulu’na ve TUBITAK ’a tesekkiir ederim.

Bu tez, TUBITAK 1002 hizli destek programi tarafindan ‘Deneysel Parkinson Hastalig
Modelinde Glukoz Geri Emilimi Inhibisyonunun Ketojenik Etkilerinin Incelenmesi’
baslikli ve 1215208 numaral1 proje ile, Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu Baskanligi tarafindan ‘Norotoksinler ile Olusturulan Parkinson Hastahig
Modelinde Sodyum-Glukoz Ko-Transporter 2 inhibisyonunun Etkilerinin Arastirilmasr’
baslikli ve TDK-2022-10377 numarali proje ile desteklenmistir.



ICINDEKILER

KISALTMALAR LISTEST ....ccoooooiiiiiiniiiiiice s i
SEKIL LISTESI .......cocoooiiiiieieceeeeeeee ettt iv
TABLO LISTESI ..ot vii
A )4 =i LT 1
2. SUMMARY ..t e et e e e anaee e e 2
3. GIRIS VE AMAC ..ottt ettt 3
4. GENEL BILGILER ........cocoooiiiiiiinissene e 6
4.1. Parkinson HaStalIS1......ccuiviiiiiiiiiiiei s 6
4.2. Parkinson Hastaliginim KIinik OZelliKIEr ...........ccrveriiiieivereiiiieeeiee e 7
4.2.1. BradiKINEZI.......oiviiiiiiiiiiieieiee s 9
A I (=] 1 1 | S TP P O STPR PP PPPURPRPRS 9
A.2.3. RIJIAITE 1ttt sttt e sb ettt e s be et sneenre s 9
4.2.4. Postural INSTabIlIte ...........cooveiiiiie e 10
4.2.5. Koku alma boZuKIUGU........cccviiiiiiiiiiiic e 10
4.2.6. KADIZIIK ... e 10
4.3. Parkinson Hastaligin Heiko Braak’a Gore Evreleri .........ccoovviiiiiiiiiiiiiii, 10
4.3.1. BITINCE VI ..ottt bbbttt ettt bt 10
4.3.2. TKINCI EVIC ...cvcvvviicececte ettt sttt s 11
4.3.3. UGUNCU BVIE ..ottt sttt 11
4.3.4. DOFAUNCU BVIE ....cviiieieiisieieesiest ettt bbb 11
4.3.5. BESINCT BVIE ...outiiiiieiie ettt ettt ettt ettt ettt e bt et e e bt e s e e e be e snb e e nbe e enn e e nnneanes 11
4.3.6. AILINCT ©VI€ ...eeiueieiii ettt b e nne e 12
4.4. Parkinson HastaliZ1 NOTOPAtOlOJiSi.....uirvveriirriiieiiiiiisiieitesiesie e 12
4.5. Parkinson Hastali1 Gelismesinde Rol Alan Genler..........cccoovveviiiiiiiiiiiiien e 12
4.5.1. AITA SINUKIBIN ..ot 14
4.5.2. Parkin RBR E3 ubiKitin protein ligaz ..........ccccooeiiveiveiesieseece e 14

4.5.3. PTEN kaynakli Kinaz 1 .......cccciiiiiiiiiiiic e 15



4.5.4. Parkinsonism iliskili degliKaz.............coceeviiiiiiiiiii e 15

4.5.5. Losince zengin tekrarlayan KiNaz 2 ..........ccoovveiiieiie i 16
4.6. Parkinson Hastalig1 ile Iliskili MeKanizmalar ...............ccoceveverieerererersniesecieseeseeese e 17
4.6.1. Mitokondri fonksiyonun bozulmasi ve oksidatif Stres.........ccccooevoeeniiiiieninnne. 17
4.6.2. NOTOINFIAMASYON ..ottt 18
T T @] (0] -1 USSR PTPTRUR PSR 19
A.6.4. APOPLOZ. ...ttt 20
4.6.5. Lizozomal fonksiyon boZuKIUZU .........cccveieiirieieii i 21
4.6.6. Ubikuitin-proteazom sistemi fonksiyon bozuklugu............ccceevirininiiinninnnenn, 21
4.7. Parkinson Hastaliginda Keton Cisimleri Metabolizmasi...........ccoecvviiniiiiiiiciininieenn, 22
4.8. Sodyum/Glukoz Kotransporter 2 ve Inhibitrleri..........cccoveveicverieecreiiieeicieeeeeseeee e, 24
4.8.1. EMPAGIITIOZIN ...ooovieice et 25
4.9. Parkinson Hastalig1 Olusturmada Kullanilan Endotoksin ve Norotoksinler ..................... 26
4.9.1. 1-Metil-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidropridin..........cccoveiieieiieieese e 26
4.9.2. PESHISITIET ... 27
e G T 1o To] o Jo [ ST 1. T | USSP 28
4.10. Bir Model Organizma: Zebra BaliZ1.........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiic e 29
4.10.1. Zebra baliginda lokomotor aktivite ve Y-labirenti testi...........ccccocevvriveinennnnn, 30
5. GEREC VE YONTEMLER ......cocooviviiitetceceeeeeeeee e 32
5.1. Zebra Baliklar1 Bakim ve Beslenme Prosedlril .........ccooovviiiiiiiiiiiiiiieece e 32
5.2. Kullanilan Cihazlar...........ccoooiiiii e 33
5.3. Kullanilan Kimyasallar...........cociiiiiiiiiii e 34
5.4, Kullanilan KItler ......cviieiiiieecee e 36
5.5. Kullanilan AntiKOTIAT.........ooiiiiii e e 37
5.6. Kimyasal Maruziyet Uygulanmast .........c.cooivieiiiiieiiiieiiie s 37
5.7. Gruplarin Agirlik Ortalamalarinin Bulunmast ... 38
5.8. Gruplarin Kan Glukoz Ortalamalarinin Bulunmast............cccocveiiiiininic 38
5.9. Davranis Analizleri: Lokomotor Aktivite ve Y-Labirenti TeSti........cccccvveniviiiiiniiennenn. 38
5.10. Homojenat ve Lizat Hazirlanmast .........ccoooveiiiiiiciiciecee e 40

5.11. Oksidan ve Antioksidan Parametrelerinin InCelenmesi........coevvevvevreeeeieeieeiesereereereeresreens 41



5.11.1. Total Protein taYINT ......cceeieeieiiese e ee e e nns 41

5.11.2. Lipit peroksidasyon tayini ........cccccueiiieiieiiieiie et 42
5.11.3. Toplam Nitrik OKSIT tAYINT ......ooveiiiiiieieiee e 43
5.11.4. Superoksit dismutaz aktiviteSi tayini .........cccecvveiieeiiie i 45
5.11.5. Glutatyon S-transferaz aktiviteSi tayini .........ccocovveriririieieie e 46
5.11.6. Toplam sialik aSit tayiNi........ccccceiieiiiieieec e 47
5.11.7. Indirgenmis glutatyon tayiNi..........cccecevevereererrrcrersseeesesseee e, 49
5.11.8. Asetilkolin esteraz aktiviteSi tayiNi........ccccccvevveieeiiiiieiicce e 50
5.11.9. Alkalen fosfataz aktiviteSi taYINT ........cccerereririneri e 51
5.12. Beyin ve Hepatopankreas Dokusunda Keton Cisimleri Tayini........ccccccovevveveciieinennnn, 52
5.13. Beyin Dokusunda Dopamin ve DOPAC DUZeYi TAYINT ....cccvvveeeierieieieniesicsieeeeeeeens 52
5.14. Beyin Dokusunda MiKroarray ANAZI .........ccccceceieeieiiieiieie s 52
5.15. Beyin Dokusunda Gen Ekspresyon Duzeyi Belirlenmesi (RT-PCR) .......cccovvviiiennn. 53
5.15.1. Delta delta Ct metodu ile Veri analizi ............cccoovvciiiiiiiiiiiciice 53
5.16. Beyin Dokusunda immiinohistokimyasal BOyama ..............cccceeeeevrieveriiereresenssnnesnnns 54
5.16.1. Tirozin hidroksilaz immiinohiStoKIMyast .........ccccoeeveriiiiriiiiee e 55
5.16.2. Lenfosit sitozolik protein 1 immiinohiStoKimyast ..........cococeevieiinienniiniiniienns 56
5.17. IStatiStIKSE] ANALIZ .....v.vvveivevieiiieceete ettt bbbttt a s 56
6. BULGULAR.... ..ottt 58
6.1. Gruplarin Ortalama Agirliklarinin Sonuglart ... 58
6.2. Davranis Analizleri SONUGIATT ........c.eviiiiiiiie e 59
6.2.1. Y-1abirenti SONUGIAIT ......ceiueiiiieiiiiiii ettt neee s 59
6.2.2. Lokomotor aktivite SONUGIATT........ccciiuiiiiiiiiire e 60
6.2.2. Gruplarm lokomotor aktivite degerlerinin karsilagtirmast...........ccoeevvivennnnnne 63
6.3. Kan Glukoz Tayini SONUGIATT .........coiiiiiiiiiiiiie i 64
6.4. Biyokimyasal Parametrelerin Sonuglart ..........c.cocviiiiiiiiiiiiii 65
6.5. Keton Cisimleri Tayint SONUGIAIT........ccoioviiiiiiiiiie e 70
6.6. Norotransmitter DUZeyi SONUGIATT.........coviiiiiiiiiiiie e 70
6.7. Mikroarray ANAliZi SONUGIATT.........cviiiiiiiiiii s 71

6.8. RT-PCR SONUGIAIT ......uviiiiiiiiiii ettt e e et e e e et e e e e s ba e e e s annaeeas 94



6.9. IMMUNOhiStOKIMYA SONUGIATL......cvveveveveeeveieieteteteteteeee et eees e esseesesesesesesssssssesesesesees 97

7. TARTISMA Ve SONUC ........oooiviiiiiirieseeceees ettt 100
8. KAYNAKLAR ..ottt ettt 116
9. OZGECMIS ...ttt 138
10. BILIMSEL FAALIYETLER...........c.cocooiiiiiiieeeeeee e, 139

11 EKLER Lo 144



KISALTMALAR LIiSTESI

6-OHDA
AAR
ABC
AChE
actbl
AD
ALP
ALT
AST
ATG5
ATGS
ATP13A2
Bax
BBB
Bcl-2
BHB
BSA
Ca?
CDNB
CSC
DA
DAT
DJ-1
DMSO
DNAJC6
DOPAC
DTNB
EMP
FOXO
GABARAP
GBA
GLUT
GLUT-1
GSH
GST
GWAS
H-O
H202
H2S04
HCI
HMG-KoA
hmgcsl
HO-1

L-Hidroksifenilalanin

Alternative Arm Return, Alternatif Kol Doniisti
ATP Baglayic1 Kaset Proteini

Asetilkolin Esteraz

B -Aktin

Alzheimer Hastalig1

Alkalen Fosfataz

Alanin Aminotransferaz

Aspartat Aminotransferaz

Otojaji ile Iligkili Protein 5

Otofaji ile Iliskili Protein 8

ATPaz Katyon Tagtyan 13A2

BCL2 iligkili X, Apoptoz diizenleyicisi
Kan-Beyin Bariyeri

B-hticre Lenfoma 2 (Bcl2 Apoptoz Duzenleyicisi)
B -Hidroksibutirat

Sigir Serum Albumini

Kalsiyum

1-Klor-2,4-Dinitro-Benzen
Coeruleus/Subcoeruleus Kompleksi
Dopamin

Dopamin Tastyicist

Ubikitin Karboksi Terminal Esteraz L1
Dimetil Sulfoksit

Dnaj Homolog Alt Aile C Uye 6
3,4-Dihidroksifenilasidik Asit

5-5” Ditiyobis 1-2 nitrobenzoik Asit
Empagliflozin

ForkHead Kutusu

y-Aminobiitirik Asit Reseptorii ile Iliskili Protein
B -Glikoserebrosidaz

Glukoz Transporter Tip

Glukoz Transporter Tip 1

Glutatyon

Glutatyon S-Transferaz

Genom Caginda lliskilendirme Calismalari
Su

Hidrojen Peroksit

Sulfarik Asit

Hidroklorik Asit
3-Hidroksi-3-metilglutaril-Koenzim A
3-Hidroksi-3-metilglutaril-Koenzim A Sentaz 1
Hemoksijenaz 1



HSP70
IFN- vy
IHC
IL-1B
IL6
K2HPO4
KH2PO4
L-DOPA
LAMP1
LAMP2A
LBP
LC
LC-MS/MS
LCP1
LPS
LRRK2
MAP1LC3C
MCT
MCT2
MDA
MPDP*
MPP*
MPTP
mTOR
Na-EDTA
NazHPOg4
Na:HPO4.2H20
NADH
NaOH
NEDD
NF-xB
NO
Nrf2
02
02"
OH"
OLA1
ONOO
PBS
PFA
PH
PI3K
PINK1
PPARy

Is1 Sok Proteini 70

Interferon vy

Immiinohistokimya

Interldkin 1B

Interlokin 6

Dipotasyum Hidrojen Fosfat
Monopotasyum Fosfat

Levodopa

Lizozomal Iliskili Membran Proteini 1
Lizozomla Iliskili Zar Proteini Tip 2A
Lipopolisakkarit Baglayic1 Protein
Lewy Cisimcigi

Sivi Kromatografi-Tandem Spektrometrisi
Lenfosit Sitozol Protein 1
Lipopolisakkarit

Losince Zengin Tekrarlayan Kinaz 2
Mikrotiibiil {liskili Protein 1 Hafif Zincir 3 y
Monokarboksilat Tas1yicisi
Monokarboksilat Tasiyicis 2
Malondialdehit
1-Metil-4-Fenil-2,3-Dihidroptridinyum
1-Metil-4-Fenilpiridinyum

1-Metil-4 fenil-1,2,3,4-tetrahidropridin
Rapamisin Protein Kompleksinin Memeli Hedefi
Sodyum Etilendiamin Tetrasedik Asit
Disodyum Hidrojen Fosfat

Disodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat
Nikotinamid Adenin Diniikleotid
Sodyum Hidroksit
N-(1-Naftil)-etilendiamin Dihidroklorr

Niikleer Faktor kB

Nitrik Oksit

Niikleer Faktor Eritroid-2 ile iliskili Faktor 2
Oksijen

Slperoksit Radikali

Hidroksil Radikali

Obg Benzeri ATPase 1

Peroksinitrit

Fosfat Tamponu

Paraformaldehit

Parkinson Hastalig1
Fosfatidilinositol-3-Kinaz

PTEN Kaynakli Kinaz 1

Peroksizom Proliferatori Aktive Edilmis Reseptor y



PRKN
ROS
ROT

RT
SA

SAP

SAR
SCOT
SGLT
SGLT1
SGLT2
SGLT2i
SIRT1
slcl6alb
slcba2
SN
SNCA
SNCB
SNCG
snch
sncgl
sncg2
SOD
SSS
SULF
T-PBS
T2DM
TBA
TCA
TH
TLR4
TMEM175
TNAP
TNF- a
UCHL1, PARK5
ULK
UPS
UVRAG
VCl3
VPS35, PARK17
ZnS04

Parkin RNR E3 Ubikitin Protein Liyaz
Reaktif Oksijen Treleri

Rotenon

Oda Sicaklig1

Sialik Asit

Spontaneous Alteration Performance, Spontan Degisim
Performansi

Same Arm Return, Ayni Kol Doniisii
Siksinil-Koenzim A:3-Ketoasit Koenzim A Transferaz
Sodyum/Glukoz Kotrasporter
Sodyum/Glukoz Kotrasporter 1
Sodyum/Glukoz Kotrasporter 2
Sodyum/Glukoz Kotrasporter 2 Inhibitérii
Sirtuin 1

Coziinmiis (Solute) Tasiyic1 Aile 16a 1b (Danio Rerio)
Coziinmiis (Solute) Tastyic1 Aile 5 Uyesi 2 (SGLT2 geni)
Substantia Nigra

a-Sintklein

B -Sinuklein

v -Sinlklein

B -Sindklein

y1 -Sintklein

v2-Sintklein

Superoksit Dismutaz

Santral Sinir Sistemi

Silfanilamid

Tween igeren PBS

Tip 2 Diyabet

Tiyobarbatirik Asit

Trikloroasetik Asit

Tirozin Hidroksilaz

Toll Benzeri Reseptor 4

Transmembran Protein 175

Dokuya Ozgii Olmayan ALP

Tiimor Nokroz Faktori o

Ubikitin Karboksi Terminal Esteraz L1
UN51 Benzeri Ser/Thr Kinaz
Ubikuitin-Proteazom Sistemi

UV radyasyon direnci ile iliskili gen
Vanadyum Klorir

Bosluklu Protein Siralama Ortologu 35
Cinko Sulfat



SEKIL LiSTESI

Sayfa Numarasi
Sekil 1: PH’da motor ve motor olmayan belirtiler.............ccoviiiiiniiii e 8
Sekil 2: PH'da klinik belirtilerin ortaya ¢ikma zaman ¢izelesi .........covvviveiiiiiciiciiniiicnn, 9
Sekil 3: ZEBTEC Mini AKVAryum SISEEMI .......ccvciuiiieiieieeic e 32
Sekil 4: Sirastyla buz ile anestezi, LPS enjeksiyonu i¢in tartim ve LPS enjeksiyonu.............. 37
Sekil 5: Zebra baliklarindan insiilin ignesi yardimiyla kan alimi ..........cocooiiiiiiiiiciicen, 38
Sekil 6: Sirastyla Y-maze ve lokomotor aktivite diizenekleri ve video ¢eKimi .............cc........ 39
Sekil 7: Kinovea programinda zebra baliginin 5 dk. boyunca izlenmesi.............cccccovvrvrrnnene. 39

Sekil 8: Toxtrack programinda zebra baliklarinin lokomotor aktivite analizinin yapilmasi ...40

Sekil 9: Y-Maze testinin Microsoft Excel analiz dosyast goriintileri ........ccoovevveiiieiinnnnnne 40
Sekil 10: Beyin dokularinin dondurulmasi ve kesit alinmast islemi.........cocccevvieeiiiieniiennnen. 55
Sekil 11: Gruplarin viicut agirliklarinin deney boyunca degisimi .........c.ceeverveniiniiiecniennennn 58
Sekil 12: Gruplarin 4.hafta viicut agirliklarinin karsilastirilmast ... 59
Sekil 13: Gruplarin SAP, SAR ve AAR oranlarinin karsilagtirtlmasi ..........cccocceeiiieeiiiieennnnn. 60
Sekil 14: Kontrol grubu zebra baliklarinin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda

0 [02S] (=T 1 1 PSPPSR 61
Sekil 15: ROT grubu zebra baliklarinin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda
(010153 (=1 10 L RSP STPPUPPRRPOS 61
Sekil 16: LPS grubu zebra baliklarinin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda
010151 U1 0 1 USSR 61
Sekil 17: ROT+LPS grubu zebra baliklarinin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda

0 [0 25] (=T 1 PSPPSR 62
Sekil 18: EMP grubu zebra baliklarinin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda

0 [0 15 LT 0 0 PRSPPSO 62
Sekil 19: EMP+ROT grubu zebra baliklarinin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda
010151 U1 0 1 USSR 62
Sekil 20: LPS+EMP grubu zebra baliklarinin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda

0 [02S] LT ] PSRRI 63
Sekil 21: ROT+LPS+EMP grubu zebra baliklarinin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi
fOrmatinda GOSTETIML .....eiueeiiiiiie et 63
Sekil 22: Gruplarin lokomotor aktivite degerlerinin karsilagtirilmast ........ccoccvevviiiieninnnnene 64
Sekil 23: Gruplarin 4. Hafta sonunda aclik kan glukoz diizeylerinin karsilastirilmast............ 64

Sekil 24: Gruplarin beyin, bagirsak ve hepatopankreas nitrik oksit diizeylerinin
KaArSIIASHITIIMAST. ... .viiee i e e e e e e e e e e e et b e e e e et a e e e e e ab e e e e e arreeaeaa 66



Sekil 25: Gruplarin beyin, bagirsak ve hepatopankreas lipit peroksidasyon diizeylerinin
KATGIIASTITIIIMAS . 1.ttt ettt e e e bt e et e e be e e nbe e naeeenes 66

Sekil 26: Gruplarin beyin, bagirsak ve hepatopankreas glutatyon diizeylerinin
KArSTLASTITTIMAST. ©.eiiviiieiiii et r e nnre e 67

Sekil 27: Gruplarin beyin, bagirsak ve hepatopankreas siiperoksit dismutaz aktivitelerinin
KaArSIIASHITIIMASL. .....vviee e e e e e e e e e st e e e e a b e e e e e ar e e e e e ara e e e e nrreeaeaa 67

Sekil 28: Gruplarin beyin, bagirsak ve hepatopankreas glutatyon s-transferaz aktivitelerinin
KATGIASEITIIMAS . 1.ttt b e et e et e be e e e et e e e nne e naeeenes 68

Sekil 29: Gruplarin beyin, bagirsak ve hepatopankreas sialik asit diizeylerinin
KarS1laStIrIIMASL. ....vvveeiiiiiec e e e e e s e e e e e r e e e nrraeeeaas 68

Sekil 30: Gruplarin beyin, bagirsak ve hepatopankreas alkalen fosfataz aktivitelerinin
KaArSIIASHIIIIMASL. .....uvvee e e e e e e e st e e e e e r e e e e ara e e e e e ara e e e e nrreeeeaa 69

Sekil 31: Gruplarin beyin, bagirsak ve hepatopankreas asetilkkolin esteraz aktivitelerinin

KATGTIASEITTIIMAST. 1.ttt st b e b e et e e s hb e e be et e e be e e nbe e saeeenes 69
Sekil 32: Gruplarin beyin ve karaciger toplam keton cisimleri miktarlarinin karsilagtirilmasi
.................................................................................................................................................. 70
Sekil 33: Gruplarin DOPAC/Dopamin oranlarinin karsilagtirilmast. .........cccocoeeviiiiennnnnne 71
Sekil 34: Mikrodizi verilerinin temel bilesen analizi. Verilerin dort ana bileseni
gosterilmektedir. En alttaki sayilar kiimiilatif katki oranini gosterir. .......cccoovvveeiiiieiiiieiiiieenne 71

Sekil 35: ROT+LPS+EMP, ROT+LPS, LPS gruplarinin K grubuna kars1 olusturduklar: gen
ekspresyon degimlerinin Venn semast ile gOStErIMI. ......cvvveiieiiieieiiiieiie e 91

Sekil 36: ROT+LPS+EMP grubunun ROT+LPS grubuna karsi1 (kath degisim >10) Gen
Ontoloji analizi Ve P dEGETIETT ......oiviiiiiiiiiieiiiiee e 92

Sekil 37: ROT+LPS+EMP grubunun LPS grubuna kars1 (katl1 degisim >10) Gen Ontoloji
ANALIZI VO P AEGETIET ... 92

Sekil 38: ROT+LPS+EMP grubunun K grubuna kars1 (katl degisim >10) Gen Ontoloji
ANALIZI VO P AEGETIET ... e 93

Sekil 39: ROT+LPS grubunun LPS grubuna kars1 (kath degisim >10) Gen Ontoloji analizi ve
O (L 4 (<) TSP PP URRPR 93

Sekil 40: ROT+LPS grubunun K grubuna kars1 (katl1 degisim >10) Gen Ontoloji analizi ve p
4 [51 o453 0 (<) T TP P PR PPRPOPPP 94

Sekil 41: Gruplarmn beyin dokusu tnfa ve ve 116 mMRNA ekspresyon diizeylerinin
KATSIIASEITIIIMAST. ...ttt sttt et e et e s bt e be e et e e sbe e e be e nnneenes 9

Sekil 42: Gruplarin beyin dokusu mTOR, sirtl ve atg5 mRNA ekspresyon diizeylerinin
KATGIIASEITIIMASI. 1.ttt st b e b e et e e s bb e e bt e e sbeenbe e e nbeenaeeenes 95

Sekil 43: Gruplarin beyin dokusu pink1, Irrk2, park7 ve park2 mRNA ekspresyon
diizeylerinin Kars1lagtirilmast. ........eeeiieeeiiii e 96



Sekil 44: Gruplarin karaciger dokusu slc16alb, hmgcs1 ve slc5a2 mRNA ekspresyon
diizeylerinin Kargilagtirtlmast. ........uiiuiiiiiiie e 96

Sekil 45: Gruplarin karaciger dokusu pparag ve pparab mRNA ekspresyon diizeylerinin

KATSTLASTITTIMAST. 1.t nrr e 97
Sekil 46: TH belirtecine ait immunohistokimyasal analiz. ............c.ccoooiiiieniiiee 98
Sekil 47: Lcpl belirtecine ait immiinohistokimyasal analiz. ...........c.cccooveveiiieie e 99

Vi



TABLO LISTESI

Sayfa Numarasi

Tablo 1: PH'da etkili oldugu diisiiniilen bazi 6nemli genler ve zebra baligi ortologlari ......... 13
Tablo 2: Deneylerde Kullanilan Cihazlar ............ccoooeiiiiiiiiieiiiiieneeee e 33
Tablo 3: Kullanilan Kimyasallarin lStES........ccviveivieriiiieiieere e s esis et esie e 34
Tablo 4: Kullanilan KItleT........cccuiiiiiiiiiiieeiic ettt sra e e erne s 36
Tablo 5: Kullanilan ANtIKOTIAT ........cciiiiiieiieiie et 37
Tablo 6: Toplam protein tayini YONEMI .......c.ccviiiiiieie e 42
Tablo 7: Lipit peroksidasyon tayin YONTEMI .........cuoviiiiiiiniiene e 43
Tablo 8: Nitrik OKSIt tayin YONTEMI .....cc.ooiiiieieiie et 44
Tablo 9: Superoksit dismutaz aktivitesi tayin YONteMi.........ccceevvieeiieieieese e 46
Tablo 10: Glutatyon S-transferaz aktivitesi tayin YONTEMi.........ccccvvvvvirieienenesesesceeeeee, 47
Tablo 11: Sialik ASIt tayin YONTEMI ......c.eiiiiiieieiie e 48
Tablo 12: Glutatyon tayin YONTEMI.......ccocviiieiecieie e 49
Tablo 13: Asetilkolin esteraz tayin YONTEMI ........ccuviiieiierieie e 50
Tablo 14: Alkalen fosfataz aktivitesi tayin YONtEMI .........ccccoieriiiiiiiiie e 51
Tablo 15: ROT+LPS+EMP grubunda ROT+LPS grubuna gore azalan genler....................... 72
Tablo 16: ROT+LPS+EMP grubunda ROT+LPS grubuna gore belirgin genler .................... 73
Tablo 17: ROT+LPS+EMP grubunda K grubuna gore azalan genler............c.ccoccoovniivinenn. 75
Tablo 18: ROT+LPS+EMP grubunda K grubuna gore artan genler ...........cccocevveveciieseennenn, 77
Tablo 19: LPS grubunda K grubuna gore azalan genler...........c.ccoooiiiinnenciinenceecee, 78
Tablo 20: LPS grubunda K grubuna gore artan genler...........ccoeoeiiiiiiieneneneecee e 79
Tablo 21: ROT+LPS grubunda K grubuna gore azalan genler ............ccccoveveieiieve i, 83
Tablo 22: ROT+LPS grubunda K grubuna gore artan genler............cccccvvvevenieneeveeieeseennn, 84
Tablo 23: ROT+LPS grubunda LPS grubuna gore azalan genler ............ccocoovieicieiiennnn, 87
Tablo 24: ROT+LPS grubunda LPS grubuna gore artan genler ..........cccooevveveiecve e s, 89

vii



1. OZET

Tezin Bashgi: Norotoksinler ile Olusturulan Parkinson Hastaligi Modelinde Sodyum-Glukoz
Ko-Transporter 2 Inhibisyonunun Etkilerinin Arastirilmast

Ogrencinin Adi Soyadi: ismail Unal

Damsmanin Adi Soyadi: Prof.Dr. Ebru Isik Alturfan

Programin Adi: Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Doktora Programi

Amagc: Calismamizdaki amacimiz, zebra baliklarinda olusturulan Parkinson hastaligi (PH)
modelinde sodyum-glukoz kotransporter 2 inhibitéri olan empagliflozinin olas1 ketojenik,
otofajik ve noroprotektif etkilerinin incelenmesidir.

Gere¢ ve YoOntem: Zebra baliklar1 Kontrol, Rotenon (ROT), Lipopolisakkarit (LPS),
Empagliflozin (EMP), ROT+LPS, ROT+EMP, LPS+EMP, ROT+LPS+EMP olmak (zere
sekiz gruba ayrilmistir. Gruplarin her hafta agirliklar: tartilmis, kaydedilmis ve maruziyet suresi
bitiminde davranig analizleri yapilmistir. Ardindan gruplarin kan glukoz diizeyleri dl¢tilmiis,
beyin ve hepatopankreas dokular1 alinmistir. Dokularda biyokimyasal parametreler
spektrofotometrik yontem ile, norotransmitter Olcimu LC-MS/MS yontemi ile, keton
cisimlerinin diizeyleri kolorimetrik yontem ile belirlenmistir. PH ile iliskili gen ifadeleri RT-
PCR yonetimi ile, uygulanan maruziyetlerin gen ekspresyonlar: tizerindeki etkileri mikroarray
yontemi ile belirlenmistir. Tirozin hidroksilaz (th) ve lenfosit sitozolik protein 1 (lcpl)
ifadelerinin degisimi immunohistokimyasal yontem ile belirlenmistir.

Bulgular: Calismamizda EMP, dort hafta sonunda viicut agirliklarinda azalmaya sebep
olmustur. Y-maze analizinde spontan degisim performanst ROT ve LPS verilen gruplarda
azalirken, EMP uygulamas1 ile ROT ve ROT+LPS gruplarinda artis gézlenmistir. EMP
uygulamasi oksidatif stresin azalmasina yardimci olmustur. Beyin ve hepatopankareasta
yapilan keton cisimleri analizinde EMP verilen grupta artis gozlenmistir. EMP etkisi ile
DOPAC/DA oran1 artmustir. Mikroarray analizinde, EMP’nin otofajik yolaklarda etkili oldugu
goriilmistiir. RT-PCR ¢alismasinda EMP’nin beyin dokusunda noroinflamasyonu azaltic
etkiye sahip oldugu, sirtl genin ekspresyonunu arttirdign ve pinkl ve Irrk2 genlerinin
ekspresyonunu azalttigi goriilmiistiir. Hepatopankreas dokusunda ise hmgcsl geninin
ekspresyonu azalmistir. Immiinohistolojik incelemede EMP’nin th ifadesini arttirirken Icpl
ifadesinin azalmasini saglayarak néroinflamasyonu azalttig1 bulunmustur.

Sonug: Calismamizin sonuglarina gore zebra baliklarinda ROT ve LPS ile olusturulan PH
modelinde EMP’nin olumlu etkileri oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelime: Parkinson hastaligi, Empagliflozin, Rotenon, LPS, Noéroinflamasyon,
Otofaji, Antioksidan



2. SUMMARY

Title of Thesis: Investigation of the Effects of Sodium-Glucose Co-Transporter 2 Inhibition in
a Neurotoxin-Induced Parkinson’s Disease Model

Student Name, Surname: Ismail Unal

Supervisor Name: Prof. Dr. Ebru Alturfan

Program Name: Department of Biochemistry, Faculty of Pharmacy, PhD Program
Objective: The aim of our study is to we explore the possible ketogenic, autophagic and
neuroprotective effects of empagliflozin, a sodium-glucose cotransporter 2 inhibitor, in a
zebrafish Parkinson's disease (PD) model.

Materials and Methods: Zebrafish were divided into eight groups as Control, Rotenone
(ROT), Lipopolysaccharide (LPS), Empagliflozin (EMP), ROT+LPS, ROT+EMP, LPS+EMP,
ROT+LPS+EMP. Every week, the weights of the groups were measured and recorded. The
behavioral assessments were completed after the exposure period. Then, the blood glucose
levels of the groups were measured, and the brain and hepatopancreas tissues were taken.
Afterwards, biochemical parameters were determined by spectrophotometric method,
neurotransmitter measurement was determined by LC-MS/MS method, and ketone body levels
were determined by colorimetric method. PD-related gene expressions were determined by RT-
PCR, and the effects of applied exposures on gene expressions were determined by microarray
method. Immunohistochemical analysis was used to detect the alterations in tyrosine
hydroxylase (th) and lymphocyte cytosolic protein 1 (Icpl) expression.

Results: EMP caused a decrease in body weights at the end of four weeks. In the Y-maze
analysis, while the spontaneous change performance decreased in the ROT and LPS groups,
the exposure of EMP caused an increase and decreased oxidative stress in these groups. EMP
group had higher levels of ketone bodies in the brain and hepatopancreas. The DOPAC/DA
ratio increased with the effect of EMP. Microarray analysis showed that EMP acted on
autophagic pathways. In the RT-PCR study, it was shown that EMP reduces neuroinflammation
in brain tissue, enhances sirtl gene expression, and decreases pinkl and Irrk2 gene
expression. In hepatopancreatic tissue, the hmgcsl gene's expression was downregulated. In the
immunohistological examination, the expression of th increased in the groups given EMP and
decreased neuroinflammation was found through reduced Icpl expression.

Conclusion: According to the results of our study, it has been observed that EMP has positive
effects in the PH model generated with ROT and LPS in zebrafish.

Keywords:  Parkinson's disease, Empagliflozin, Rotenone, Lipopolysaccharide,

Neuroinflammation, Autophagy, Antioxidant



3. GIRIS ve AMAC

Parkinson hastalig1 (PH) yaygin bir norolojik hastaliktir. Kirk yas altindaki insanlarda nadiren
goriillir ancak goriilme siklig1 yasla beraber artar. Seksen yas {stii insanlarin %3 nii etkiledigi
diistiniilmektedir. PH, motor ve motor olmayan semptomlarla kendini gosteren ilerleyici,

dejeneratif bir hastaliktir (Hayes, 2019).

PH’nin klinik tanisi, aslinda yavas ilerleyen asimetrik dinlenme tremoru, rijidite ve bradikinezi
gibi motor 6zelliklere dayanir, fakat koku alma bozuklugu, kabizlik, depresyon ve REM uyku
davranis bozuklugu gibi motor olmayan bozukluklar motor olan bozukluklara gore yillar 6nce
geligebilir. Hastaligin ileri asamalarinda otonomik fonksiyon bozuklugu, agri1 ve kognitif
gerileme gibi ek motor olmayan bozukluklar ortaya ¢ikabilir (Simon ve ark., 2020). PH olan
kisi 20 yasin altinda ise, hastalifin nedeni genellikle genetiktir. Su anda PH, Alzheimer
hastaligindan sonra ikinci en yaygin norodejeneratif hastaliktir. Cevresel ve kalitsal faktorler
PH’de 6nemli etkenlerdir (Pang ve ark., 2022). PH’nin patojenezi net olarak bilinmemesine
ragmen cesitli patolojik dzellikleri bilinmektedir. One ¢ikan patolojik degisimler substantia
nigra (SN) bolgesindeki dopamin iireten noronlarin dejeneratif Oliimii, striatumdaki
dopaminerjik noronlarda azalma ve anormal proteinler ihtiva eden Lewy cisimlerinin (LC)
olusumudur. Dahasi diger patolojik bulgular arasinda mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif
stres, anormal protein birikimi ve inflamatuar yanitlar bulunur (Pang ve ark., 2022). Anormal
protein birikiminin yani sira, otofajik ve lizozom disfonksiyonlar1 gibi hatali olanlarin bozunma
yollari, patoloji ve genetik tarafindan kanitlandig1 gibi, PH patojenezine katkida bulunabilecek

erken hastalik 6zellikleri bilinmektedir (Hou ve ark., 2020).

Zebra baliginin ilag arastirmada kullanimi yirmi birinci yiizyilin baslarinda artmistir. Kiigiik
boyutu ve hizli iiremesi nedeniyle zebra baligi biiyiik 6l¢ekli in vivo deneyler i¢in uygundur.
Ilag uygulamasi sulu ortam yoluyla kolaylastirilir ve etkinlik, biyoyararlanim ve toksisite
kolayca belirlenebilir. Cok daha 6nemlisi, zebra balig1, insanlarla anatomik benzerliginin ¢ok
daha diisiik oldugu Drosophila melanaogaster veya Caenorhabditis elegans gibi yaygin olarak
kullanilan diger model organizmalarin aksine bir omurgalidir. Optik seffaflik, hiicresel ve
fizyolojik stireclerin in vivo ve ger¢ek zamanli olarak dogrudan gézlemlenmesini sagladigi i¢in
bu zebra baligmin baska bir avantajidir. Bu ve diger ozellikler, zebra baligin1 gelisimsel
biyolojide arastirma yapmak ic¢in ana model haline getirmistir. Ayrica, bir hastalik modeli
olarak da yaygin olarak kullanilmaktadir ve son zamanlarda ilaglarin taramasi i¢in 6nemli bir
ara¢ haline gelmistir. Zebra baligi insanlarla genomik ve fizyolojik homolojiye sahiptir.

Bununla beraber, zebra balig1 genomu sekanslanmis ve veritabani kullanimdadir. Zebra baligi



genomu insan genlerinin %71’i ile ortologlar1 icerir ve kodlanmig proteinlerin bir¢ogunun
fonksiyonel 6zelliklerini yiiksek derecede muhafaza ettigi goriilmistiir. Sinir sistemi de dahil
olmak ftizere organlarin ¢ogunda fizyolojik ve anatomik homoloji de kanitlanmistir (Vaz ve

ark., 2018).

Dopaminerjik sistem, zebra baliklarinda hem embriyonik hem de yetiskinlik doneminde iyi
karakterize edilmistir. Zebra balig1 beyinlerinin ventral diensefalonunda tirozin hidroksilaz
(TH) iceren ndronlarin, memeli orta beynindeki substantia nigra ve ventral tegmental néronlara
homolog oldugu diisiiniilmektedir. Zebra baliklarinda PH ile ilgili protein homologlari
(PARKIN, DJ-1, PINK1, LRRK2 vd.) tanimlanmistir. Siganlarda PH'yi indiikklemek igin
kullanilan nérotoksinler, zebra balig1 tizerinde kullanilmaktadir ve olumlu sonuglar almistir. En
¢ok kullanilan nérotoksinler rotenon, MPTP, 6-OHDA ve parakuattir (Unal ve Emekli-
Alturfan, 2019). PH’nin en yaygin iki inflamatuar modeli olarak sirasiyla toll-like reseptorler 3

ve 4’1 aktive eden poliinosinik polisitidilik asit ve lipopolisakkarit (LPS) kullanilmaktadir.

Empagliflozin (EMP), oral hipoglisemik ajanlarin yeni simifinin bir pargasidir ve
Sodyum/glukoz kotransporter 2 inhibitoriidiir (SGLT2i). EMP ile hipoglisemi riski ¢ok azdir
clinkili etki mekanizmas1 beta hiicre fonksiyonundan ve insiilin yolundan bagimsizdir. EMP,
normal bobrek fonksiyonu olan hastalarda Tip 2 diyabet tedavisi olarak onaylanmis, oldukga
giicli, segici, rekabetgi bir SGLT2i’dir (Ndefo ve ark., 2015). SGLT, ince bagirsagin bagirsak
mukozasinda (enterositler) SGLT1 seklinde ve nefronun proksimal tiibilinde SGLT2 seklinde
bulunan bir glukoz tasiyici ailesidir. Glukozun renal geri emilimine katkida bulunurlar (Y okono
ve ark., 2014). SGLT2, renal glukoz geri emiliminin yaklasik %90’ mdan sorumludur. %10’luk
kesiminden ise SGLT1 sorumludur (Brown ve ark., 2019). SGLT2 inhibisyonunun pro-
ketojenik etki ve kalori kisitlama taklidi yaptig1 insan ve hayvan ¢aligmasinda gosterilmistir
(Ferrannini ve ark., 2016). Yiiksek yagl bir diyet uygulanan farelerle yapilan bir ¢aligsmada,
SGLT?2 tedavisinin beyin {izerindeki olumlu etkisi de bildirilmistir (Hierro-Bujalance ve ark.,
2020).

Son yillardaki PH ¢alismalarinda nérodejenerasyonun molekiiler mekanizmasina dair blyuik
ilerlemeler kaydedilmis olmasina ragmen halen PH i¢in noéroprotektif bir tedavi kesin olarak

basarilamamistir (Simon ve ark., 2020).

Calisgmamizin hipotezi deneysel PH modelinde SGLT2 inhibitéri EMP’nin ketojenik diyeti
taklit edebilecek bir mekanizma ile dopaminerjik néronlar1 koruyabilecegidir. Bu amagla

calismamizda literatiirde ilk defa rotenon ve LPS ile olusturulan Parkinson modelinde bir



SGLT2 inhibitérii olan EMP’in ketojenik ve otofajik yolaklar iizerinden olasi néroprotektif

etkileri zebra baliklarinda incelenecektir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Parkinson Hastahig

PH, James Parkinson tarafindan 1817 tarihli “Essay on the Shaking Palsy” adli yayminda
tanimlanan karmasik ilerleyici bir ndrodejeneratif hastaliktir. 200 y1l1 askin bir siiredir PH i¢in
noroprotektif tedavi kesin olarak henliz basarilamamistir. Bununla birlikte, PH’de
norodejenerasyonun molekiiler temelinin anlasilmasinda son yillarda O6nemli ilerlemeler

kaydedilmistir (Simon ve ark., 2020).

PH, genellikle yasl popiilasyonda ortaya ¢ikan ilerleyici bir ndrodejeneratif hastaliktir (Simon
ve ark., 2020). PH insidans1 yilda 5/100000 ile 35/100000 yeni vaka arasinda degismektedir.
Insidans 60 ile 90 yas arasinda 5-10 kat artar. Oliim, PH teshisi konulduktan sonraki ilk 10 yilda
artiy goOstermez iken daha sonrasinda artig gosterir. Kiiresel niifus yaslandikca, PH
prevalansinin dramatik bir sekilde artmasi ve Onlimiizdeki yirmi yilda ikiye katlanmasi
beklenmektedir (Simon ve ark., 2020). Buna gore 80 yas iistii niifusun %3'"liniin etkilenebilecegi
tahmin edilmektedir (Hayes, 2019).

Cogu PH vakas1 muhtemelen cevresel ve genetik faktorlerin birlesik etkilerinden kaynaklanan
cok faktorlii bir etiyolojiye sahiptir. Toksik kimyasallara maruz kalma ve kafa travmasi gibi
durumlar PH riskini arttirabiliyorken yasam tarzi ile bu risk azaltilabilir. Belirli genlerdeki
tanimlanabilir mutasyonlar vakalarin yaklasik % 5-10’unda PH’ye sebep olsa da, bu
mutasyonlar ¢ogu PH’de yoktur (Simon ve ark., 2020). Sigara ve kahve icmek koruyucu

gorunmektedir (Hayes, 2019).

PH’nin klinik tanisi, Oncelikle yavas ilerleyen asimetrik dinlenme halindeki tremor, disli
carkinin hareketine benzer katilik ve bradikinezi gibi motor 6zelliklere dayanir, ancak kabizlik,
depresyon, hiposmi, yorgunluk, bunama ve REM uyku davranis bozuklugu gibi motor olmayan
ozellikler motor ozelliklerden yillar dnce ortaya ¢ikabilir. Hastaligin sonraki asamalarinda,
otonomik disfonksiyon, agr1 ve bilissel gerileme gibi ek motor olmayan o6zellikler ortaya
cikabilir (Robea ve ark., 2020, Simon ve ark., 2020). Disme genellikle hastaligin ilerleyen
donemlerinde ortaya ¢ikar (Hayes, 2019). Anosmi (koku alma duyusunun kaybi) PH’de
hastalarin %90 kadarinda goriiliir ve semptomlardan yillar 6nce ortaya ¢ikabilir. Disotonomi,
neredeyse tum Parkinson hastalarinda mevcuttur ve kabizligi (ayn1 zamanda ¢ok erken bir
semptom) igerir. Artan siklik ve aciliyet gibi iiriner sikayetler yaygindir. Erken tedavi
edilmemis Parkinson hastalarinda yapilan bir ¢alisma, incelenen hastalarin %84 'tinde depolama

fazinda anormal Uriner fonksiyon gostermistir (Hayes, 2019).



PH’nin néropatolojik ayirt edici 6zellikleri, SN’deki dopaminerjik néronlarin, LC’lerin ve
Lewy ndritleri olarak isimlendirilen intrandronal protein kiimelerinin dejenerasyonudur. SN
dopaminerjik noronlarin %50-70’inin, klinik motor semptomlarin ortaya ¢ikmasina kadarki
zaman diliminde yitirildigi bilinmektedir. Bununla beraber, daha yeni ¢alismalarda SN’deki
noronlarin kaybinin aksine, bazal gangliyonlardaki dopaminerjik terminallerinin kaybinin
Mmotor semptomlarin ortaya ¢ikmasi icin ¢ok 6nemli oldugunu gosterilmektedir. Dahasi, PH
diger beyin bolgelerinde daha yaygin patoloji ile karakterizedir ve bu durum dopaminerjik

olmayan noronlari da icermektedir. (Simon ve ark., 2020).
4.2. Parkinson Hastahiginin Klinik Ozellikleri

PH tanisinda ana sorunlardan biri, her hastanin belirti, siddet ve ilerlemesi kendine 6zgii
olmasidir (Véaradi, 2020). PH’ nin klinik belirtegleri durus ve yiirimedeki degisikliklere ek
olarak bradikinezi, istirahat tremoru ve rijidite ile karakterize bir motor sendromdur. Motor
bozukluklar, giinliik yasam aktivitelerinde bozulmaya ve yasam kalitesininde azalmasina neden
olur. PH bir hareket bozuklugu olarak kabul edilse de, hemen hemen biitiin hastalarda hipozmi
(koku alma bozuklugu), depresyon, kabizlik, iiriner fonksiyon bozuklugu, ortostatik
hipotansiyon, hafiza kaybi, agr1 ve uyku bozukluklar1 gibi ¢esitli motor olmayan semptomlar
da goriiliir. PH nin klasik motor belirtileri nigral dejenerasyon ile iliskili iken, motor olmayan
belirtiler periferal otonom sinir sistemi dahil olmak iizere diger yapilarin ndrodejenerasyonu ile
iliskilidir. Motor olmayan belirtiler erken evrelerde sik goriiliir ve baz1 hastalarda yogun olarak
hissedilmesine ragmen ¢ogunlukla hafif baglar ancak hastalik ilerledik¢e siddeti arttigi
gosterilmistir. Hastalik ilerledikge motor olmayan belirtiler de ilerlediginden hastanin yagsam
kalitesi diismekte ve bakimi zorlasmaktadir. Ozellikle hastaneye yatis, hastalifin ileri
seviyelerinde goriilen bilissel gerileme ve haliisinasyonlar ile artis gostermektedir (Tolosa ve
ark., 2021). Bunun yani1 sira mevcut tedavilerin semptomatik olmasi ve hastalik tanimlandiktan

sonra hastaligin ilerleyisini durdurmak i¢in bir stratejinin bulunmamasi diger bir zorluktur

(Véradi, 2020).
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Sekil 1: PH’da motor ve motor olmayan belirtiler

Koku kaybi1 veya kabizlik motor olmayan belirtiler, motor belirtilerin ortaya ¢ikmasindan yillar
once ortaya ciktigi gosterilmistir (Sekil 2). Bu belirtilerin ortaya ¢iktigi dénem, PH’nin
prodromal fazi olarak adlandirilmistir ve ndrodejeneratif degisikliklerin alt beyin sapi, olfaktori
pulp ve traktlar ve periferik otonom sinir sistemi gibi ekstranigral bolgeleri icerdigi hastalik

asamasina karsilik gelir (Tolosa ve ark., 2021).
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Sekil 2: PH'da klinik belirtilerin ortaya ¢ikma zaman ¢izelgesi

4.2.1. Bradikinezi

PH’nin en karakteristik birincil motor belirtisidir ve yavas hareket, azalan genlik ve SN’deki
azalmis noronal yogunluk nedeniyle problemli motor kontrol ile tanimlanir. Bu belirtiyi
gosteren hastalar yiiriitiicii kaslara yeterli enerjiyi saglayamadiklarindan hizli hareketleri

gergeklestirmekte zorlanirlar (Varadi, 2020).

4.2.2. Tremor

PH’nin en rahat taninan ozelliklerinden biri, esas olarak ekstremitelerde kas kasilmasi ve
gevsemesi olarak gerceklesen ancak dudaklara ve c¢eneye yayilabilen istirahat tremorudur.
Parkinson hastalarinda, yer¢ekimine karsi uzanmig yatay bir pozisyon olan bir postural titreme
de tarif edilmistir. Postural tremor, istirahat tremorundan daha belirgin bulunmustur ve PH’nin
ilk belirtilerinden biri olabilir. Bu iki tremorda dopaminerjik tedaviye yanit verir. Erken yastaki
esansiyel tremorun, PH gelisimde potansiyel bir risk faktorii oldugu bildirilmektedir (Varadi,
2020).

4.2.3. Rijidite

PH’nin ikinci en yaygin goriilen birincil motor belirtisi olmasiyla beraber uzuvlarin, boyun veya

gbvdenin biikiilmemesi olarak tanimlanir. Rijiditede kas sertligi ve gevseme kapasitesinin



olmamasi sebebiyle hareket etme sinirli olmaktadir (Varadi, 2020). Artan kas tonusu, eslik eden
bir titreme ile kesintiye ugradiginda, disli ¢ark sertligi ad1 verilen mandal benzeri bir direng
kalitesi hissedilir (Tolosa ve ark., 2021). Dopaminerjik tedaviye yanit vermektedir (Varadi,
2020).

4.2.4. Postural instabilite

Postural reflekslerin kaybinin ana belirtisidir ve genellikle ge¢ evrede ortaya g¢ikar. PH
hastalarinin diisme ve kalca kiriklar1 olugsmasina sebep olan esas sorumlu belirtidir.

Dopaminerjik tedaviye cevap vermez (Varadi, 2020).

4.2.5. Koku alma bozuklugu

PH ile baglantili koku alma bozuklugu 1975’de Ansari ve Johnson tarafindan tanimlanmustir.
O zamandan bu yana PH i¢in erken bir belirti olarak genis ¢apta kabul gormiistiir. PH
hastalarinin %80°den fazlasi etkilenir ve bu da hastalifin prodromal belirteci oldugunu
diistindiiriir. Olfaktori reseptor noronlari, algillanan kokulari, norodejenerasyona karsi
zayifliklar1 olan uzun miyelinsiz aksonlar araciliiyla sinir sistemine bir elektrik sinyali olarak
iletir. Braak evrelemesine gore, 1. evrede a-sinuklein inkllizyonu ve buna karsilik gelen LC
patolojisi koku pulpunda baglar, bu da koku alma kaybimin sadece PH’nin prodromal belirtisi
olmadigini, ayn1 zamanda motor belirtilerden 6nce olusan nérodejeneratif hasarin ilk belirteci
olabilecegi disiiniilmistiir. Boylece erken safhada belirlenebilirse nérodejenerasyonu inhibe

etmek veya yavaslatmak i¢in potansiyel tedaviler gelistirilebilir (Varadi, 2020).

4.2.6. Kabizhik

PH hastalarinin %60’indan fazlasimi etkileyen daha az siklikta ve/veya daha zor bagirsak
hareketlerinin bir sonucudur. Bir¢cok nedenden kaynaklanabildigi gibi a-sintiklein birikimi ile
de iligkilidir. Uriner disfonksiyon kronik kabizliktan da kaynaklanabilmekle beraber PH’de
genellikle potansiyel bir risk faktoru olarak kabul edilir (Varadi, 2020).

4.3. Parkinson Hastah@in Heiko Braak’a Gore Evreleri

Heiko Braak tarafindan PH’da hastaligin ilerleyis evreleri belirtilmistir. Alti evreden

olusmaktadir.

4.3.1. Birinci evre

Motor vagus liflerinin sonlandig1 bir bolge olan gastrik miyenterik pleksusta anormal o-

sinliklein birikmesine dair kanitlar vardir. Hastaligin erken evresindeki hastalarin kolonunda
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yanlis katlanmis o-siniiklein birikimleri bulunmustur. Motor vagus sinirinde, dorsal
medulladaki cekirdeginde, olfaktori pulpinda ve anterior koku alma gekirdeginde benzer
birikimler mevcuttur. PH’de erken evrede gorilen enterik sinir sistem patolojisi durumunda
premotor fazda belirti olarak kabizlik gozlenir. Hastaligin premotor ve yerlesik fazlarinda koku

alma bozukluguna dair kanitlar vardir (Hawkes ve ark., 2010).

4.3.2. ikinci evre

Burada coeruleus/subcoeruleus kompleksi (CSC), retikiiler olusumun magnoseliiler kisimlart
ve arka raphe cekirdeklerinin tutulumu vardir. Magnoseliiler retikiiler ve arka raphe
cekirdekleri, hafiza ve 6grenmede rollere sahiptir. CSC’nin islevi ¢esitlidir ve gida aliminin
kontrolii, uyaniklik, uyku-uyaniklik dongiisii ruh hali ve duyusal uyaranlara davranissal tepkiler
onemlidir. CSC’deki islev bozuklugu obeziteye neden olabilir. PH’nin klinik fazindaki
depresyon iyi tanimlanmistir. Depresyonun resmi teshisten ortalama 2-10 yil 6nceye dayanan
bir premotor belirti oldugu dogrulanmistir. CSC ve retikiiler ¢ekirdekteki patoloji diizensiz

uyku aligkanliginin temelini olusturabilmektedir. (Hawkes ve ark., 2010).

4.3.3. Uglincii evre

Bu evrede, 1.evrede tanimlandig1 gibi hastaliin tipik 6zellikleri olan bradikinezi, rijidite ve
tremor ortaya ¢ikar. Lewy patolojisi artik SN, pedunkulopontin tegmental ¢ekirdegin kompakt
kismi ve amigdalanin merkezi subniikeusunu igermektedir. Substantia nigra'da en az %50
noronal kayip oldugunda, tipik motor belirtilerin ve PH belirtilerinin basladig: ileri
stiriilmektedir. Meynert ¢ekirdeginin lezyonlari, yaygin kolinerjik kortikal dagilimi géz oniine
alindiginda, diizensiz davranigsal hafiza, bunama veya ilaca bagli haliisinasyonlarla

sonuclanabilir (Hawkes ve ark., 2010).

4.3.4. DOrduncu evre

Lewy patolojisi birden fazla ek bolgede gelisir. Bu evreye kadar patoloji ¢cok yayilmistir ve
Klinik koralasyonlar1 tahmin etmek zordur. Talamik intralaminar ¢ekirdeklerdeki hasar, PH'nin
biligsel, duygusal ve otonomik semptomlarina katkida bulunabilir. Amigdala ve medial
temporal lobdaki hastalik hafiza, duygu ve koku alma bozukluguna katkida bulunabilir
(Hawkes ve ark., 2010).

4.3.5. Besinci evre

Lewy patolojisi 1-4. evrelerde zaten hastalikli olan bolgelerde daha yogun hale gelmistir. Kalp

atis hizini, kan basincini, solunumu ve gastrointestinal motiliteyi diizenleyen alanlar da Lewy

11



patolojisinden etkilenmistir. Bu evrede sik diisme ve denge bozukluklar1 goriiliir. Tat alma

bozuklugu goriilmektedir (Hawkes ve ark., 2010).

4.3.6. Altinci evre

Son patolojik bolumde Lewy patolojisi birinci dereceden duyusal baglanti alanlarinda,
neokorteksin premotor alanlarinda ve birincil motor ve duyusal alanlarda bulunur. Otonomik,
limbik ve somatomotor sistemlerde dnceden var olan hasar artik {ist limbik sistem merkezlerini
bozulmasiyla birlesir. Hastanin néropatoloji ciddilesir ve artik ciddi sekilde demansh ve
hareketsiz olabilir, giiniin ¢ogunu sandalyede ya da yataga bagh sekilde gecirir (Hawkes ve
ark., 2010).

4.4. Parkinson Hastah@ Noropatolojisi

PH’nin noropatolojik bir 6zelligi, LC olarak adlandirilan néronal protein kiimeleridir. LC’leri,
ana bilesen olarak a-siniiklein (SNCA) igeren protein agregatlari ile birlikte vezikiiler membran
yapilarindan ve dismorfik organellerden olusur (Koeglsperger ve ark., 2023). PH, SNCA’nin
anormal birikimi ve ardindan LC olusumuna yol acan hiicre i¢i agregasyon nedeniyle bir
siniikleiopati olarak tanimlanir (Varadi, 2020). Oliim sonras1 ¢alismalar, LC’lerin kademeli
olarak ortaya ¢ikmasmin PH’nin ilerlemesi ile iligkili oldugunu ileri stirmistiir. PH 0ncelikle
koku alma pulpunda ve otonom enterik sinir sisteminde baslar, LC’ler zamanla yayilarak
dopaminerjik noéronlarin Slimiiniin basladigi SN’ye ulasir. Bu sebeple, LC’ler hastaligin
ilerlemesi icin bir belirteg olarak kabul goriirken, noronal kayip, klinik PH belirtilerinin 1yi
tanimlanmis bir noropatolojik bagintisidir (Koeglsperger ve ark., 2023). Mitokondrinin
kodlama bolgesindeki mutasyonlarin, bozulmus o-ketoglutarat dehidrogenaz aktivitesinde,
kompleks 1 kusurlarinda, artan mitokontriyal islev bozuklugunda ve oksidatif streste eksprese
oldugu bulunmustur. Degistirilmis proteoliz, ubikitin-proteazom ve lizozom fonksiyon
bozukluguna bagli olarak nérodejenerasyona sebep olan potansiyel bir molekiiler 6zellik olarak
tanimlanir. Azalmis 1s1 sok proteini 70 ve lizozomla iliskili membran proteini tip 2A
ekspresyonu PH’de bulunur, bu da degismis proteosomal ve lizozomal aktiviteyi

diistindtirmektedir (Varadi, 2020)
4.5. Parkinson Hastah@1 Gelismesinde Rol Alan Genler

PH’nin tam nedeni bilinmemektedir. Ilk ikiz ¢alismalarinda, ¢ift yumurta ikizlere kiyasla tek
yumurta ikizlerde PH agisindan hafif bir degisim gosterdi ve PH’nin sadece edinilen bir durum
oldugu sonucuna gotiirmiistiir. Bununla birlikte, tek bir gen mutasyonuna bagh ailesel bir PH

formunun kesfi ve daha sonra yapilan ikiz ¢alismalarla hem genetik hem de ¢evresel katkilar
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olan karmasik bir hastalik olarak mevcut PH paradigmasina yol agmistir. Ailede PH 6ykiisii
varligi, PH riskini 3-4 kat artisa sebep olur, bu da paylasilan genetik ve gevresel faktorlerin

sporadik PH riskine 6nemli bir etkisi oldugunu gosterir (Day ve Mullin, 2021).

PH vakalarinin yaklasik % 5-10’unda, otozomal dominant (SNCA, 16sine zengin tekrarlayan
kinaz 2 (LRRK2) ve bosluklu protein siralama ortologu 35 (VPS35)) ve resesif (PRKN, PTEN
kaynakl kinaz 1 (PINK1), Daisuke Junko 1 (DJ-1)) formlar dahil olmak (izere monojenik
kalitim formlarmna sahip oldugu goriilmektedir (Gialluisi ve ark., 2021).

Diger yandan, genom ¢apinda iligskilendirme ¢aligmalar1 (GWAS), bireysel olarak PH gelisme
riskine kiigiik de olsa katkida bulunan ¢ok sayida ortak genetik varyant tanimlamistir (Day ve
Mullin, 2021). Bir dizi lokus ve gen, Mendel tarzinda PH fenotipleriyle iliskilendirilmistir ve
orijinal olarak kronolojik kesif sirasim1 temsil eden say1 ile bir “PARK” lokusu olarak
adlandirilmistir. Numaralandirilmis lokuslar yerine gen isimleri kullanilmaktadir ancak bir
onceki terminolojinin farkinda olmak onemlidir. Yiiksek penetrasyona sahip varyantlar ¢cok
nadirken, degisken penetrasyona sahip varyantlar diinya c¢apinda Ozellikle belirli
popiilasyonlarda daha yaygindir (Day ve Mullin, 2021). PH ile ilgili bazt 6nemli genler
hakkindaki bilgiler asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 1: PH'da etkili oldugu diisiiniilen baz1 6nemli genler ve zebra balig1 ortologlar1 (Day ve Mullin,
2021), (https://zfin.org/search?category=Gene+%2F+Transcript&q= Erisim Tarihi: 17 Haziran 2023)

Sembol Genin Ad1 PARK Kodu | Z¢PraBahgt |y iom
Ortologu
SNCA a -sindiklein PARK1/PARK4 Yok oD
PRKN Parkin RBR E_3 ubikitin protein PARK? orkn OR
ligaz

UCHL1 Ubikitin karboksi terminal PARKS uchll oD
esteraz L1

PINK1 Pten kaynakli kinaz 1 PARK®6 pinkl OR

DJ-1 Parkinsonism iliskili degligaz PARKY dj-1 OR

LRRK? Losince zengin tekrarlayan PARKS Irrik2 oD

kinaz 2

ATP13A2| ATPaz katyon tagtyan 13A2 PARK9 atpl3a2 OR

\VPS35 Bosluklu pro‘Eeln siralama PARK17 vps35 oD
ortologu 35

DNAJC6 | Dnaj homolog alt aile C tiye 6 PARK19 dnajc6 OR
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45.1. Alfa sintklein

Kiiciik bir protein olan SNCA 140 amino asitten olusur. SNCA, vezikiil trafigi, vezikiil
hazirlanma ve baglanmasi, vezikiil flizyonu ve norotransmitter salinimi ve aksona taginiminda
gorev alir ancak normal beyinde islevi hala tam olarak aydmlatilmig degildir. SNCA
mutasyonlari, PH nin nadir bir nedeni olmasina ragmen, SNCA nin PH patojenezindeki 6nemli
rolii artik acgikca kabul edilmektedir. Proteinin toksisitesi, asir1 miktarda vahsi tip, patojenik
mutasyonlar ve dopamin tarafindan modifikasyonu ile gosterilmistir. Daha 6nemlisi, SNCA,
PH’nin patolojik belirtileri olan LC’lerin ve Lewy ndritlerinin ana bilesenidir (Jankovic ve Tan,
2020). SNCA beyinde yiiksek oranda eksprese edilir ve agirlikli olarak noronlarin presinaptik
terminallerinde lokalizedir. Agregatlari, 6zellikle toksik olan fibril formu ile merkezi sinir

sistemi i¢ine yayilabilir (Day ve Mullin, 2021).

SNCA genindeki ilk yanlig anlamli mutasyon (ekson 4’te AS3T), 1997°de PH’nin otozomal
dominant kalitimin1 gdsteren bir Italyan ailede tamimlandi. Farkli PH klinik ¢alismalarmda
SNCA geninde A30P, E46K, G51D, H50Q ve AS53E gibi yanlis anlamli mutasyonlar bildirildi.
Bu tiir mutasyonlar, erken baslangi¢h PH ile iliskili olup tipik motor semptomlar gozlenirken
Levodopa (L-DOPA) tedavisine iyi yanit gozlenmistir (Paccosi ve Proietti-De-Santis, 2023).

SNCA’nin iki paralogu daha vardir. Bunlar B-sintiklein (SNCB) ve y-siniiklein (SNCG)’dir.
Zebra baliklar1 SNCA geninin ekspresyonundan yoksundur. Ancak zebra baliklarinda diger
siniikleinlerin gen ekspresyonlar1 bulunmaktadir. Bunlar B-sinlklein, y1-siniiklein (sncgl) ve
y2-sintklein (sncg2)’dir. Son yapilan ¢aligmalarda sncgl geninin insanda bulunan SNCA ile

benzer fonksiyonlara sahip oldugu bildirilmistir (Razali ve ark., 2021).

4.5.2. Parkin RBR E3 ubikitin protein ligaz

PRKN, mitokondriyal yapinin ve DNA biitiinliigiiniin korunmasinda rol alir (Day ve Mullin,
2021). Parkin (PRKN), SNCA ve diger substatratlarin yikiminda gorev alan bir E3 tipi ubikitin
ligazdir. PRKN’deki mutasyonlar, E3 aktivitesini bozarak, SNCA ’nin birikmesine ve SN’deki
noronlarin segici 0liimiine yol agar. PRKN genindeki iki allelinden sadece birindeki mutasyon
sonucu olusan fonksiyon kaybinin PH yatkinligin1 arttirmak i¢in yeterli olugu ve ayrica
otozomal dominant kalitimina yol acgabilecegi gozlenmistir. Gozlemlenen mutasyonlar,
PRKN’nin 12 eksonun her birinde bulunmustur ve nokta mutasyonlari, delesyonlar ve
dublikasyonlar1 igermektedir (Paccosi ve Proietti-De-Santis, 2023). PRKN, en yaygin otozomal
resesif PH ile iliskili gendir. PRKN i¢in bilesik heterozigotlar, erken baslangigli Parkinson
hastalariin yaklasik %50’sini olusturur (Jankovic ve Tan, 2020). PRKN mutasyonlar1 olan
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hastalar, tipik PH motor semptomlar1 gosterir ve L-DOPA’ya siirekli bir yanit verir. Hastalik

genellikle yavas ilerler (Paccosi ve Proietti-De-Santis, 2023).

4.5.3. PTEN kaynakh kinaz 1

PRKN’den sonra otozomal resesif PH i¢in goriilen en sik ikinci gen PTEN kaynakli kinaz 1
(PINK 1)’dir. PINK1 2004 yilinda Italya Sicilya’daki ailelerin genetik analizlerinde kesfedilen
bir PH genidir. Sonraki ¢aligmalar PH ile iliskili birgok varyantini ortaya ¢ikarmistir. PINK1
ve PRKN is birligi yaptig1 ve mitokondriyal kalite kontroliinde goérev aldigi bilinmektedir
(Funayama ve ark., 2023). Gen boyunca nokta mutasyonlari, ¢ergeve kaymasi mutasyonlari ve
kesik mutasyonlar rapor edilmis ve bunlarin reaktif oksijen tiirlerine (ROS) ve diger stres
tiirlerine kars1 duyarliligi artirabilecekleri ve boylece PH’ye yol agabilecekleri varsayilmaktadir

(Paccosi ve Proietti-De-Santis, 2023).

PINK1 anti-inflamatuar bir role sahip olabilecek mitokondri ile iliskili bir kinazdir. PRKN,
PINK1 ve DJ1 ubikitin-proteazom sistemi iginde etkilesime girdigini ve mitokondriyal yapinin
korunmasinda rol aldigi gosterilmistir (Day ve Mullin, 2021). PINK1, segici otofajik yoluyla
islevsiz veya gereksiz mitokondrilerin spesifik olarak ortadan kaldirilmasini diizenleyerek
mitokondriyal ag1 ayarlayarak ve enerji metabolizmasimm1 koruyarak mitokondriyal islev
bozukluguna ve apoptoza kars1 néroprotektif bir gorev Ustlenir (Paccosi ve Proietti-De-Santis,
2023). PINK1, hasar ya da fonksiyon bozuklugunun neden oldugu mitokondriyal membran
potansiyelindeki azalmaya yanit olarak mitokondri dis membraninda birikir. Buna karsilik, bu,
PRKN’i sitozolden mitokondri dis membranina hareket ettirir. E3 aktivitesi mitokondriyal
proteinlerin her yerde bulunmasi sebebiyle mitokondriyal bozulmaya yol agarak mitofajiyi
destekler. Hasarl1 mitofaji ve PINK1/PRKN sinyali, Alzheimer hastaligi (AD), PH ve glokom

dahil olmak tizere nérodejeneratif hastaliklarda mevcuttur (Quinn ve ark., 2020).

4.5.4. Parkinsonism iliskili deglikaz

Parkinsonism iligkili degligaz diger isimlendirmesi ile Daisuke Junko 1 (DJ-1), fizyolojik
kosullar altinda her yerde eksprese edilen ve dimerik olan, 189 amino asitlik kiigiik, yiiksek
oranda korunmus bir proteindir. ilk kez 2003 yilinda PH’nin erken baslangich, ailesel
formlariyla baglantili olan PARK7 geni tarafindan kodlanir (Repici ve Giorgini, 2019). DJ-1
i¢in bildirilen mutasyonlar, homozigot veya bilesik heterozigot durumda bulunan yanlhs anlaml
mutasyonlar, tam ekson silinmesi, ¢erceve kaymasi mutasyonlar1 ve bir ek yer mutasyonudur

(Paccosi ve Proietti-De-Santis, 2023)
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DJ-1, iki mitokondri ayirma proteinin (UCP4 ve UCPS5) ekspresyonunu artirarak mitokondriyi
oksidatif stresten koruyan, bdylece mitokondriyal membran potansiyelini azaltan ve ayrica
ROS tiretimini baskilanmasini saglayan bir transkripsiyon diizenleyicisidir. Bu sayede bir takim
mitokondriyal islevi optimize eder ve ndronal hiicre sag kalimini destekler. DJ-1 oksitlendikten
sonra, SNCA i¢in bir saperon gorevi gorerek fibrilasyonu ve birikimi 6nler (Paccosi ve Proietti-
De-Santis, 2023). DJ-1 esas olarak mikroglia, astrositler ve ndronlar tarafindan eksprese edilir.
Agirlik olarak sitozolde bulunsa da, ¢ekirdek ve mitokondri ile de iligkilidir. Yapilan
caligmalarda pestisitlerin bazilarin1 DJ-1 inhibitérii oldugu gdsterilmistir. Bu durum ROS
birikmesine ve PH gelismesine katkida bulunur. DJ-1 mutasyona ugradiginda metal baglama
ozelligini de yitirebilir ve bu durum agir metallerin toksisitesine karsi ndronlar1 hiicreleri

savunmasiz birakabilir (Lind-Holm Mogensen ve ark., 2023).

Klinik olarak, DJ-1 mutasyonlar1 olan Parkinson hastalarinda erken baslangi¢h diskinezi,
rijidite ve titreme gorulur, bunu daha sonra psikiyatrik belirtiler izler ve genellikle L-DOPA

tedavisine iyi yanit verir (Repici ve Giorgini, 2019).

4.5.5. Losince zengin tekrarlayan kinaz 2

Losince Zengin Tekrarlayan Kinaz 2 (LRRK2) bir ROC (Kompleks Ras) GTPaz, bir COR
(ROC’un C terminali) ve bir kinaz alaninin bulunmasi ile karakterize edilen, ROCO protein
ailesine ait buyuk bir proteindir (Rivero-Rios ve ark., 2020). Dardarin olarak da adlandirilan
biiyiik bir protein (2527 amino asitten olusur.) olan LRRK?2, vezikiiler trafigi, otofajik, protein
sentezi ve hiicre iskeleti islevinde rol alir, ayrica mitokondriyal proteinler ile etkilesir ve
bagisiklik sisteminde de yer alabilir. LRRK?2, striatumda yiiksek oranda eksprese edilir, ayrica
makrofaj ve migrogliada, inflamatuar yolaklari ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Jankovic ve
Tan, 2020). LRRK?2 ilgili ¢aligmalarda Rab proteinleri ile iligkisi tanimlanmistir. Rab

GTPaz’lar tiim hiicre i¢i vezikiiler trafik i¢in kilit oyunculardir (Rivero-Rios ve ark., 2020).

LRRK2 en yaygin otozomal dominant PH ile iliskili gendir ve yasa bagl penetrasyon ile hem
ailesel hem de sporadik PH’de yaygin bir mutasyon (G1019S) tanimlanmistir. G2019S
mutasyonu, ¢ogu Kafkas popiilasyonunda sporadik PH’nin %1-3’iinii ve %3-4’linli ailesel
PH’dan ve Kuzey Afrika Berberileri, Iber ve Askenaz Yahudileri popiilasyonlarinda %40’a
kadarindan sorumludur (Jankovic ve Tan, 2020).

LRRK2’li PH’nin klinik fenotipi L-DOPA’ya iyi yanit verir. GWAS’ta sporatik PH ve LRRL2
lokuslarinin ~%1’inde LRRK2 yanlis anlamli varyantlariin tanimlanmasi LRRK2’nin

idiyopatik PH’da 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir (Day ve Mullin, 2021). Patoloji

16



oldukca heterojendir. LC’leri icerebilir veya icermeyebilir ve sintikleinopati ve tauopatilerle

ortlisebilir (Jankovic ve Tan, 2020).
4.6. Parkinson Hastal ile iliskili Mekanizmalar

PH’nin belirtilerinin baslangicinda, putamen dopamin ~%80 oraninda tiikenir ve SN’de
dopaminerjik noronlarin  ~%60’1 zaten kaybedilmis olur. Genel olarak PH’nin
ndropatolojisinin yalnizca dopaminerjik néron kaybi ve dopamin tiikenmesi ile karakterize
edildigi diistiniilmektedir, ancak nérodejenerasyon dopaminerjik ndronlarin ¢ok Gtesine uzanir.
Epidemiyoloji, genetik, 6lim sonrast analiz, in vitro ve in vivo modelleme ¢aligmalari, PH
altinda yatan mekanizmalar1 6nemli 6lgiide ortaya ¢ikarir. Protein homeostatik bozukluklar1 ve
mitokondriyal islev bozukluklar1 SN’da ndronal kaybin altinda yatan birincil nedenlerdir. Ek
olarak, patojenik genetik mutasyonlar, dopamin diizensizligi, néroinflamasyon, oksidatif stres
ve otofaji bozukluklari PH gelisimine katkida bulunurlar (Raza ve Anjum, 2019, Zeng ve ark.,
2018b).

4.6.1. Mitokondri fonksiyonun bozulmasi ve oksidatif stres

Mitokondriyal bozukluklar, PH dahil olmak (zere hemen hemen bitin nérodejeneratif
hastaliklarda iliskilendirilmistir (Zeng ve ark., 2018b). Oliim sonras1 insan beyninin histolojisi
mitokondriyal islev bozuklugunun belirtilerini ortaya koymaktadir (Raza ve Anjum, 2019). PH
ile iligkili mitokondriyal disfonksiyon, mitokondriyal biyogenezin bozulmasi, artan ROS
iiretimi, kusurlu mitofaji, hasarli calisan trafik, elektron transport zinciri fonksiyon bozuklugu,
mitokondriyal dinamiklerdeki varyasyonlar ve kalsiyum (Ca?*) dengesizligi gibi nedenden
kaynaklanabilir. Hiicre bu durumlarla bas edemez ise hiicre bozulmaya ve nihayetinde hiicrenin

oliimiine yol agacaktir (Prasuhn ve ark., 2021).

PH modellerinde mitokondriyal kompleks 1 aktivitesinin kaybiyla indiiklenen dopaminerjik
ndronlarin dejenerasyonu klinik Oncesi aragtirmalarda gosterilmistir. Kompleks 1 inhibitorleri
(1-Metil-4 fenil-1,2,3,4-tetrahidropridin (MPTP), rotenon gibi), hayvan modellerinde PH
ozelliklerini gozlenir ve dolayisiyla PH sebeplerini ortaya ¢ikarmak i¢in bir firsat yaratirlar.
Dopaminerjik ndronlar, mitokondriyal ROS’a kars1 hassastir. Memelilerde ROS {iretiminin ana
merkezi mitokondridir ve iiretimi esas olarak kompleks 1’deki elektron sizintisi ile baslar.
Molekiler oksijenin (O2) tek bir elektron almasiyla siiperoksit radikaline (O2™) kismi
indirgenmesi ve sonrasinda demir katalizli Fenton reaksiyonu yoluyla hidroksil radikali (OH")

olusumuna ya da peroksinitrit (ONOQO") olusumuna yol agar. Siiperoksit radikali, siiperoksit
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dismutaz 2 tarafindan hidrojen peroksite (H202) doniistiiriiliir. Sonrasinda H202 homeostazini

korumak adina katalaz enzimi yardimiyla H20 ve Oz2’e parcalanir (Raza ve Anjum, 2019).

Idiyopatik PH hastalarinin SN’sinda mitokondriyal DNA transkripsiyon faktorlerinin (TFAM
ve TFB2M) ifadesi azalmistir. Bir lipit peroksidasyon iiriinii olan 4-hidroksinonenal, hucre ici
birikimi, toksik SNCA iceren vezikiillerin hiicre disina ¢ikis1 ve komsu néronunun hiicre i¢ine

alimini tesvik eder ve PH’de norodejenerasyon gelisimiyle sonuglanir (Zeng ve ark., 2018b).

4.6.2. Noroinflamasyon

Inflamasyon, konak¢iyr hasara neden olan ajanlardan korumay: ve doku onarimini
desteklemeyi amaclayan, patojenik uyaranlara ya da doku yaralanmasina kars1 iist diizeyde
diizenlenmis bir mekanizmadir (Pajares ve ark., 2020). Beyindeki yerlesik makrofajlar olarak
mikroglialar, hiicre dis1 matriksindeki degisiklikler de dahil olmak iizere fonksiyonu bozulmus
noronlar tarafindan iiretilen hiicresel hasar sinyallerine son derece duyarlidir. Bu sinyaller
mikroglialarin aktive olmasini saglayacak ve birikintileri temizlemek i¢in fagositik 6zelligini
aktive edecektir (Rocha ve ark., 2018). Fizyolojik kosullar altinda, mikroglia ve astroglia,
norotrafik faktorleri serbest birakarak, sinaptik glutamati uzaklastirarak ve sinapslar1 yeniden
sekillendirerek merkezi sinir siteminin homeostazint korumak gibi gorevler ile beyin
parankimini stirekli olarak denetler. Bu glial hiicreler kalic1 néroinflamasyona yol agan, hasarli
ndronlardan ya da protein agregatlarindan salgilanan faktorler gibi patojenle iliskili molekiiler
modeller (PAMP’lar) ve hasarla iligkili molekiiler modeller (DAMP’lar) tarafindan aktive
edilebilirler. PH nin her vakasinda baslatic1 bir faktdr olmasa da kronik inflamasyon hastaligin

ilerlemesi igin bir kofaktor gibi goriinmektedir (Pajares ve ark., 2020).

Bazi proinflamatuar sitokinlerin, PH hastalarinin hem beyin omurilik sivisinda hem de 6liim
sonrast beyinde upregiile oldugu belirtilmistir. Calismalarda mikroglialarin MPTP ve rotenon
gibi norotoksinlerin etkisi ile aktive oldugu bildirilmistir. Asirt SNCA eksprese eden bir fare
modelinde timor nekroz faktori o (TNF- o), interlokin 18 (IL-1) ve interferon y (IFN- y)’nin
upregiile oldugu ve buna mikroglia aktivasyonun eslik ettigi gosterilmistir. PINK1 eksikligi,
noronlarda dogustan gelen bagisikligin erken bir modiilatorii olarak hizmet eder, ¢linki
PINK1/PRKN mitokondriyal antijen sunumunu inhibe ederek bagisikligin cevabi tetikleyen
inflamatuar yolunu baskilayabilir (Zeng ve ark., 2018b).

Gliosiz, bircok norodejeneratif hastaligin tipik bir patolojik 6zelligidir ve ortaya ¢ikan kanitlar
mikroglia ve astrositlerin siirekli aktivasyonunun PH’de dopaminerjik ndron dejenerasyonun

merkezinde oldugunu gostermektedir. Hayvan modellerindeki sonuglar, PH’de 6liim sonrasi
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beyinlerde goriilen mikroglia aktivasyonu ve sitokinler gibi proinflamatuar aracilarin upregiile

oldugunu dogruladi (MacMahon Copas ve ark., 2021).

4.6.3. Otofaji

Otofaji yolagi, toksisiteyi ve hiicre 6liimiinii 6nlemek i¢in dkaryotik hiicrelerde uzun omiirlii
proteinlerin ve fonksiyonu bozulan organellerin zamaninda ortadan kaldirilmasi igin gereklidir.
SNCA ve tau proteinlerinin birikmesi otofajik-lizozomal bozulmanin bir sonucudur.
Dopaminerjik néronlar, yiksek mitokondriyal enerji talebi ile metabolik olarak ¢ok aktiftir ve
bu nedenle, hasarli mitokondrilerin yetersiz temizlenmesine kars1 6zellikle savunmasizdir.
Hasarli mitokondri birikimi, etraftaki saglikli mitokondriler i¢in zararli olan ROS diizeyini
arttirdigindan hastaligin ilerlemesine ve hizlanmasina sebep olabilirler. Memeli hiicrelerinde
Uc farkli otofajik sinifi mevcuttur; makrootofaji, saperon aracili otofajik, mikrootofaji. Ana

otofaji makrootofajidir ve se¢ici olmayan ve segici olan otofajik olarak ikiye ayrilir (Hou ve
ark., 2020).

Makrootofaji, enzimatik yikim i¢in lizozomlara génderilmeden evvel organellerin ve sitozolik
bilesenlerin zarlarla sarildig1 yiiksek diizeyde korunmus hiicre i¢i siirectir. Uyaranlarin alinmasi
ve sonraki kaskat sinyalleri, siireci baglatmak icin entegre olur. Otofaji, fagofor toplanma
alanina alinan iki ana kompleks olan UN51 benzeri Ser/Thr kinazlar (ULK) kompleksi ve sinif
Il fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) tarafindan baslatilir (Guo ve ark., 2018). Daha sonra
fagofor hedef taginacaklarin etrafina uzanarak onlar1 sarar ve otofagozom olusur. Yikimi
yapilacak organalerle yiiklii olan otofagozom lizozom ile biitiinlesir. Enzimatik hidrolizin
ardindan bozunan iirlinler salinir ve bazi otofajik proteinleri geri doniisiimii saglanir. Saperon
aracili otofajik esas olarak noronal olmayan hcre tiplerinde incelenirken, bu tip otofajideki
fonksiyon bozuklugu, yaslanma ve yasa bagli norodejeneratif hastalik ile ilgkilidir. ATGS
homologlarina bagimli olmayan ve vezikiil olusumunu icermeyen bir lizozomal proteoliz
yoludur. Bunun yerine, katlanmamais proteinler, 1s1 sok proteini 70 aile tiyeleri gibi molekiiler
saperondan tarafindan dogrudan lizozomlara yonlendirilirler. Saperon aracili otofajide iki
onemli bilesen vardir biri lizozomla iligkili zar proteini tip 2A (LAMP2A) ve KFERQ ya da
KFERQ benzeri motiftir (Lizama ve Chu, 2021).

PH patolojisinde otofajik genellikle kusurlu ya da inhibe edilmistir. PH gelisiminde nedensel
bir mekanizma olarak gosterilmistir. Otofajinin inhibisyonu, SNCA’nin salimini ve hiicre dis1
vezikiiller ile hiicreden hiicreye aktarimini arttirir. SNCA iizerindeki AS3T ve A30P gibi
patojenik mutasyonlarin lizozomal membran iizerindeki reseptorlere baglanabilecegini ve

saperon aracili otofajiyi inhibe ederek LC’lereinde anormal SNCA birikmesi ve ardindan
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parkinsonizme yol agabilecegi gosterilmistir. Boylece saperon aracili otofajik inhibisyonu,
SN’de ilerleyici dopaminerjik néron kaybina, striatumda dopamin seviyelerinde ciddi diislise

ve motor eksikliklere neden olur (Zeng ve ark., 2018b).

Kanonik otofajik genlerinin hicbiri ailesel PH ile iliskili olmasa da, hem genetik kanitlar hem
de oliim sonrast ¢aligmalar PH’yi anormal otofajik 6zellikle makrootofaji, saperon aracili
otofajik ve mitofaji ile iliskilendirmistir. Parkinson hastalarinda SN’de saperon proteini 70 ve
reseptéri LAMP2A’nin tiikendigi gézlenmistir ve bu da saperon aracili otofajinin azaldigimni
gostermektedir (Themistokleous ve ark., 2023).

Lizozom inhibe edildiginde SNCA seviyesi artmistir, bu da SNCA yikimu ile otofaji arasinda
yakin bir baglant1 oldugunu diisiindiirmektedir. PINK1 ve PRKN mitokondriyi otofajik ile
secici olarak parcalamak icin mitofajiyi koordine eder. Hasarli mitokondri, ¢ift zarli
otofagozom iginde iletilir ve hapsedilir, sonunda lizozom tarafindan temizlenir (Guo ve ark.,

2018).

4.6.4. Apoptoz

Apoptoz, bir tiir programlanmis hiicre Oliimiidiir. Bir apoptotik hiicrenin sitomorfolojik
ozellikleri biiziilmeyi, kromozom yogunlasmasint ve DNA parcalanmasini igerir. Hemen
hemen her LC pozitif ndronun ayni zamanda proapoptotik BAX boyasi i¢in de pozitif oldugu
bulunmustur, bu da fazla protein birikimi yiikiine sahip ndronlarin apoptoz gecirdigini

diistindiirmustiir (Chi ve ark., 2018).

Dopaminerjik ndron apoptozu, PH’ nin patolojik ilerlemesindeki ana faktorlerden biridir. Son
yillarda, apoptozda rol oynayan yeni mekanizmalar bulunmustur ve mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu, sporadik ve ailesel PH patogenezinin ¢ekirdegi olarak kabul edilmektedir. PINK1
susturulmas1 ile yapilan model calismada, anormal mitokondriyal morfoloji, membran
potansiyelinde azalma ve ROS {iretiminde artis dahil olmak {izere ¢ok c¢esitli mitokondriyal
fonksiyon bozukluguna yol acarak dopaminerjik néronlarin apoptoza duyarli olmasina neden
olabilir. Kronik oksidatif stres dopaminerjik néron apoptozunda kritik bir faktordir ve SNCA
birikimini indiikeleyebilir ve dopaminerjik noronlarin bozulmasina sebep olabilir. Boylece
SNCA birikimis hiicreler mikroglialar1 aktifleyerek asir1 miktarda oksidatif ve proinflamatuar
molekdl Gretimi ile guclu bir reaktif durum yaratabilir. Bu inflamatuar durum, daha fazla

dopaminerjik néron apoptozunu beraberinde getirir (Zheng ve ark., 2022).
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4.6.5. Lizozomal fonksiyon bozuklugu

Lizozomlar, asit hidrolazlar igeren hiicre ici asidik keseciklerdir. Ana gorevi, sitozolde yeni
hiicresel bilesenler olusturmak amaciyla geri doniistiirme yoluyla hiicre i¢i ve hiicre dist
makromolekiillerin parcalanmasidir. Hiicre, hiicresel homeostazi korumak i¢in proteinleri,
lipitleri, polisakkaritleri, karbonhidratlar1 ve diger molekiil tiirlerini uygun sekilde ortadan
kaldirmak ve geri doniistirmek i¢in lizozomlar1 kullanir. Lizozomal fonksiyon, noral
homeostazin devam ettirilmesinde 6nemli bir role sahiptir ve buna bagh olarak lizozomal
fonksiyon bozuklugu, nérodejenerasyon ve ozellikle PH ile iliskilendirilmistir. Lizozomal
fonksiyon kapasitesi yaslanmayla birlikte giderek azalir. Beta-glikoserebrosidaz (GBA),
ATP13A2, lizozomal iliskili membran proteini 1 (LAMP1) ve transmembran protein 175
(TMEM175) lizozomal genlerinde nadir varyantlarin varligi ile PH iliskisi bildirilmistir.
Olusturulan modeller ile lizozomal genlerdeki yaygin ve nadir varyantlarin PH gelisimini
etkileyen lizozomal fonksiyon bozukluguna sebep oldugu gosterilmistir. PH hastalarinin 6liim
sonras1 ¢alismalarinda bu fonksiyon bozukluguna isaret eden analizler yapilmistir. SN’de
lizozomal tilkenme ve LAMP2A, LAMP1 ve HSP70 dahil olmak {izere farkli lizozomal iliskili

proteinlerin seviyelerinde azalma gézlemlenmistir (Navarro-Romero ve ark., 2020).

SNCA oligomerik ara iirlinleri lizozomlar tarafindan pargalanir. GBA mutasyonlar1 tagiyan
indiiklenmis pluripotent kok hticrelerden tiretilen néronlarda lizozomda SNCA birikimi ile
birlikte azalmis GBA aktivitesi ve bozulmus otofajik akis bulunmustur. TMEM175 eksikligi
stabil olmayan lizozomal pH’a, azalmis GBA aktivitesine ve mitokondriyal solunuma,
bozulmus otofagozom klirensi ve artmis fosforile olmus SNCA agregatlari ile sonug¢lanmistir.
ATP13A2'in eksikligi veya fonksiyon kayb1 mutasyonlari, bozulmus lizozomal asitlesmesine

ve yikim kapasitesine neden olarak SNCA birikimine yol agar (Wang ve ark., 2018).

4.6.6. Ubikuitin-proteazom sistemi fonksiyon bozuklugu

Ubikuitin, ubikuitin-proteazom sistemi (UPS) tarafindan pargalanmak tizere hedef protein
bilesenlerine kovalent ve ardisik olarak baglanan, evrimsel olarak korunmus bir 76 amino
asitten olusan bir proteindir ve 6karyotlarda yaklasik %80 hiicre ici proteinin parcalanmasindan
sorumludur. Protein ubikuitinasyonu, bir ubikuitin aktive edici enzim (E1 ligaz), konjuge enzim
(E2 ligaz) ve E3 ligaz olmak iizere birka¢ enzimin koordineli aktivitesi yoluyla gerceklesir.
Ubikuitinasyon sadece protein yikimi igin 6nemli degildir, ayn1 zamanda endositoz, protein-
protein etkilesimi, hiicre i¢i trafik, inflamatuar sinyal, otofajik ve DNA onarimi gibi proteolitik
olmayan fonksiyonlarda da gorev alir. UPS, protein kalite kontroliinde ve yanlhs katlanmais,

kiimelenmis proteinlerin ortadan kaldirilmasinda yer alir ve UPS’deki fonksiyon bozuklugu
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norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol oynar. Genetik kanitlar gostermektedir ki
ubikuitin E3 ligaz parkin (PARK2) ve deubikuitinasyon enzimi (UCHL1) kodlayan genlerde
ailesel PH ile ilgili genetik varyasyonlar tanimlanmistir. Ek olarak PRKN, katlanmamis protein
bozunmasimi diizenlemek i¢in DJ-1 ve PINKI1 ile bir E3 ligaz kompleksi olusturabilir. Bu
yiizden komplekteki her bir bilesendeki PH mutasyonu, E3 ligaz aktivitesini bozar (Zheng ve
ark., 2016).

Bir ¢alismada farelere sistemik olarak proteazom inhibitorii uygulamasi yapilmig ve bunun
motor bozukluklara ve PH’ye 0zgu patolojilere yol agtig1 gozlemlenmistir (McNaught ve ark.,
2004). In vivo calismalarda, rotenon ve MPTP uygulamasindan sonra azalmis proteazom

aktivitesi bildirilmistir (Lehtonen ve ark., 2019).
4.7. Parkinson Hastah@inda Keton Cisimleri Metabolizmasi

Insan beyni, normal beyin fonksiyonu i¢in énemli miktarda enerjiye ihtiya¢ duyar ve beyin
toplam viicut agirliginin yalnizca %2’sini olugturmasina ragmen, dinlenme sirasinda viicudun
toplam enerji tiiketimin yaklasik %20’sini kendisi kullanir. Beyin hiicresel islevlerini
stirdiirmek i¢in yeterli ve siirekli bir enerji kaynagina ihtiya¢ duyar. Beynin enerji tiiketiminin
cogu glukoz oksidasyonu ile elde edilir ve agirlikli olarak iyon gradyanlarmin korunmasi da
dahil olmak iizere sinaptik iletimi desteklemek i¢in kullanilir. Nobetler, hareket bozukluklari
ve kognitif bozukluklar gibi klinik belirtilerin glukoz transporter tip 1 (GLUT-1) eksikliginden
kaynaklanabilecegi belirtilmektedir. Beyin oncelik olarak ana kaynagi olarak glukozu tercih
eder ancak ozellikle a¢lik ve diisiik karbonhidratli diyetler sirasinda glukoz arzi1 kisitlandiginda
ya da yetersiz oldugunda, diger substratlar metabolizmaya katkida bulunabilirler. Laktat ile
birlikte keton cisimleri, beyin i¢in alternatif yakitlardir ve her ikisi de endotel hiicreleri ve
astrogliadaki monokarboksilat tagiyicilar (MCT’ler) yoluyla kan-beyin bariyerini gecebilirler.
Uzun siireli aglik (5-6 hafta) sirasinda, keton cisimleri seviyesi 6nemli 6l¢iide yiikselir ve
beynin enerji ihtiyacinin neredeyse %60’ma katkida bulunabilir, bdylece ana yakit olarak

glukozun yerini alir (Jensen ve ark., 2020).

Hepatositler, ketonlarin sentezi i¢in ana bolgedir, ancak bu siire¢ kiiciik bir dl¢iide olsa da
astrosit ve bobreklerde de sentez gerceklesebilir. Yiiksek seviye asetil KoA ketogenez igin
gereklidir. Esas olarak, yiiksek miktar yag asitleri yiiksek seviye asetil KoA elde edilebilir. Bu
nedenle, keton cisimleri esas olarak beta oksidasyon yoluyla yag asitlerinden ftiretilir, bununla
birlikte amino asitler (6zellikle 16sin) emilim sonrasi toplam keton cisimleri iretiminin %4 ’iine
katkida bulunabilir. Ketogenez i¢in en az li¢ enzim etkilidir. Bunlar; mitokondriyal asetoasetil
KoA tiyolaz, mitokondriyal 3-hidroksi-3-metilglutaril-KoA (HMG-Ko0A) sentaz, HMG-KoA
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liyazdir. Ketogenezin ilk basamagi, tiyolaz enzimi tarafindan iki asetil KoA’dan tiiretilen
asetoasetil-KoA nin olusumudur. Yeni iiretilen asetoasetil-KoA daha sonra HMG-KO0A sentaz
yardimiyla baska bir asetil KoA ile birlesir ve bu basamak ketogenezin hiz simirlayici
basamagidir. HMG-KoA liyaz enzimi daha sonra bir asetil KoA’y1 ayirarak keton cisimcigi
olan asetoasetati iiretir. Asetoasetat ya asetona kendiliginden doniisiir ya da B-hidroksibutirat
dehidrojenaz ile kan dolasim sisteminde en ¢ok bulunan keton cisim olan R-hidroksibutirata
(BHB) doniisiir. Beyin boyunca dagilmig bilinen yegane tagiyict MCT ler ile taginir. Noronlar
BHB icin yuksek bir afiniteye sahip olan MCT2 izoformunu eksprese eder. BHB ve asetoasetat
beyne tagindiktan sonra ATP Gretimi igin trikarboksilik asit donglsune giren asetil-KoA’ya
dontstiriiliirler. Doniisiim mitokondri i¢inde gergeklesir. Asetoasetat, siiksinil-K0oA:3-ketoasit
KoA transferaz (SCOT) tarafindan asetoasetil KoA’ya katabolize edilir. SCOT, karaciger
dokusunda eksprese edilmez ve bu yuzden keton cisimleri kullanilmaz. Asetoasetil KoA
tiyolazin tersine gevirebilir etkisiyle iki asetil KoA’ya doniistiiriiliir. Glukozun aksine, BHB ve
asetoasertatin oksitlenebilir bir forma dontstiirilmesi ATP gerektirmez. Norodejeneratif
hastaliklar, enerji krizi tarafindan indiiklenebilen veya tetiklenebilen, protein agregasyonu,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, oksidatif stres, noroinflamasyon ve dahasi1 gibi ¢esitli
patolojiler gosterir. Norodejeneratif hastaliklarda ortak 6zellik kendine has ndron kayiplaridir.
Bu secici noronlar yiiksek enerji gereksinimi duyan néronlardir ve bu durum onlar1 metabolik

bozukluklara kars1 hassas hale getirmektedir (Jensen ve ark., 2020).

Parkinson hastalarmin %50-80’ine bozulmus karbonhidrat metabolizmasi teshisi konuldugu
tahmin edilmektedir. Periferik doku insiilin direnci genellikle PH nin ilk belirtilerindendir ve
beyindeki anormal enerji metabolizmas ile iliskilidir. Parkinson hastalarinin glukozdan enerji
tiretiminde yer alan solunum zinciri kompleks 1’in fonksiyonunda kusurlar vardir. Keton
cisimlerinin esas olarak solunum zinciri kompleks 2’yi kullanir, bu nedenle beyinde uygun
mitokondriyal fonksiyon ve enerji liretimi saglayarak glukozdan daha verimli bir enerji
substrati olarak hizmet edebilir. Bundan dolay1 keton cisimlerinin PH igin faydali bir segenek

olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Grochowska ve Przeliorz, 2022).

BHB, beyine birim Oz basina glukozdan daha fazla enerji saglar. Keton cisimleri mitokondriyal
solunumu arttirarak ATP dretimini arttir. Ketojenik diyetin antioksidan etkisi glutatyon ve
glutatyon peroksidaz aktivitesindeki artistan ileri gelir. Sicanlarda yapilan aragtirmada
hipokampuste antioksidan aktivite artisina glutatyon peroksidaz artisinin eslik ettigi
gozlemlenmistir. Bu enzimin yiiksek aktivitesi norodejeneratif degisikliklerden noronlarin

korunmasinda katkida bulunabilecegi one siiriilmiistiir (Wtodarek, 2019).
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Bir PH ¢alismasinda, Parkinson hastalar: diisiik yagli ve yiiksek karbonhidratli bir diyete kars1
sekiz haftalik bir ketojenik diyetle beslenecek sekilde iki gruba ayrilmistir. Her iki diyet grubun
da motor ve motor olmayan belirtiler 6nemli 6l¢lide diizelmistir ancak ketojenik grupta bilissel
fonksiyon dahil olmak Uzere motor olmayan belirtilerde daha iyi gelismeler gosterdigi
belirtilmistir (Phillips ve ark., 2018). Sig¢anlardaki PH modelinde yapilan bir ¢alismada,
ketojenik diyetin etkileri incelenmistir. Glukoz arzinin smirlandirmanin SN’deki néronlarin
yikima kars1 direncini arttirdigi ve PH belirtilerinin ilerlemesini engelledigi gézlemlenmistir
(Shaafi ve ark., 2016). Yapilan bir ¢caligmada, mitokondriyal kompleks 1 ‘de hasara neden olan
MPTP uygulanan farelerde, (3-hidroksilaktat uygulamasinin hiicresel solunumu ve ATP
tiretimini iyilestirerek birlesigin noérotoksisitesini azalttigi sonucuna varilmigtir. Farelerde,
mezensefalonda artan bir dopamin hacmi ile birlikte gelismis motor beceriler de goriilmiistiir
(Tieu ve ark., 2003). Yine bir ¢alismada, MPTP tarafindan indiiklenen fare PH modelinde
oktanoik asidin olas1 koruyucu etkisi incelenmis ve MPTP uygulamasindan sonra ortaya ¢ikan
norodejeneratif bulgular, oktanoik asit verildikten sonra inhibe oldugu gozlenmistir.
Noroprotektif etkisinin olast mekanizmasi striatal mitokondride metabolik aktivitedeki artisla

iliskili oldugunu 6ne siirlilmiistiir (Joniec-Maciejak ve ark., 2018).
4.8. Sodyum/Glukoz Kotransporter 2 ve Inhibitorleri

Glukoz, hiicresel metabolizma icin temel bir yakit kaynagidir. Glukoz molekili oldukca
polardir ve tiim canli hiicrelerin plazma membranini olusturan lipit ¢ift katmanini gegcemez. Bu
nedenle, ekstraseliiler ortamdan hiicre i¢i bosluga glukoz taginmasini kolaylastiran membran
proteinleri, hiicre membranlar: boyunca glukoz hareketi i¢in ¢ok énemlidir. Insan viicudunda
iki farkli glukoz tasiyici sinifi bulunur. Bunlar GLUT lar ve SGLT lardir. Hem GLUT hem de
SGLT biiyiik membran proteinleridir. SGLT1 ve SGLT2 olmak fiizere iki farkli SGLT
tanimlanmigtir. Liimenden epitel hiicresinin apikal membrani boyunca glukoz tasinmasi, bir
konsantrasyon gradyanina karsi gerceklesir ve bu nedenle aktif tasima islemi gerektirir.
Proksimal tiibiiliin ilk kivrimli segmenti filtrelenmis renal glukozun %90°1n1 yeniden absorbe
eder. Bu absorpsiyon yiiksek kapasiteli, diisiik afiniteli SGLT2 tarafindan gergeklestirilir. Geri
kalan %10’u proksimal tiibiiliin distal diize segmentindeki yiiksek afiniteli, diisiik kapasiteli
SGLT]1 tarafindan absorbe edilir. Hem SGLT1 hem de SGLT2, glukoz tasinmasini sodyum
gradyanina baglar ve aktif sodyum tasinmasi ile {iretilen sodyum elektrokimyasal gradyan,
glukoz tasinmasi igin gereken enerjiyi saglar (Abdul-Ghani ve ark., 2011). SGLT’ler
konsantrasyon gradyanlarina karsi glukoz, galaktoz ve sodyum iyonlarinin taginmasindan
sorumludur. SGLT1, bir D-glukoz molekiilii ile iki sodyum iyonu tagir ve SGLT2, bir D-glukoz
ile bir sodyum iyonu tasir (Pawlos ve ark., 2021).

24



Sodyum-glukoz kotransporter 2 inhibitorleri (SGLT2i’leri), proksimal renal tiibiilde glukozun
geri alimmi bloke ederek etki gosteren, bodylece glikodriyi indikleyen ve glisemik kontroli
tyilestiren kanagliflozin, dapagliflozin, ertugliflozin, ipragliflozin, luseogliflozin, togogliflozin
ve empagliflozin (EMP) dahil olmak {izere bir antidiyabetik ila¢ sinifidir (Noel ve ark., 2022,
Tharmaraja ve ark., 2022). SGLT2 reseptorleri, merkezi sinir sistemi boyunca bol olusu ve
sodyum taginmasmin modiilasyonu yoluyla néron membran potansiyeli Uzerindeki etkileri g6z
oniine alininca norolojik bozukluklarin yonetimi i¢in uygun bir hedeftir. Ayrica, bu reseptorler
spesifik olarak kan-beyin bariyerinde eksprese edilir. SGLT2i tarafindan indiiklenen glukozdri
ve plazma glukozundaki azalma, substrat kullanimida karbonhidrattan yag asidi kullanimina
bir kaymaya yol acar ve sonug olarak ketogenezi baslatir. Ketojenezin Alzeimer hastalarida
biligsel islevlerde ve PH’deki motor ve motor olmayan belirtilerde iyilesmeye neden olabilecegi

One surilmektedir (Tharmaraja ve ark., 2022).

SGLT2i, inflamasyonu azaltmasmin yani sira, mTOR yolu gibi enerji metabolizmasi
yollarindaki rolleri araciligiyla biligsel bozukluklar1 azaltabilir. SGLT2i ile glikojenoliz ve
glikoneogenezdeki artts mTOR sinyallesmesini azaltir (Noel ve ark., 2022). SGLT2i’nin
epilepsi, demans ve PH gibi yaygin nérolojik bozukluklar iizerindeki etkisini inceleyen literatiir

simirhidir (Tharmaraja ve ark., 2022).

4.8.1. Empagliflozin

Su anda kullanilan SGLT21’leri arasinda EMP, SGLT2’ ye spesifikligi en yliksek olanlardandir
(Xu ve ark., 2022). EMP, mikrogliada ERK1/2-MAP-kinaz yolunu inhibe ederek LPS ile aktive
olan inflamasyonu azaltabilir. Ek olarak, SGLT2i biligsel gerilemeyi onler ve hipokampusta

sinaptik plastisiteyi korur (Pigtkowska-Chmiel ve ark., 2023).

SGLT?2i’lerinin néroprotektif bir potansiyele sahip olduguna dair artan kanitlar vardir (Pawlos
ve ark., 2021). EMP’nin nérodejeneratif hastaliklarin ilerlemesini 6nlemede ve hatta azaltmada
¢ok onemli olabilen mTOR sinyalinin yenilenmesinde etkili olabilecegi one siirilmiistiir
(Pigtkowska-Chmiel ve ark., 2023).

Tip 2 Diyabetli hastalarda dort aylik EMP tedavisinden sonra glutatyon s-rediktaz ve katalaz
dahil olmak Uzere antioksidan enzimlerin Iokositlerde Onemli Olclide arttigi ve
miyeloperoksidazi azaldigi gosterilmistir (lannantuoni ve ark., 2019). Bir calismada EMP, LPS
ile aktive olan mikrogliada pro ve anti inflamatuar mediatorlerin ekspresyonunu azaltmistir
(Heimke ve ark., 2022). Farede yapilan baska bir ¢calismada, EMP’nin diyabet ve Alzheimer

hastalig1 modelinde korteks ve hipokampiisde senil plak yogunlugunu, ¢6ziiniir ve ¢éziinmez
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amiloid B seviyelerini azalttig1 gosterilmistir (Hierro-Bujalance ve ark., 2020). Yapilan bir
sican c¢alismasinda, rotenon SNCA’nin yan sira oksidatif stres ve proinflamatuar belirtegleri
Onemli Olglide arttirmistir. Ancak dopamin, antioksidan, tirozin hidroksilaz ve PRKN 6nemli
Olgiide azalmistir. EMP ve rotenon beraber verilen grupta oksidatif stres ve inflamatuar
belirteclerin yukselmesi, SNCA ve PRKN seviyelerini, yiiksek tirozin hidroksilaz aktivitesini
ve dopamin seviyesinin korundugu gozlenmistir. Hem diisiik hem yiiksek doz EMP PH sican
modeline kars1 noroprotektif bir etki ortaya ¢ikarmis ve yiiksek dozda daha belirgin bir etki
¢ikmis oldugu belirtilmistir (Ahmed ve ark., 2022). Baska bir ¢alismada ise EMP, endoplasmik
retikulum stres yolagini diizenlemis, oksidatif stresi onarmis, astrosit/mikroglial aktivasyonu
ve ndroinflamsayonu azaltmig ve otofajiyi arttirmak suretiyle PH modelinde noroterapétik etki

gostermistir (Motawi ve ark., 2022).
4.9. Parkinson Hastah@1 Olusturmada Kullanilan Endotoksin ve Norotoksinler

Norotoksin modelleri en Kklasik ve en sik kullanilan PH hayvan modelleri olup uygulamasi
nispeten daha kolaydir (Kin ve ark., 2019). Dopaminerjik ndron lezyonunun, MPTP ve 6-
OHDA gibi dopaminin yapisal analoglarinin uygulamasi yoluyla indiiklenebilecegi
bilinmektedir. Tarimsal kimyasallara kronik maruz kalmanin néronlara zararli etkisi oldugu ve
PH riskini artirdig1 bildirilmistir (Chia ve ark., 2020). Diger ndrotoksinler ise organofosfat
pestisitler (klorpirifos ve malathion gibi), endiistriyel ¢oziiciiler (trikloroetilen) ve agir metaller

(kursun ve manganez gibi) seklindedir (EI-Gamal ve ark., 2021).

4.9.1. 1-Metil-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidropridin

PH modeli olusturmak i¢in en yaygin kullanilan nérotoksindir (Kin ve ark., 2019). Lipofilik bir
toksin olan MPTP, insan ve diger primatlarin SN’si i¢in oldukca secicidir ve kan beyin
bariyerini gegtikten sonra PH’yi indiikler. MPTP, monoamin oksidaz B (MAO-B) tarafinda ara
madde 1-Metil-4-denil-2,3-dihidroptridinyuma (MPDP*) ve son olarak da astrositlerde
MPP*’ye oksidasyon ile doniisiir. MPP*, ROS olusumunu indiikler ve dopamin tasiyicisi
(DAT) yoluyla bazal ganglionlarin dopaminerjik néronlarma girer ve toksisiteye neden olur
(Raza ve Anjum, 2019). MPP*, mitokondriyal elektron tagima zincirinin kompleks 1’ini
bozarak oksidatif strese ve ATP Uretiminde azalmaya neden olur (Kin ve ark., 2019). Ancak
MPTP modelinde, PH’nin en 6nemli néropatolojik 6zelligi olan LC’lerin birikimi gdzlenmez
(Chia ve ark., 2020).

Farkli deney hayvanlari tiirlerinde MPTP kaynakli PH modelleri kullanilarak bir¢ok ¢alisma

yapilmistir. Genel olarak, PH benzeri belirtileri ve striatal dopaminde 6nemli bir azalmayi,
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maymun modeli fare modeline gore daha tatmin edici bir sonu¢ gostermistir (Wen ve ark.,
2020). Yapilan bir calismada, intraperitonel olarak MPTP verilen farelerde, bagirsakta
noradrenalin ve serotonin seviyelerinin etkilenmedigi, ancak bagirsakta artan SNCA seviyeleri
ile iligkili dopaminerjik néronlarda 6nemli kayip gézlenmistir (Natale ve ark., 2010). MPTP nin
zebra baliginda diizensiz yiizmeye, hareketsiz kalmasinda artisa ve hareket etme egilimde
azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Diisiik doz MPTP’nin intraperitonel enjeksiyonunun
zebra baligi beynindeki katekolaminleri azaltmis oldugu gosterilmistir (Unal ve Emekli-
Alturfan, 2019).

4.9.2. Pestisitler

Pek cok caligma, PH ile pestisit maruziyeti arasinda bir iligki oldugunu gostermistir. Tarimda
yaygin olarak kullanilan ii¢ pestisit parakuat, rotenon ve manebtir. Maneb bir mantar zehri,

parakuat yabani ot zehridir (Unal ve Emekli-Alturfan, 2019).

Parakuatin yapisi MPP*’ya benzemektedir ve bu yilizden arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir.
Parakuat, kan-beyin bariyerinden gecebilir ve SNCA artisina, birikmesine ve migroglial
aktivasyona sebep olabilir. Parakuat, SN’de mitokondriyal kompleks 1 aktivitesini azaltir ve
ROS olusumunu tetikler (Unal ve Emekli-Alturfan, 2019). Farelerde ve siganlarda tekrarlanan
diisiik doz intraperitonel ya da subkutan parakuat uygulamasi, PH patolojisini, 6zellikle
SN’deki dopaminerjik ndron kaybmi ve iligkili motor kayiplar1 g¢ogaltir. MPP* gibi
dopaminerjik noéronlara DAT yoluyla girer (Raza ve Anjum, 2019). Calismalarda, parakuat
uygulamasi ile lipit peroksidasyon artig1, glutatyon gibi antioksidanlarin seviyeleri diistigi,
mitokondriyal fonksiyon bozuldugu, mitokondriyal apoptoz indiiklendigi, SNCA ekspresyonu
ve birikimi arttigi, protein yikimi zarar gordiigii ve noroinflamasyona sebebiyet verdigi

gosterilmistir (EI-Gamal ve ark., 2021).

Rotenon, bitki kokenli bir toksindir ve mitokondriyal elektron tasiyici zinciri kompleks 1 ile
yuksek afiniteye sahiptir ve tekrarlanan oral, subkutan, intravendz ya da intraperitonel
uygulamalardan sonra aktivitesini inhibe eder. Rotenon ile induklenen PH modellerinde,
bradikinezi ve postiiral anormallikler, SN’de dopaminerjik néron 6limii ve SNCA birikimi
gozlenir (Raza ve Anjum, 2019). MPTP gibi, rotenon da oldukca lipofiliktir ve kan-beyin
bariyerinden kolayca gecger. Mitokondriyal kompleks 1 inhibe ederek ATP dretimini
azalmasina ve ROS iiretiminin artmasina sebep olur. Rotenon, proteazom aktivitesini de inhibe
eder. Proteazomun fonksiyon bozuklugu, hem idiyopatik hem genetik PH formlarinin
patogenezinde yaygin olarak goriiliir. Ayrica rotenon mikrotiibiillerin destabilizasyonunu ve

fosforlanmis tau birikimlerinin somatodentritik dagilimini indiikler (EI-Gamal ve ark., 2021).
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En etkili rotenon uygulamasinin en az otuz giin boyunca tekrarlayan diisiik dozlar halinde

intraperitonel olarak uygulanmasi oldugu 6ne siiriilmiistiir (Airavaara ve ark., 2020).

Rotenon mazruziyeti ile PH’de beyin-bagirsak ekseninin iliskisi incelendiginde rotenon
maruziyetinin zebra baliginin hem bagirsaklarinda hem de beyninde oksidan-antioksidan
dengeyi bozdugu, beyin ve bagirsaklardaki inflamatuar belirteglerin birbirine paralel degistigi,
ketojenik diyetin Onemli bileseni olan orta uzunlukta yag asidi kaprilik asit tedavisi ile
inflamatuar belirte¢lerin normale déndiigii gdsterilmistir (Unal ve ark., 2019; Unal ve ark.,
2023; Ustiindag ve ark., 2022; Cansiz ve ark., 2021). Ayrica yine zebra baliklarinda rotenon ile
olusturulan PH modelinde PPARS ligand1 erusik asit uygulamasinin beyin-bagirsak ekseninde

artan inflamatuar yanit {izerinde olumlu etkileri gézlenmistir (Unal ve ark., 2023)

Rotenonun etkilerini zebra balig1 larvalarinda incelediginde ise, 10 pg/L rotenon maruziyetinin
72-96 hpf’de lokomotor aktiviteyi bozdugu, oksidatif stresi ve inflamatuar parametreleri

uyardigi, PH ile ilgili gen ifadelerini etkiledigi bulunmustur (Ustiindag ve ark., 2022).

Maneb, mitokondriyal elektron tasiyici zinciri kompleks 3’iin bir inhibitoriidiir. Maneb ve

parakuat beraber uygulandiginda 6nemli noral kayiplar gostermistir (Kin ve ark., 2019).

AS53T transgenik fareler ile yapilan bir calismada, maneb doza bagl olarak hiicre canliligin
azaltmistir ve PH benzeri motor bozukluklari indiiklemistir. Ayni c¢alismada manebin,
fenilalanin ve triptofan metabolizma yollari, dopaminerjik ndron sinapslari, sinaptik vezikiil
dongiisii, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve oksidatif stres dahil olmak tizere PH ile iligkili

yollarin bozulmasina neden oldugu gosterilmistir (Liu ve ark., 2022).

4.9.3. Lipopolisakkarit

LPS, gram negatif bakterilerin dis zarmnda bulunan bir endotoksindir ve hem periferik bagisiklik
hiicrelerinin hem de merkezi sinir sistemi glialariin gii¢lii bir uyaricisidir. Bu hiicrelerin gesitli
immiin diizenleyici, proinflamatuar sitokinler ve serbest radikalleri salmasina yol acar. Farkli
bakteri tlrlerinden tlretilen LPS molekiilleri, kovalent olarak bagli ii¢ boliimden olusan ortak
bir morfolojiyi paylasir; bir yiizey karbonhidrat polimeri, bir i¢ ve dis bolgeye sahip bir ¢ekirdek
oligosakkarit ve bir acillenmis glikolipit (lipit A). Lipit A dogustan gelen bagisiklik uyarict
bileseni olarak hizmet eder. Sicanlarin striatumuna LPS’nin mikroenjeksiyonlari, sadece
korpus striatumda dopamin igeriginin tikenmesine degil, ayn1 zamanda sitoplazmik SNCA
birikimine ve SN’de dopaminerjik noronlarin ilerleyici dejenerasyonuna yol agmustir (EI-

Gamal ve ark., 2021).

28



Parkinson hastalarinda artmis bagirsak gegirgenligi ve azalmis serum lipopolisakkarit baglayici
protein (LBP) tespit edilmistir. Artan bagirsak gegirgenligi, LPS gibi toksik iirlinlerin kan
dolagimina girmesine izin verebilir. LPS, kan dolasiminda LBP ile etkilesime girerek
dolasimdaki bagisiklik hiicreleri tarafindan taninmasimi kolaylastirir. Bu nedenle, Parkinson
hastalarina azalmis serum LBP’si, gram negatif bakterilerin kronik invazyonu ile

iliskilendirilmistir (Deng ve Bobrovskaya, 2022).

Bir calismada, LPS’nin tek intraperitonel uygulamasinin, Wistar siganlarinin SN’sinde doza
bagimli bir dopaminerjik dejenerasyon ve enjeksiyondan bir hafta sonra mikroglial aktivasyonu
indiikledigini bildirmistir (Bozadas ve ark., 2019). LPS’nin intraperitonel enjeksiyonunun,
beynin bagka bir bolgesi olan hipokampuste noroinflamasyon ve noérodejenerasyona neden
oldugu ve bunun da biligsel bozulmaya yol actig1 belirtilmektedir (EI-Gamal ve ark., 2021).
Yapilan bir ¢alismada, bir fare bagirsak patojeni olan gram negatif bir bakteri tiirii PINK 1
farelere oral sondayla verilmis ve bu uygulama striatumda dopaminerjik noron terminal
kaybina ve motor bozukluga neden olmustur (Matheoud ve ark., 2019). Farelerde tek bir LPS
enjeksiyonu, ilerleyici dopaminerjik ndrodejenerasyonu indiiklemede basarili olmustur ancak
SN dejenerasyonu, artan SNCA protein ekspresyonu ve motor bozuklugun gelismesi i¢in uzun
sureli ve ylksek dozda LPS gereklidir. Bazi galismalarda, motor korteks ve hipokampusta
dejenerasyon gibi ekstranigral patolojilerin yani1 sira bagirsak geg¢irgenliginde bir artis ve
enterik sinir sisteminde SNCA’nin bir bolgesinde fosforillenme rapor edilmistir. Tekrarlanan
sistemik LPS modelleri, tedaviden 1-6 hafta sonra SN'de dopaminerjik néronlarin daha erken
dejenerasyonunu ve bunlarin striatumdaki néronal liflerini indiiklemistir (Deng ve

Bobrovskaya, 2022).

4.10. Bir Model Organizma: Zebra Bahgi

Norodejeneratif hastaliklar, insan saglig1 i¢in biiyiik bir tehdittir. Yash niifusunun artmasiyla
birlikte yasa bagli bu hastaliklar giderek yayginlagsmaktadir. Bu tiir hastaliklar aileleri kot
duruma distirmekte ve toplum i¢in zorluk olusturmaktadir. Bunun igin hastaliklar1 iyilestirmek
icin yeni ve etkili stratejiler gelistirilmesi gerekmektedir. Hayvan modellerinin, nérodejeneratif
hastaliklarin karmagsik mekanizmasini aragtirmak icin yararl bir arag oldugu gdsterilmistir. Son
birkag on yilda, fareler, siganlar, maymunlar, kopekler, domuzlar, meyve sinekleri (Drosophila
melanogaster) ve baliklar hayvan modelleri, nérodejeneratif hastaliklarin arkasindaki hiicresel
ve molekiiler mekanizmalarin genetik temellerini anlamamiza biiytlik katkida bulunmuslardir.
Zebra baligi (Danio rerio), insan norodejeneratif hastalik ¢alismalar1 ve ilag kesfi igin model
organizmalar olarak c¢esitli avantajlar sunar. Nispeten kiig¢iikk boyutlar ve kisa Omiirleri

nedeniyle fare gibi diger omurgali model organizmalara kiyasla daha az yer gerektirir ve
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laboratuvar bakimi i¢in daha az maliyet gerektirir. Cok yiiksek dogurganliga sahiptirler ve
embriyo gelisim sirasinda seffaftir, bu da gelisiminin rahat bir sekilde gorsellestirmesini
kolaylastirmaktadir (Unal ve Emekli-Alturfan, 2019). Zebra balig1 ve insan homologlari
arasindaki niikleotit ya da amino asit dizilerinin 6zdesligi yaklasik %71’dir. Bu oran
Caenorhabditis elegans’da %30-60 ve meyve sineginde %40’dir. Zebra baligi, omurgali bir
sinirsel yap1 organizasyonuna sahiptir ve tiim ana yapilar, memeli beynine benzer. Ayrica zebra
baliginda insanlara benzer sekilde fonksiyonel bir kan-beyin bariyerine sahiptir. Zebra balig1

diinyada en ¢ok kullanilan balik modelidir (Wang ve Cao, 2021).

Yetigkin zebra baliginin dopaminerjik ndronlari, insanlardaki SN’ye homolog olan posterior
tuberkulumdur ve iyi karakterize edilmistir (Zeng ve ark., 2018a). Zebra balig1 embriyosunda
dopaminerjik ndronlarin en erken dollenmeden sonra ondokuzuncu saatte posterior

tuberkulumda tespit edilmistir (Razali ve ark., 2021).

Yetiskin zebra baliginda MPTP’ye yanit olarak azalan lokomotor aktivite dahil olmak lzere
davranissal degisiklikler sergilerken, larva zebra baligt MPTP, rotenon ve parakuat’a karsi
gelisimsel, davranissal ve dopaminerjik duyarlilik sergiler (Cansiz ve ark., 2022; Ustiindag ve
ark., 2022; (Zeng ve ark., 2018a). Zebra baliklarma intraperitonel olarak MPTP verildiginde
ylizme mesafesinde ve gegislerde azalma ve donma ndbetleri sayisinda ve siiresinde artig

goriilmiistiir (Sarath Babu ve ark., 2016).

4.10.1. Zebra bahginda lokomotor aktivite ve Y-labirenti testi

Norodejeneratif ve noropsikiyatrik bozukluklar yaygindir ve erken yasta hastalik artan sosyal
ve kisisel zorluga neden olmaktadir. Alzheimer hastaligi, PH, depresyon ve otizm gibi birgok
norolojik ve noropsikiyatrik bozuklukta bellek ve bilissel ya da davranigsal esneklikteki
bozukluklar yaygin olarak rapor edilmektedir. Calisma bellegindeki ve biligsel esneklikteki
bozukluklarin arastirilmasi igin hayvan modellerinde uygulanan davranis deneyleri kaginilmaz
hale gelmistir (Cleal ve ark., 2021).

Yiizme, ylirlime, emekleme ve u¢ma gibi lokomotor davraniglarin tiimii, omurgalilarda
omurilikte ve omurgasizlarda ventral sinir kordonunda bulunan merkezi model tretegleri olarak
bilinen noron aglar1 tarafindan tretilir (Berg ve ark., 2018). Lokomotor davraniglari, zebra
baliginin yasami boyunca beslenme, sosyal ve savunma faaliyetlerinde biitlinleyici rol oynar.
Embriyojenez boyunca lokomotor aktivitenin normal gelisimini tanimlamistir. Déllenmeden
18 saat sonra embriyoda kendiliginden kas kasilmalar1 baslar ve yirmidordiincii saatte mekanik

uyarim embriyonun segirmesine neden olur. Kirk sekizinci saatte embriyo, kuyrugun ucuna
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dokunuldugunda kuyruk ¢evirme tepkisi ve kafasina dokunuldugunda hizli bir kagis tepkisi

gerceklestirebilir (Colwill ve Creton, 2011).

Davranigsal 6grenme ve hafiza testleri, zebra baliginin larva asamasinda bile kullanilabilir. Bu
sekilde, zebra balig1 davranisini igeren bir¢ok arastirma yapilmistir ve halen devam etmektedir
(Barreiros ve ark., 2021). Yetiskin zebra balig1 da dahil olmak {izere hayvan modellerinde
degerlendirilen {i¢ ana davranigsal alan tiirli, duygusal davranig (6rnegin, kaygi veya korku),
bilissel davranis (6rnegin, uzamsal bellek, nesne tanima veya dgrenme) ve sosyal etkilesim
(6rnegin, saldirganlik, sosyal tercih ve kur yapma)’dir. Lokomotor davraniginin analizi farkl
tirlerde ve ¢esitli deneysel paradigmalarla arastirilabilir ve genel olarak cihazlar ile hayvanin
ortamdaki hareketi (toplam uzunluk, hiz, ivme ve yoriingeler gibi 6nemli veriler iiretir)

degerlendirilir (Franco-Restrepo ve ark., 2019).

Nispeten daha yeni bir alan olan yetiskin zebra baligi davranissal sinirbilimi, geleneksel
kemirgen paradigmalarmni (agik alan, agik-karanlik kutu, irkilme ve yirtici maruz kalma testleri
gibi) suda yasayan tiirlerde kullanima uyarlamaktadir (Cachat ve ark., 2011). En populerleri
arasinda labirentler olmak iizere, hayvan biligsel sistemini degerlendirmek igin kullanilan ¢ok
cesitli deneyler vardir. Y-labirent en basit yontemlerden biridir ve hem kemirgen hem de zebra
baligi modelleri i¢in 6grenme ve hafiza paradigmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Cleal

ve ark., 2021).
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5. GEREC ve YONTEMLER

5.1. Zebra Baliklar:1 Bakim ve Beslenme Prosediirii

Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanan ¢alismamizda
ZEBTEC akvaryum sisteminde barindirilan yetigkin yabani tip AB susu bir aylik zebra baliklar
kullanilmistir. Zebra baliklar1 ZEBTEC akvaryumda barindirilmistir (Sekil 2). Gunde 14 saat
giin 15181na, 10 saat karanlik olacak sekilde aydinlatma sistemi kurularak sirkadiyen ritimleri
olusturulmustur. Sicaklik ve nem sirasiyla 28 + 1 °C ve % 61 olarak ayarlanmis ve otomasyon
sistemiyle sabit tutulmustur. Sistemin suyunun pH’s1 6,9-7,2 arasi ayarlanmis ve sabit
tutulmustur. Fiziksel ve UV sistemlerini igeren filtrasyon sistemi ile baliklarin ortam temizligi

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

n

Sekil 3: ZEBTEC Mini Akvaryum sistemi
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5.2. Kullanilan Cihazlar

Deneylerde kullanilan cihazlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: Deneylerde Kullanilan Cihazlar

DNA-RNA izolasyon cihazi
Homojenizator
Etiiv
Distile su cihazi
Sterio Discovery V8 mikroskop
RT-PCR Cihazi
Buzdolab1
Akvaryum
pH metre
Magnetik karistiric
Hassas terazi
Otomatik pipetler
LC MS/MS
Su Banyosu
Nanodrop
Hibridizasyon Firmni
Mikroarray Tarayicisi
Hibridizasyon Haznesi
Hibridizasyon Conta Slaydi
Hibridizasyon Firin1 Rotoru
Zamanlayici
Kriyostat
Isik Mikroskobu

ALETLER MARKA ve KOD
Vorteks BIOSAN V-1 PLUS
Santrifiij SIGMA 1-16K

Spektrofotometre SHIMADZU UV-120- 02

QIAGEN QiaCube
QIAGEN Tissuelyser LT
NUVE EN 400
ELGA Option-Q Ultra saf su sistemi
ZEISS
QIAGEN Rotor Gene-Q
INDESIT TAA 12V
ZEBTEC Mini Sistem
HANNA HI 2211
WITEG WISD Hotplate Stirrer MSH
SHIMADZU ATX224
RAININ
AGILENT TECHNOLOGIES
MEMMERT
NANODROP 2000c
AGILENT TECHNOLOGIES
AGILENT TECHNOLOGIES
AGILENT TECHNOLOGIES
AGILENT TECHNOLOGIES
AGILENT TECHNOLOGIES

LEICA
OLYMPUS BX61
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Fotograf Cihazi
Kamera
Termostat
2 mL Santrifuj Tapa
1,5 mL Santriftj Tupd
0,1ml 4-Strip Rotor-Gene
0,2 mL PCR Tupleri

OLYMPUS DP72
Sony
EHEIM Thermocontrol
ISOLAB
ISOLAB
STARLAB 11402-0400
STARLAB 11402-8100

5.3. Kullanilan Kimyasallar

Calismamizda kullanilan kimyasallar Tablo 3’de belirtilmistir. Tim kimyasallar analitik

saflikta olup ve diinya iizerinde bilinen biiyiik firmalardan tedarik edilmistir.

Tablo 3: Kullanilan kimyasallarin listesi

KiMYASALLAR

MARKA ve KOD

Sodyum karbonat

Sodyum hidroksit
Bakir (II) siilfat

Sodyum potasyum tartarat
Folin ¢ozeltisi
Sodyum kloriir

Albumin
Triklorasetik asit (TCA)
Tiyobarbiirik asit (TBA)

%37 Hidroklorik asit

n-Biitanol

Cinko siilfat heptahidrat
Vanadyum (I11) Klorir
Siilfanilamid (SULF)

N-(1-Naftil)-etilendiamin dihidrokloriir (NEDD)
Dipotasyum hidrojen fosfat

Dipotasyum hidrojen fosfat

34

MERCK 1.06392.1000
MERCK 1.06482.1000

FISHER CHEMICAL
C/8600/50

MERCK 1.08087.1000
SIGMA F9252
SIGMA 59888
SIGMA A3912

ACROS 421451000
SIGMA T5500-25G
MERCK 1.00317.2500

FISHER BIOREAGENTS
B/4800/17

MERCK 1.08883.1000
ACROS 197000250
SIGMA S9251

MERCK 1.06237.0025

SIGMA P2222-100G




Potasyum dihidrojen fosfat

Sodyum etilen diamin tetra asetik asit (Na-EDTA)

Riboflavin

o-Dianisin
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat
L-Glutatyon (GSH)
Etanol
1-Kloro-2,4-dinitro-benzen (CDNB)
Sulfurik Asit
Sodyum metaperiyodat
Fosforik asit
Sodyum siilfat
Sodyum meta arsenit
Siklohekzanon
Sodyum sitrat
5-5” ditiyobis-2-nitrobenzoik asit
Metafosforik asit
Disodyum hidrojen fosfat
Dietanolamin
Bis(4-nitrofenil) fosfat
Fosfat tampon tuzu tablet (PBS)
Potasyum Klordir
Kalsiyum Klorir dihidrat
Magnezyum sulfat
%4'ltk Para-formaldehit
D-Siikroz
Triton X-100
Si1gir Serum Albumini
Bayir turbu Peroksidaz Cozeltisi
Hematoksilen

Entallen
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SIGMA P5655-100G
SIGMA E4884-100G

FISHER BIOREAGENTS
BP167-50

ACROS 407890050
SIGMA 255793-10G
SIGMA G4251-5G
MERCK 1009862500
ACROS 160511000
MERCK 1.00713.2500
MERCK 1.06597.0050
MERCK 1.00573.2500
FISHER BP327-500G
SIGMA S7400-100G
CARLO ERBA 437052
FISHER BP327-500
SIGMA D8130-5G
MERCK 1.00546.0100
SIGMA 255793-10G
SIGMA D8885-25G
SIGMA 123943-1G
SIGMA P4417-100TAB
SIGMA P9541
SIGMA 223506
SIGMA 208094
CHEMCRUZ SC-281692
FISHER BP220-1
SIGMA T8787-100ML
SIGMA A3912
ScyTek: SHP125
Bio-Optica 05-06002/L
SIGMA 1.07960




Metanol
Dimetilstilfoksit SIGMA 472301
DAP kromojeni ABCAM
AEC kromojeni ScyTek
4-(2-hidroksietil)-1-piperazineethansulfonik asit (HEPES) SIGMA H3375
Etil 3- aminobenzoat metansulfonat (Tricaine) SIGMA A5040
Rotenon SIGMA 45656-250MG
Lipopolisakkarit SIGMA L2630-25MG
Empagliflozin SANTA CRUZ sc-482194

5.4. Kullanilan Kitler

Calismamiza ve cihazlarimiza uygun olacak sekilde Tablo 4’te verilen kitler temin edilmistir

ve kullanilmistir.

Tablo 4: Kullanilan Kitler

KIiTLER MARKA

Zebrafish (V3) Gene Expression Microarray, AGILENT TECHNOLOGIES

4X44K
RNeasy Mini Kit QIAGEN

RNA Spike-In Kit, One Color AGILENT TECHNOLOGIES

Low Input Quick Amp Labeling Kit, One Color AGILENT TECHNOLOGIES

Gene Expression Hybridization Kit AGILENT TECHNOLOGIES

Gene Expression Wash Buffer Kit AGILENT TECHNOLOGIES
BlasTaq 2X gPCR MasterMix, 500 rxn (4 x 1.25 ABMGOOD Biological Materials

ml) Inc.
OneScript Plus cDNA Synthesis Kit, 100 rxn ABMGOOD B:(r)]::ogical Materials
Ketone Body Assay, 200T SIGMA MAK134-1KT
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5.5. Kullanilan Antikorlar

Calisgmamizi immiinolojik agidan degerlendirmek i¢in Tablo 5°te belirtilen antikorlar

kullanilmustir.

Tablo 5: Kullanilan Antikorlar

ANTIKORLAR MARKA ve KOD
Lenfosit Sitozolik Protein 1 GENETEX #GTX124420
Tirozin Hidroksilaz IMMUNOSTAR #22941

5.6. Kimyasal Maruziyet Uygulanmasi

Calismamizda her grupta 25 adet zebra balig1 olacak sekilde toplam 200 adet yetiskin AB-susu
zebra baligi kullanilmistir. Gruplarin hepsi ayn1 zamanda giinde iki defa olacak sekilde 300 mg
Tetramin pul yemi ile beslenmistir. Gruplarin yasadiklar ortam sicakligi 28°C’dir ve 14 saat
giindiiz 10 saat gece olacak sekilde aydmnlatma ayarlanmistir. Dort hafta boyunca gruplar
kimyasallara maruz birakilmistir. Calismamizdaki gruplar; kontrol (K), rotenon (ROT),
lipopolisakkarit (LPS), rotenon ile beraber lipopolisakkarit (ROT+LPS), empagliflozin (EMP),
rotenon ile birlikte empagliflozin (ROT+EMP), lipopolisakkarit ile birlikte empagliflozin
(LPS+EMP) ve rotenon, lipopolisakkarit ile birlikte empagliflozin (ROT+LPS+EMP) olarak
sekiz gruptur. Maruziyetlerde ROT (5 ug/L) ve EMP (2,25 mg/L) giinasir1 olacak sekilde zebra
baliklarinin yasadiklar1 ortama eklenmis, LPS (5 pg/mL) ise haftada bir giin olacak sekilde
intraperitonel olarak enjekte edilmistir (Sekil 4). ROT ve EMP’nin ¢6ziicii olarak DMSO
kullanilmistir. LPS ise PBS ile ¢oziinmiistiir. ROT Sigma R8875, LPS Sigma L2630 ve EMP
Santa Cruz SC-482194 kullanilmaistir.

Sekil 4: Sirasiyla buz ile anestezi, LPS enjeksiyonu i¢in tartim ve LPS enjeksiyonu
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5.7. Gruplarm Agirhk Ortalamalarinin Bulunmasi

Her grupta bulunan biitiin zebra baliklar her hafta ayni giin olacak sekilde tartilmistir ve kayit
altma almmustir. Soguk su yardimiyla zebra baliklart uyusturulmus ve tartim
gerceklestirildikten sonra ayr1 bir tanka konmustur. Agirliklar tartilacak giin tartim bitene

kadar besleme yapilmamustir.
5.8. Gruplarin Kan Glukoz Ortalamalarimin Bulunmasi

Kontrol ve maruziyet gruplari deney sonunda ve a¢ olacak sekilde kanlari alinmis ve
glukometre ile 6l¢iimleri yapilmistir. Soguk su yardimiyla bayiltilan zebra baliklar1 Sekil 5°de
goriildiigi gibi bir cam petri igerisine yatirilmis ve dorsal aort bolgesinden insiilin ignesi
yardimiyla alinmistir (Sekil 5). Insiilin ignesi islemden hemen dnce ag1lmis ve igerisine sodyum
sitrathl ¢Ozelti ¢ekilip bosaltilarak, kanin enjektdr iginde pihtilagsmasinin Oniline gecilmeye

calisilmistir. Daha sonrasinda bu degerler kayit altina alinmustir.

Sekil 5: Zebra baliklarindan insiilin ignesi yardimiyla kan alimi
5.9. Davramis Analizleri: Lokomotor Aktivite ve Y-Labirenti Testi

Maruziyetin sonuna gelindiginde LPS enjeksiyonundan bir giin sonra her gruptan on zebra
balig1 ile Y-maze ve on zebra baligi ile lokomotor aktivite analizi i¢in video kaydi alinmistir
(Sekil 6). Her iki davranig testi i¢in bir zebra baliginin video kayit siiresi 5 dakikanin biraz
iizerindedir. Ancak analiz siiresi 5 dakikadir. Lokomotor aktivite i¢in kullanilan aparatin
boyutlar1 21cm x 9cm x 11 cm’dir. 1,5 litre akvaryum suyu i¢inde video ¢ekimi gergeklesmistir
(Sekil 6). Y-maze i¢in kullanilan aparatin boyutlar1 5cm x 2cm x 14cm’dir ve kollarin
arasindaki ac1 120°°dir. 4,5 litre akvaryum suyu icinde bu aparat yerlestirilerek video ¢ekimi

gerceklestirilmistir (Sekil 6).
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Y-labirenti testinde zebra baliklar1 Y seklindeki aparatin i¢ine konulmus ve bir siire ortama
alismas1 beklenmistir. Daha sonra kamera kaydi baslatilmig bes dakikadan biraz fazla olacak
sekilde video kaydedilmistir. Zebra baliklarmin Y seklindeki aparat iginde kesif yollari
incelenmistir. Y seklindeki aparatin her bir koluna A, B ve C sekilde {i¢ harf verilmistir. Zebra
balig1 merkez alana geldiginde kayit baglatilmis ve her girdigi kol kaydedilmistir. Bes dakika
sonrasinda olusan dizi kaydedilmistir. Ornegin olusan dizi; ABCBACBBACBABCABC....
gibi olusabilir. Bu sekilde incelenecek biitiin zebra baliklarinin kesif dizileri elde edilmistir.
Daha sonrasinda inceleme asamasina gegilmistir. Bu inceleme i¢cin Microsoft Excel programi
kullanilmistir (Sekil 9). Gruplarin lokomotor aktivite analizleri Kinovea ve Toxtrac programlari

(sirastyla Sekil 7 ve Sekil 8) ile yapilmaktadir.

Sekil 6: Sirasiyla Y-maze ve lokomotor aktivite diizenekleri ve video ¢ekimi

& Kinoves o x
Dosya  Duzenle  GoOrindm  Imaj  Videa  Aletler  Secenekier  Yardwm
EISFEYT TN

8 eese 10 1easse px o 39,00 5

Sekil 7: Kinovea programinda zebra baliginin 5 dk. boyunca izlenmesi
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Sekil 9: Y-Maze testinin Microsoft Excel analiz dosyas1 goriintiileri

5.10. Homojenat ve Lizat Hazirlanmasi

Dort hafta maruziyetten sonra kontrol ve maruziyet gruplarindaki zebra baliklaridan
incelenecek dokular (beyin ve hepatopankreas) almmistir. Bunun igin Oncelikle baliklar
anestezi altina alinmig, daha sonra buz tizerinde dokular alinmistir. Alinan dokular yapilacak
islemlere gore gerekli ¢ozeltilerine (RLT tamponu, serum fizyolojik, fosfat tamponu ve
paraformaldehit) konulmustur (Unal ve ark., 2020).
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5.11. Oksidan ve Antioksidan Parametrelerinin incelenmesi

5.11.1. Total protein tayini

Bu metodda 6nce proteinler alkali ortamda bakir iyonlar: ile reaksiyona sokulur. Daha sonra
fosfomolibdik - fosfotungstik asit reaktifi (Folin reaktifi) ile indirgenir. Olusan mavi rengin
siddeti spektrofotometrik olarak degerlendirilir. Olusan mavi rengin siddeti protein

konsantrasyonu ile orantilidir (Lowry ve ark., 1951)
Gerekli ¢ozeltiler

0,1 N NaOH c¢ozeltisi: 0,4 g NaOH biraz suda ¢ozultr ve hacmi 100 mL’ye distile su ile

tamamlanir.

Sodyum karbonat c¢ozeltisi (A ¢Ozeltisi): 2 g sodyum karbonat hazirlanan 0,1 N NaOH

cozeltisinde ¢ozullir ve hacmi 100 mL’ye 0,1 N NaOH ¢ozeltisi ile tamamlanir.

Bakar siilfat ¢ozeltisi: 1 g bakir siilfat biraz distile suda ¢oziiliir ve hacmi distile su ile 100

mL’ye tamamlanir.

Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi: 2 g sodyum potasyum tartarat biraz distile suda ¢ozulur

ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanur.

B cozeltisi: % 1 g lik Bakir siilfat ¢ozeltisi ile % 2 g lik Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi esit
hacimde (1/1) karistirilarak kullanilir.

C cozeltisi: 50 mL A ¢ozeltisi ve 1 mL B ¢ozeltisi karistirtlarak kullantlir.

Folin cozeltisi: 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdat x2H20, 50 mL % 85 g lik
fosforik asid, 100 mL derisik HCI ve 700 mL distile su bir balona konularak 10 saat geri
sogutucu altinda kaynatilir. Sogutulur. Uzerine 150 g Li2SO4 ilave edilip, geri sogutucu altinda
15 dk. daha kaynatilir. Soguduktan sonra, 5-6 damla brom katilir. (¢dzelti bozuksa renk
siyahlasir, bu durumda ¢o6zelti tekrar hazirlanir, bozuk degilse renk sar1 yesil olur). Cozelti
distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir ve kullanilir. Koyu renkli sisede saklanir, uzun siire

dayanir.
Serum fizyolojik: 0,9 g NaCl biraz suda ¢ozullr ve hacmi 100 mL’ye distile su ile tamamlanir.

Protein stok standart ¢ozeltisi: 100 mg albumin biraz serum fizyolojik de ¢oziildikten sonra

hacmi 100 mL’ye serum fizyolojik ile tamamlanir.
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Protein ¢calisma standart ¢ozeltileri: Stok ¢ozeltiden uygun hacimler aliarak % 5, 15, 25 mg

albumin ihtiva edecek sekilde serum fizyolojik ile seyreltilerek hazirlanir.
Deneyin yapihisi

5 deney tlpii alinarak numune (N), standart 1 (Stl), standart 2 (St2), standart 3 (St3) ve kor (K)

olmak {lizere igaretlenir ve asagidaki gibi calisilir.

Tablo 6: Toplam protein tayini yontemi

Numune Stl St2 St3 Kor
0 0 0
™ Abumin Abumin Abmin
Albumin (% 100mg) - 25 puL 50 uL 75 uL -
Doku Homojenati
10 uL - - - -
(veya sUpernatanat)
Serum Fizyolojik 490 pL 475 uL 450 puL 425 uL 500 puL
Toplam Hacim 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5 mL 0,5mL
Vortekste karistirilir.
C Cozeltisi 3mL 3mL 3mL 3mL 3mL
Vortekste iyice karistirilir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir.
Folin Aywaci 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL

Vortekste iyice karistirilir, oda sicakliginda karanlikta 30 dk. bekletilir. 30 dk. sonunda 500 nm
de cam kiivette kore kars1 absorbanslar kaydedilir. Standart grafigi ¢izilir. Doku protein miktari

hesaplanir.

5.11.2. Lipit peroksidasyon tayini

LPO iiriinii olan malondialdehit (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki reaksiyon
sonucu olusan pembemsi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak degerlendirilir

(Ledwozyw ve ark., 1986).
Gerekli ¢ozeltiler

1 M NaOH Cozeltisi: 4 gram NaOH tartilir, biraz distile suda ¢oziiliir, hacmi 100 mL’ye distile

su ile tamamlanir.
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TBA cozeltisi: 500 mg TBA ile 6 mL 1 M lik NaOH ile karistirilir. Uzerine 69 mL distile su

ilave edilir.

Triklorasetik asit (TCA) ¢0zeltisi: 20 mL TCA (% 100 g TCA) ile 5 mL HCI (% 37 g ik,
d=1,19 g/dl lik HCI) karistirilir ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

n-Butanol : Orijinal sisesinden kullanilir.
Deneyin yapihisi
2 tane deney tiipii alinarak numune ve kor olmak tlizere isaretlenir ve asagidaki gibi ¢aligilir.

Tablo 7: Lipit peroksidasyon tayin yontemi

Numune Kor
Doku homojenan 0,25 mL -
Distile su - -
TCA 1,25 mL -
Vortekste karistirthir ve 15 dk bekletilir.
TBA 0,75 mL -
Vorteks ile karigtirir ve 30 dk kaynar su banyosunda inkiibe edilir.
n-Butanol 2 mL 1mL

Ilave edilir. Vortekslenir ve 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir.1ml batanol faz1 almarak 532
nm’de cam kiivette kore kars1 absorbanslar kaydedilir. MDA igin saptanmis ekstinksiyon kat

sayisi (1,56x10° M-1cm?) kullanilarak sonuglar hesaplanir.

5.11.3. Toplam nitrik oksit tayini

Nitrat, vanadyum (111) Klordr ile nitrite indirgenir. Nitritle sulfanilamidin asidik ortamda N-(1-
Naftil) etilendiamin dihidrokloriir ile reaksiyonu sonucu kompleks diazonyum bilesigi olusur.

Olusan bu renkli kompleks 540 nm’ de spektrofotometrik olarak oSlgiiliir (Miranda ve ark.,
2001).

Gerekli ¢ozeltiler

0,3 M NaOH c¢0zeltisi: 0,6 g NaOH tartilir, bir miktar distile suda ¢oziiliir ve tlizeri distile su

ile 50 mL’ye tamamlanr.
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% 10’luk ZnSO4: 5 g ZnSO4 yada 8,9 g ZnS0O4.7 H20 tartilir bir miktar distile suda ¢ozullr

ve Uzeri distile su ile 50 mL’ye tamamlanir.
1 M HCI: 4,20 mL HCI cekilir ve uzeri distile su ile 50 mL’ye tamamlanir.

VCls ¢0zeltisi: 0,4 g VCIs bir miktar 1 M HCI de ¢oziiliir ve tizerine ayn1 ¢ozelti ile 50 mL’ye

tamamlanir.
% 5’lik HCI: 2,86 mL % 37°lik HCI ¢ekilir ve iizeri distile su ile 25 mL’ye tamamlanir.
% 2’lik SULF(Siilfanilamit): 0,5 g Stlfanilamit tartilir, 25 mL % 5’ lik HCl igerisinde ¢oziiliir.

% 0,1’lik NEDD (N-(1-Naftil)-etilen diamin dihidro klortr): 0,025 g NEDD tartilir. Bir

miktar distile suda ¢Ozulur ve tzeri distile su ile 25 mL’ye tamamlanir.
Deneyin yapihsi

Doku homojenat1 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. 0,3 mL siipernatant alinir, tizerine 0,3 mL
0,3 M NaOH ilave edilir. Oda sicakliginda 5 dk beklenir. 0,3 mL % 10’luk ZnSOu ilave edilir.
Vortekslenir. 4°C ‘de 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Ust faz alinir ve 4°C*de 14000 rpm’de
5 dk. santrifiij edilir. iki adet deney tiipii anilir, kér ve numune olarak isaretlenerek asagidaki

gibi caligilir.

Tablo 8: Nitrik oksit tayin yontemi

Numune Kor
Deprotenize St 0,3 mL -
Distile Su - 0,6 mL
VCls 0,3 mL 0,3 mL
SULF 0,15 mL -
NEDD 0,15 mL -
30 dk 37 °C’de etiivde inkiibe edilir.

Kore kars1 540 nm’de absorbans kaydedilir. Sonuglar 53000 M-Y/cm! ekstinsiyon katsayisi ile

pumol/ L cinsinden hesaplanir.
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5.11.4. SUperoksit dismutaz aktivitesi tayini

Slperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin foto-
oksidasyon hizin1 arttirma yetene§i olarak Olciiliir. Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle
olusturdugu stiperoksit radikali, ortamdaki SOD’un etkisiyle hidrojen peroksite doniisiir. H202
ise o-dianisidin ile reaksiyona girerek renkli Grln olusturur. SOD aktivitesi ne kadar ¢ok ise
renkli {irtin olusumu da o kadar fazla olur. Olusan renkli iiriinlin absorbansi 460 nm’de

spektrofotometrik olarak degerlendirilir (Mylroie ve ark., 1986).
Gerekli ¢ozeltiler

Fosfat tamponu (pH 7,8): 0.136 g KH2PO4 ve 0.697 g KoHPOa tartilip ayri ayri biraz distile
su i¢inde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir (hacim 100 mL’ye

tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH 7,8’e ayarlanir).

Fosfat tamponu + 0.1 mM hk Na-EDTA: 0,0037 g Na-EDTA tartilir biraz 50mM’lik fosfat

tamponunda ¢ozulur ve hacmi 50 mM’lik fosfat tamponu ile 100 mL’ye tamamlanir.

Potasyum fosfat tamponu (pH 7,5): 0,041 g KH2PO4 ve 0,122 g K2HPOg4 tartilip ayr1 ayri
biraz distile su i¢inde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir (Hacim

100 mL’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH 7,5a ayarlanir).
Riboflavin ¢ozeltisi: 7,5 mg riboflavin 100 mL potasyum fosfat tamponunda (pH: 7,5) ¢ozulur.
o- Dianisin ¢ozeltisi: 19 mg o-dianisin 10 mL distile suda ¢ozulir.

Deneyin yapihsi

% 10’luk doku homojent1 10 dk. 4000 rpm de santrifiij edilir. Stipernatant alinir tam veya 1/10

oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek calisilir.

Numune, standart ve kor olmak tizere 3 deney tiipii alinir.
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Tablo 9: Superoksit dismutaz aktivitesi tayin yontemi

Numune Kor
Fosfat tamponu
(pH:7.8) 2,6 mL 2,6 mL
o-Dianisidin 0,1 mL 0,1mL
Distile Su -- 0,1 mL
Sfyreltllmtg 0.1 mL .
Supernatant
Her tipe 30 sn ara ile 0,2 ml riboflavin konur, vorteksle karistirilir. Plastik makro
kiivette 460 nm ‘de abs okunur
Sonra tiipler oda sicakliginda 20 W Floresans lamba bulunan kutu i¢inde 8 dk
inkdbe edilir.

Not: Lamba 20’ 6nceden acilir ve 1sinmasi1 saglanir.
Kore karsi plastik kiivetlerde 460 nm’de absorbans kaydedilir.

5.11.5. Glutatyon S-transferaz aktivitesi tayini

Glutatyon S-Transferaz (GST) aktivitesi tayini, Glutatyon ve 1-Kloro-2,4-dinitro-benzenin
(CDNB) konjugasyonu ile olusan tiriiniin, 340 nm’deki absorbansinin spektrofotometrik olarak

degerlendirilmesi esasina dayanir (Habig ve Jakoby, 1981).
Gerekli ¢ozeltiler

Sodyum fosfat tamponu (pH:6,5): 0,534 g Na2HPO4.2H20 ve 2,3 g KH2POg ayr1 ayri biraz
distile suda ¢6ziiliir ve birbirine karistirilir ve hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanir (Hacim

100 mL’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, 1M NaOH ile pH 6,5 e ayarlanir).

Glutatyon ¢ozeltisi (60 mM): 1,84 g glutatyon biraz distile suda ¢ozilir ve hacmi 100 mL’ye

tamamlanir.

1-Klor-2,4-dinitro-benzen ¢ozeltisi (CDNB): Absolii etanolde taze hazirlanir. 1,22 g CDNB

tartilir ve biraz etanolde ¢oziiliir. Sonra hacmi 100 mL’ye tamamlanir.
Deneyin yapihisi

%10’luk doku homojent1 10 dak. 4000 rpm de santrifiij edilir. Siipernatant alinir ve 1/40
oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek calisilir. Numune ve kor olarak isaretlenmis iki tiip

almir ve asagidaki gibi caligilir.
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Tablo 10: Glutatyon S-transferaz aktivitesi tayin yontemi

Numune Kor
Dilue stpernatant 0,5 mL --
Serum Fizyolojik -- 0,5mL
Fosfat Tamponu 1,5mL 1,5mL
GSH Cozeltisi 0,05 mL 0,05 mL
CDNB Cozeltisi 0,05 mL 0,05 mL
Distile su 0,90 mL 0,90 mL

Kanstirllir. 3 dakika siire (0., 1., 2., 3. dakikalarda) ile karistmin 340 nm’de (25°C)
absorbanslar1 izlenir ve kaydedilir. Absorbans artis1 hesaplanir. Glutatyon ve CDNB’nin
konjugasyonu sonucu olusan iiriin i¢in saptanmis olan ekstrinksiyon katsayis1 9,6 mM-* x cm?
kullanilarak sonuglar asagidaki gibi hesaplanir. Enzimsel konjugasyon sonucundan, enzimsel

olmayan konjugasyon degerleri ¢ikarilir.

5.11.6.Toplam sialik asit tayini

Sialik asit, periyodik asid ile okside olarak beta-formilpiirivik asit olusur. Bu bilesik
tiyobarbutirik asit ile reaksiyona sokularak, 549 nm'de maksimum absorbans veren renkli bir
bilesige doniistiiriiliir. Bu iiriin stabil degildir, bu nedenle siklohekzanon fazina gekilir. Olusan
rengin siddeti 549 nm'de maksimum absorbansa sahiptir. 549 nm’ deki rengin absorbansi

spektrofotometrik olarak degerlendirilir (Warren, 1959).
Gerekli ¢ozeltiler

0,1 N H2SOu4 ¢ozeltisi: 1 litrelik balon jojeye bir miktar distile su ilave ettikten sonra tizerine

2,71 mL derisik stlfirik asit konur ve hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir.

0,2 M Sodyum metaperiyodat: 250 mL’lik balon jojeye belli bir miktar distile su ilave edilir.
Suyun Uzerine 151,7 mL fosforik asid ilave edilip karistirilir. Bu karisimin tizerine 10.695 g
Sodyum-meta periyodat ilave edilir, karistirilarak ¢6ziinmesi saglanir. Hacim distile su ile 250

mL’ye tamamlanir.

0,5 M sodyum sulfat ¢ozeltisi: 500 mL’lik bir balon jojeye 35,5 g sodyum siilfat bir miktar

0,1 N sulfurik asit icinde ¢ozuldukten sonra hacim 500 mL’ye 0,1 N siilfirik asit ile tamamlanur.
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%10 g sodyum arsenit ¢ozeltisi: 10 g Sodyum meta arsenit tartilir, bir miktar 0,5 M sodyum

stlfat icerisinde ¢Ozulur, hacim 0,5 M sodyum silfat ile 100 mL’ye tamamlanir.

%0,6 g TBA cozeltisi: 0,6 g TBA tartilir, bir miktar 0,5 M sodyum siilfat i¢erisinde ¢oziiliir,

hacim 0,5 M sodyum sulfat ile 100 mL’ye tamamlanir.
Siklohekzanon: Orijinal sisesinden kullanilir.
Deneyin yapihsi

%10’luk doku homojenati 10 dk 4000 rpm de santrifiij edilir. Stipernatant ayrilir. 360 pL 0,1 N
H2SOuile 40 pL siipernatant karistirilir, tiiplerin agz1 kapatilarak 1 saat 80°C’de etiivde hidroliz

edilir. Elde edilen hidrolizat numune olarak isaretlenmis deney tiipiine konur.

Tablo 11: Sialik Asit tayin yontemi

Numune
Hidrolizat 0,2 mL
0.2 M sodyum 0.1mL

metaperiyodat
20 dakika oda sicakliginda beklenir.

%10 sodyum

. 1mL
arsenit

Meydana gelen sar1 renk kayboluncaya kadar calkalanir.
%0.6 g TBA 3mL

100°C lik su banyosunda 15 dakika bekletilir. Bu slre sonunda
tiipler su banyosundan alinarak buzlu su i¢cinde oda 1sisina
sogutulur.

Siklohekzanon 4,3 mL

[lave edilir. Vortekslenir ve 10 dk 3000 rpm’de santrifiij edilir.

Kor olarak 1ml siglohekzanon kullanilir. Organik fazin renk siddeti
549 nm de okunur.

Sonuglar ekstinksiyon katsayisi1 kullanilarak mg sialik asit / g protein cinsinden hesaplanir.
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5.11.7. indirgenmis glutatyon tayini

Elmann ayiraci, 5-5’ditiyobis -2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile siilfidril gruplarinin reaksiyonu

sonucu olugan renkli {irlin spektrofotometrik olarak degerlendirilir (Beutler, 1975).
Gerekli ¢ozeltiler

Sodyum sitrat ¢ozeltisi: 1 g sodyum sitrat tartilir, biraz distile suda ¢6ziilerek hacmi distile su

ile 100 mL’ye tamamlanir.

Ellman ayiraci: 40 mg DTNB (5-5’ ditiyobis-2-nitrobenzoik asit) tartilir, biraz sodyum sitrat

cozeltisinde (% 1 g) ¢ozulur. Hacmi %1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlanur.

Proteinsizlestirme cozeltisi: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g etilen diamin tetra asetik asit
sodyum tuzu (EDTA-Na), 30 g sodyum kloriir ayri ayri biraz distile suda ¢oziiliir. Hepsi

birlestirilir ve hacmi 100 mL’ye distile su ile tamamlanir.

Disodyum fosfat ¢ozeltisi: 4,26 g NazHPO4 veya (5,34 g NazHPO4. 2H20) biraz distile suda

¢ozuldr ve hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.
Deneyin yapihisi

Bir deney tupiine 0,2 mL doku homojenat: konur. Vorteks ile karistirilir. Uzerine 0.3
mL proteinsizlestirme ¢dzeltisinden ilave edilir. Vorteksle karistirilir. 5 dk. oda sicakliginda
bekletilir. 4000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilir. Cokelti atilir. Siipernatant almir. Iki tane deney

tiibii alinir. Numune ve kor olarak isaretlenerek asagidaki gibi ¢alisilir.

Tablo 12: Glutatyon tayin yontemi

Numune Kor
Distile su - 0,2 mL
Stpernatant 0,2 mL -
NazHPO4 0,8 mL 0,8 mL
Elmann ayraci 0,2 mL 0,2 mL
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Tiipler vortekste karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dk. bekletilir. Kore karst 412 nm’de
absorbanslar kaydedilir. Sonuglar seyreltme faktorii ve olusan sar1 renkli iiriiniin 412 nm’de

ekstinksiyon katsayis1 (13600/m cmt) kullanilarak hesaplanir.

5.11.8. Asetilkolin esteraz aktivitesi tayini

Asetilkolinesterazin asetiltiyokolini hidrolize etmesi ile agiga ¢ikan tiyokolin, Ellman reaktifi
olarak bilinen DTNB (5,5'-ditiyo-bis-2- nitrobenzoik asit) ile reaksiyona girerek sar1 renkli
kromofor TNB (5-tiyo-2- nitrobenzoik asit) olusumuna neden olur. 405 nm’de agiga ¢ikan bu
sar1 rengin siddeti TNB olusumu dolayis1 ile AChE aktivitesi ile dogru orantilidir (Ellman ve
ark., 1961).

Gerekli ¢ozeltiler

Fosfat tamponu (pH:7,5): 1070 mg NazHPO4, 295 mg NaH2PO4 80 mL distile suda ¢ozilir,

pH ayar1 yapildiktan sonra 100 mL'ye tamamlanir.

Asetiltiyokolin iyodur c¢ozeltisi: 41,25 mg asetiltiyokolin iyodir, 1 mL pH 7,5 olan 100 mM
Fosfat tamponunda ¢ozulur.

DTNB (10mM): 39,6 mg DTNB 10 mL Fosfat tamponunda (pH 7,5) ¢ozilir.

Tablo 13: Asetilkolin esteraz tayin yontemi

Numune

Fosfat Tamponu 0,65 mL

DTNB 0,025 mL
Ornek 0,1 mL

Absorbanstaki arfisin sabitlenmesi icin 10 dk. beklenir.

Asetiltiyokolin iyodir

0,005 mL
(substrat)

412 nm’de dakika basina 3 dakika boyunca absorbans alinir.
Hesaplama: 5.74*(10"-4)*AA/Co

Co: Dokunun ilk konsantrasyonu(mg/ml)
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AA: Ortalama absorbans farki

5.11.9. Alkalen fosfataz aktivitesi tayini

ALP enzimi substrat olarak kullanilan p-nitrofenil fosfati ortamin pH sina bagl olarak p-
nitrofenol’a hidroliz etmektedir. Meydana gelen {iriiniin 405 nm de verdigi absorbans

spektrofotometrik olarak degerlendirilir (Walter ve Schiilt, 1974).
Gerekli ¢ozeltiler

0,1 N HCI ¢ozeltisi: d=1,19 g/ml %37°1ik HCI ¢ozeltisinde 0,828 ml alarak biraz distile su

uzerine konur. Sonra hacim 100 mL’ye tamamlanir.

Tampon ¢ozelti (pH 9,8): 1,052 g dietanolamin, 8 mL 0,1 N HCI, 46,4 mg 4- nitrofenilfosfat
85 mL distile suda ¢oziiniir. 0,1 N HCl ile pH’s1 9,8’¢ ayarlanir. Sonra hacmi distile su ile 100

mL’ye tamamlanir.

0,05 N NaOH cozeltisi: 0,2 g NaOH biraz distile suda ¢6zilir. Hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlanir.
Deneyin yapihsi:
Numune ve kor olarak isaretlenmis 2 deney tiipii alinir.

Tablo 14: Alkalen fosfataz aktivitesi tayin yontemi

Numune Kor
Tampon ¢ozeltisi 2 mL 2 mL
Distile su -- 0,05 mL
Doku homojenan 0,05 mL --

Vortexde karistirilir ve oda temparaturede 30 dk inkiibe edilir.
NaOH cozeltisi 10 mL 10 mL

Vortexde karistiriir ve 405 nm’de absorbans okunarak kaydedilir.

Hesaplama

Doku homojenatinda ALP aktivitesi Abs X 434(U/L) formiilii kullanilarak U/g protein

cinsinden hesaplanir.
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5.12. Beyin ve Hepatopankreas Dokusunda Keton Cisimleri Tayini

Calisma icin alinmis olan hepatopankreas ve beyin dokular1 homojenize edildikten sonra -
80°C’de saklanmistir. Homojenizasyon sirasinda santrifiij tliplerinin yerlestirilecegi kistm uzun
stire buzdolab1 buzlugunda bekletilmistir. Bu sayede homojenizasyon sirasinda 1sinma asgari
diizeye indirilmistir. Homojenizasyon i¢in fosfat tamponu kullanilmistir. Calisilacak dokular —
80°C’den cikarilarak bir giin boyunca -20°C’de bekletilmistir. Calisma i¢in Sigma-MAK134
kiti kullanilmistir. Bu Kitle beta hidroksitbitirat ve asetoasetat keton cisimlerinin kolorimetrik

olarak 340 nm’de Ol¢ililmesi saglanmistir. Kit i¢indeki prosediir ile calisma gerceklestirilmistir.
5.13. Beyin Dokusunda Dopamin ve DOPAC Duzeyi Tayini

LC-MS/MS, siv1 kromatografisi esasina dayanan bir yontem ve cihazdir. Bu cihazs HPLC
cihazinin bir alt tiiri gibi tanimlanabilir ama kiitle dedektoriiniin gelismis 6zellikleri ile farkli
bir cihaz olarak degerlendirilir. Kiitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alanda
hareket eden yiiklii partikiilleri kiitle/yiik oranlarina gore diger yiikli partikiillerden ayirt ederek
O0lcme yontemine gore ¢alisan cihazlardir. Kiitle dedektorii iyon kaynagi, kiitle analizorii ve

iyon dedektorii olarak 3 kisimdan olusur (Eser ve Dingel, 2018).

Norotransmitter analiz i¢in alman beyin dokulari serum fizyolojik ile homojenize hale
getirilmis ve -80°C’de saklanmistir. Calisma giinii hazirlanan bu homojenatlar 13000g’de 20
dk santrifiij edilmistir. Daha sonra LC/MSMS metodu ile 6l¢iim alinmistir. Alman 6l¢timler
dopamin ve DOPAC molekiillerini kapsamaktadir. Bu asama SEM Laboratuvarlarinda hizmet

alimi seklinde gergeklestirilmistir.

5.14. Beyin Dokusunda Mikroarray Analizi

Mikroarray icin hazirlanan maruziyet gruplari lizatlar1 -20°C’den ¢ikarilmis ve 6nce deney
gruplarinin tiim RNA’lar elde edilmistir. Gruplardan elde edilen RNA’larin RIN degerlerine
ve Az60/A2s0 oranina bakilmigtir. Degerler isleme devam etmek igin yeterli oldugu goriilmiistiir.
RNA’lar1 hazirlanan gruplarin konsantrasyonuna gore spike karisimlar1 hazirlanmis ve 6rnekler
ile birlestirilmigtir. Ardindan etiketleme asamasina gecilmistir. Etiketleme boyunca T7
primerleri eklenmistir, cDNA ve ardindan cRNA olusturulmustur. Cyanine 3-CTP (cy3) boyasi
ile etiketlenmis cRNA’lar amplifiye edilir, ardindan saflagtirma yapilmistir. Saflastirma iglemi
sonrasi kalite kontrol adiminda 6rneklerin konsantrasyonlari, cy3 konsantrasyonu (pmol/uL)
A260/A2g0 degeri Olgiilmiistiir. Degerler isleme devam etmek igin yeterli oldugu goriilmiistiir.

Daha sonra hidridizasyon islemine gecilmistir. Hibridizasyon i¢in hazirlanan ornekler
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Mikroarray slide’na yiiklenmis, hibridizasyon firininda 17 saat inkiibe edilmistir. Bunun
ardindan slide’in yikanma islemi ve daha sonrasinda taranmasi gergeklestirilmistir. Slide
tarandiktan sonra tiff imaj1 elde edilmis, bu tiff imaj1 Feature Extraction yazilimiyla
incelenmistir, kalite raporlar1 ve ham datalar (txt) ¢ikarilmistir. Veri analizi icin GeneSpring

yazilimi kullanilmistir.
5.15. Beyin Dokusunda Gen Ekspresyon Duzeyi Belirlenmesi (RT-PCR)

Maruziyet sonras1 gen ifadeleri analizi i¢in hazirlanan beyin ve hepatopankreas dokulari
lizatlar1 -20°C’den ¢ikarildi. Daha sonra lizata etanol eklenerek RNA’nin RNeasy membranina
baglanabilmesi i¢in gerekli kosullar saglanmis ve érnekler RNeasy spin kolonuna aktarilmaistir.
Total RNA membrana baglandiginda kontaminantlarin da yikanmasi ile RNA eliisyonu RNase-
bulunmayan su i¢inde gerceklestirilmistir. Baglanma, yikanma ve eliisyon islemleri Qiacube

(Qiagen) izalosyon cihazi kullanilarak yapilmistir. Bu agamada RNeasy Mini Kit kullanilmgtir.

cDNA sentezi igin ABM OneScript Plus cDNA Synthesis Kit kullanilmistir. Qiagen Rotor
Gene-Q cihazi yardimiyla RT-PCR gergeklestirilmistir. RT-PCR icin ABM Blastag 2X qPCR
MasterMix Kit kullanilmistir. incelenen primerler; ekspresyonu degismeyen temel gen olarak
beta aktin 1 (actbl) kullanilmistir ve diger arastirilan genler prkn, pinkl, Irrk2, dj1, mtor, atg5,
sirtl, hmgcsi, slcl6al6, slcba2, pparg, pparb, tnfa ve il6°dir. Ornekler tekrarli calisilmistir.

5.15.1. Delta delta Ct metodu ile veri analizi

Verilerin analizi ekspresyonu degismeyen temel gen actbl ile normalizasyona dayali delta delta

Ct(AACt) metodu kullanilarak yapilmustir.

Bu yontem ile PCR’da belirlenen esik deger dongii sayisi (threshold cycle number = Ct), kontrol
ve arastirilan gen i¢in karsilastirilir. Kontrol (referans) ile incelenecek gen bolgesi arasindaki
Ct deger farkliligr housekeeping gen ile normalize edilip AACt orani belirlenerek bulunur.
“Ekspresyonu degismeyen temel genler” tum cekirdekli hiicrelerde aktif olarak bulunan
genlerdir ve bunlara spesifik primerlerle amplifiye edilerek belirlenirler. Bu amagla kullanilan
gen bolgeleri arasinda B-aktin, albumin, B-globin, hipoksantin fosforibozil transferaz
sayilabilir. Kargilagtirmali Ct metodu ayni1 zamanda 2— [delta][delta]C: olarak bilinmektedir
(Yuan ve ark., 2008).

[delta] [delta] C: = [delta] Ct,0rnek - [delta] Ci,referans
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Bu formulde [delta] Ct,6rnek ; ilgilenilen 6rnege ait Ct degeri ile housekeeping genin Ct deger
farkliligidir. [delta]Ct, referans ise kontrole ait Ci degeri ile housekeeping genin Ct deger
farkliligidir (Yuan ve ark., 2008).

5.16. Beyin Dokusunda Immiinohistokimyasal Boyama

Histolojik analizler i¢in toplam 32 zebra balig1 kullanilmistir; 1) Kontrol, 2) ROT, 3) LPS, 4)
ROT+LPS, 5) EMP, 6) ROT+EMP, 7) LPS+EMP, 8) ROT+LPS+EMP. Zebra baliklarindan
alinan beyin dokularinda tirozin hidroksilaz (TH) ve lenfosit sitozolik protein 1 (Lcpl)

seviyelerinin analizleri i¢in immiinohistokimya (IHC) yontemi kullanilmastir.

Histolojik analizler i¢in alinan beyin dokulari, 0,1 M fosfat tampon (PBS) (pH 7,4) ile
hazirlanan % 4’lik paraformaldehit (PFA) i¢inde 4°C’de 24 saat fikse edildi. Fiksasyon sonrasi
PBS ile yikanan dokular; kriyoprotektan ajan olarak, dnce %25 siikroz soliisyonunda (0,1 M
fosfat tampon) 2,5 saat, daha sonra %35 suikroz solisyonunda 12 saat inkiibe edildi (4°C).
Ardindan beyin dokusu, gdmme ortami olarak kullanilan siikroz (20% w/v) — jelatin (7.5% wiv,
Sigma) karisimina horizontal olarak gomiildii (Li ve ark., 2014). Mantar Uzerine gdémilen
dokular, gdmme ortaminin kivamli hale gelmesi i¢in oda sicakliginda (RT’de) bekletildi, sonra
izopentan ve sivi azot kullanilarak yavas dondurma yontemi ile donduruldu (Sekil 10).
Dondurulan dokular, kriyostat (Sekil 10) ile kesit alma islemine kadar -80°C’de saklandi. Her
bir beyin dokusundan, seri kesit ile yaklagik 200-250 kesit (5 um) alindi. Doku kesitleri, IHC
analizine kadar -20°C’de saklandi. IHC analizi i¢in, tiim gruplarda ayni seviyeden (62.-71.)
kesitler kullanildi. Boylece, tim gruplar i¢in beyin 6rnekleri ayni seviyeden analiz edildi. Her

gruptan 4 doku kesitine IHC analizi yapildi.
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Sekil 10: Beyin dokulariin dondurulmasi ve kesit alinmasi iglemi. Dokularin horizontal olarak mantar
lizerinde gdmme ortamina yerlestirilmesi ardindan izopentan ve sivi azot kullanilarak yapilan yavas
dondurma yontemi gosterilmistir. Dondurulan dokulardan kriyos ile 5 um kalinliginda alinan kesitlerden

bir kism1 boyandi ve 151k mikroskobik olarak lokalizasyonu belirlendi.

5.16.1. Tirozin hidroksilaz immiinohistokimyasi

Beyin dokusunda, dopaminerjik noron belirteci olan tirozin hidroksilaz (TH)’1n ekspresyon
seviyesinin incelenmesi i¢in [HC yontemi kullanilmistir. Doku kesitleri, RT’de 10 dakika (dk),
37°C’de PBS igerisinde 15 dk bekletildikten sonra, gdmme ortaminin uzaklastirilmasi saglandi.
Soguk %4’lik PFA (0,1 M fosfat tampon) ile fiksasyon sonras1 PBS ile yikama yapildi. Daha
sonra, %0,3 Triton X-100 (0,1 M fosfat tampon) soliisyonunda bekletilerek doku kesitlerinin
gecirgenligi arttirlldi. %2 BSA (sigir serum albumini) (T-PBS; % 0,1 Tween igeren PBS) ile
bloklama sonrasi mouse monoclonal TH antikoru (1:4000, #22941; Immunostar, Hudson,
USA) ile 4°C°de 16-18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi RTye getirilen dokular yikand.
Doku kesitlerine sirasiyla biyotinlenmis sekonder antikor soliisyonu ve bayir turbu peroksidaz
soliisyonu (ScyTek: SHP125) uygulandi. TH immiin boyamasi i¢in kromojen olarak DAB
kullanildi. Yikama igleminden sonra 1 dk Mayer hematoksileni uygulanarak zit boyama yapildi

ve ardindan dehidrasyon sonrasinda entellan ile kapatildi.
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Beyin doku kesitlerinde TH i¢in immin isaretleme yapilarak dopaminerjik néron seviyesi
degerlendirildi. Tim kesitler Olympus BX61 151k mikroskobunda incelenip ayni ayarlarda
(exposure: 20,45 ms) fotografland: (CellSens yazilimi; DP72; Olympus, Tokyo, Japan). Beyin
dokusunun diensefalon bolgesinden c¢ekilen 40X goriintilerde Fiji yazilimi kullanilarak
skorlama yapild1 (Crowe ve Yue, 2019, Kaslin ve Panula, 2001). Fiji yaziliminda DAB renk
kanalina ait mikrografa uygulanan ‘esik degeri (threshold)’ komutu sonrasinda pozitif hiicreler

belirlendi ve skorlandi.

5.16.2. Lenfosit sitozolik protein 1 immiinohistokimyasi

Beyin dokusunda, monosit/makrofaj hiicre soyuna ait belirte¢ olan lenfosit sitozolik protein 1
(L-plastin, Icpl) protein ekspresyon seviyesinin incelenmesi i¢in immiin isaretleme yapildi
(Lelieveld ve ark., 2022). IHC analizi i¢in doku kesitleri, RT’de 10 dk, 37°C’de PBS igerisinde
15 dk bekletildikten sonra gdomme ortaminin uzaklastirilmas: saglandi. Doku kesitleri soguk
metanolde (-20°C) 10 dk bekletilip T-PBS ile yikandi. Ardindan RT’de doku kesitlerine, %2
BSA ve %1 DMSO soliisyonu ile 1 saat bloklama yapildi. Kesitler bloklama sonrasi, tavsan
poliklonal Icpl antikoru (1:500, #GTX124420; GeneTex, Kaliforniya, USA) ile 4°C’de 16-18
saat inkube edildi (Lelieveld ve ark., 2022). Yikama sonrasi doku kesitlerine biyotinlenmis
sekonder antikor soliisyonu ve bayir turbu peroksidaz soliisyonu (ScyTek: SHP125) uygulandi.
Lcpl immiin boyamast i¢in kromojen olarak AEC kullanildi. Kesitler yikandiktan sonra 1 dk
Mayer hematoksileni uygulanarak zit boyama yapildi. Yikama sonrasi doku kesitleri, su bazli

kapatma medyumu ile kapatildi.

Beyin doku Kkesitlerinde Icpl igin isaretleme yapilarak mikrogliya belirtecinin miktar
immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Tiim kesitler Olympus BX61 151k mikroskobunda
incelendi ve aym ayarlarda (exposure: 21,75 ms) fotograflandi (CellSens yazilimi; DP72;
Olympus, Tokyo, Japan). Beyin dokusunda, 3. ventrikul ve lateral ventrikullerin gevresindeki
bolgelerden 40X biiylitme ile ¢ekilen alanlar Fiji yazilimi kullanilarak skorlandi (Crowe ve
Yue, 2019, Lelieveld ve ark., 2022). Fiji yazilminda AEC renk kanalina ait mikrografa
uygulanan ‘esik degeri (threshold)’ komutu sonrasinda pozitif hiicreler belirlendi, Icpl immdiin

isaretlemesi boyanmanin siddeti ve yogunluguna gore skorlandi (Gence ve ark., 2022).

5.17. istatistiksel Analiz

Istatiksel analizler i¢in Graph Pad Prism 9 istatistik programi kullanildi ve veriler ortalama +
standart sapma (SD) degerleri ile ifade edildi. Gruplara ait verilerin normal dagilima uygun

olup olmadig1 Saphiro-Wilk normalite testi ile degerlendirildi. Normal dagilima sahip, ikiden
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fazla grup ortalamasinin karsilastirilmasi; parametrik Tek Yonli Varyans (Tek Yonli
ANOVA) analizi ile yapildi. Anlamli fark durumunda, gruplar arasindaki anlamlilik post-hoc
Tukey HSD testi kullanilarak analiz edildi. p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Gruplarin Ortalama Agirhiklarinin Sonuclar

Baliklari baglangigta ve 4 hafta boyunca belirlenen viicut agirliklar: Sekil 11°de verilmistir.
Kontrol grubunda 4 hafta sonunda viicut agirliklarinda artig, LPS disindaki diger gruplarda ise
baslangica gore 4. hafta sonunda azalma goriilmiistiir. Gruplarm 4.hafta viicut agirliklarinin

karsilagtirilmas: Sekil 11°te verilmistir.
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Sekil 11: Gruplarin viicut agirliklarinin deney boyunca degisimi **** p<(0,0001; ***p<0,001;
**p<0,01; *p<0,05
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Sekil 12: Gruplarin 4.hafta viicut agirliklarinin karsilagtiritlmasi **** p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01;
*p<0,05

Calismamizda ROT, LPS, ROT ile beraber LPS (ROT+LPS) ve EMP uygulanan gruplarda
viicut agirliklar1 4.hafta sonunda kontrol grubuna kiyasla azalmistir (Sekil 12). Bu azalma
ROT+LPS+EMP grubu disinda tiim istatistiksel olarak anlamliydi. Ayrica baslangic ile
kiyaslandiginda ROT, ROT+LPS, EMP, ROT+EMP, LPS+EMP ve ROT+LPS+EMP
gruplarinda 4.hafta sonunda viicut agirliklar1 istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir

(Sekil 12).
6.2. Davranis Analizleri Sonuclari

Davranis analizlerinin ToxTrac programindan alinan sonuglart asagidaki bdliimlerde

verilmistir.

6.2.1. Y-labirenti sonuglar:
Tiim gruplarda maruziyet sonrasi zebra baliklar1 bes dakika boyunca Y-labirenti testine tabi
tutulmustur. Daha sonra Kinovea programinda zebra baliklar1 izlenmis ve hareketleri

kaydedilmistir. Hareketlerin analizi i¢in Microsoft Excell program1 kullanilarak Sekil 13’deki

sonugclar elde edilmistir.
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Sekil 13: Gruplarin SAP, SAR ve AAR oranlarinin kargilagtirilmasi **** p<0,0001; ***p<0,001;
**p<0,01; *p<0,05. SAR: Same Arm Return, Ayn1 Kol Doéniisli, SAP: Spontaneous Alteration

Performance, Spontan Degisim Performansi; AAR: Alternative Arm Return, Alternatif Kol Dontisii

Y-maze Testi ¢alismamizda ROT ve LPS gruplarinda SAP degerleri kontrol grubuna gore
azalirken, ROT ve ROT+LPS gruplarinda EMP uygulamasi1 SAP degerlerini arttirmistir.
Calismamizda AAR seklinde oOlgiilen alternatif kol doniisleri, ROT, LPS ve ROT+LPS
gruplarinda degismezken EMP grubunda artmistir. Calismamizda SAR degeri ROT, LPS ve
ROTHLPS gruplarinda kontrol grubuna gore artmistir. ROT ve LPS gruplarinda EMP
uygulamasi SAR degerini azaltmistir (Sekil 13).

6.2.2. Lokomotor aktivite sonuglari

Tiim gruplarda maruziyet sonrasit zebra baliklar1 tank iginde bes dakika boyunca yilizme
hareketleri video kayit altina alinmistir. Kinovea programinda zebra baliklar1 izlendikten sonra

ToxTrac programi yardimiyla sonuglar ve gorseller elde edilmistir.
6.2.2.1. Kesfedilen alan

Kontrol grubundaki baliklarin tank igerisinde kesfettikleri alan piksel ve ¢izgi formatinda Sekil
14°te gosterilmistir. Zebra baliklariin yogun olarak bulundugu alanlar yesil ve kirmizi, daha

az bulunduklar1 alanlar ise mavi ve agik mavi renktedir.
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Sekil 14: Kontrol grubu zebra baliklarinin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda gosterimi.

ROT grubundaki baliklarin tank igerisinde kesfettikleri alan piksel ve ¢izgi formatinda Sekil
15°de gosterilmistir. Zebra baliklarinin yogun olarak bulundugu alanlar yesil ve kirmizi, daha

az bulunduklar1 alanlar ise mavi ve agik mavi renktedir.

T
1
I

Sekil 15: ROT grubu zebra baliklarinin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda gosterimi.

LPS grubundaki baliklarin tank igerisinde kesfettikleri alan piksel ve ¢izgi formatinda Sekil
16°de gosterilmistir. Zebra baliklariin yogun olarak bulundugu alanlar yesil ve kirmizi, daha

az bulunduklari alanlar ise mavi ve agik mavi renktedir.

Sekil 16: LPS grubu zebra baliklariin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda gosterimi.
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ROT+LPS grubundaki baliklarin tank igerisinde kesfettikleri alan piksel ve ¢izgi formatinda
Sekil 17°da gosterilmistir. Zebra baliklarinin yogun olarak bulundugu alanlar yesil ve kirmizi,

daha az bulunduklar1 alanlar ise mavi ve a¢ik mavi renktedir.

Sekil 17: ROT+LPS grubu zebra baliklarinin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda gdsterimi.

EMP grubundaki baliklarin tank igerisinde kesfettikleri alan piksel ve ¢izgi formatinda Sekil
18’de gosterilmistir. Zebra baliklarmin yogun olarak bulundugu alanlar yesil ve kirmizi, daha

az bulunduklar1 alanlar ise mavi ve acik mavi renktedir.

Sekil 18: EMP grubu zebra baliklarinin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda gosterimi.

ROT+EMP grubundaki baliklarin tank igerisinde kesfettikleri alan piksel ve ¢izgi formatinda
Sekil 19°de gosterilmistir. Zebra baliklarinin yogun olarak bulundugu alanlar yesil ve kirmizi,

daha az bulunduklar1 alanlar ise mavi ve agik mavi renktedir.
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Sekil 19: EMP+ROT grubu zebra baliklarinin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda gosterimi.
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LPS+ EMP grubundaki baliklarin tank icerisinde kesfettikleri alan piksel ve ¢izgi formatinda

Sekil 20°da gosterilmistir. Zebra baliklarinin yogun olarak bulundugu alanlar yesil ve kirmizi,

daha az bulunduklar1 alanlar ise mavi ve a¢ik mavi renktedir.

Sekil 20: LPS+EMP grubu zebra baliklarmin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda gosterimi.

ROT+LPS+EMP grubundaki baliklarin tank igerisinde kesfettikleri alan piksel ve cizgi
formatinda Sekil 21’de gosterilmistir. Zebra baliklarinin yogun olarak bulundugu alanlar yesil

ve kirmizi, daha az bulunduklari alanlar ise mavi ve agik mavi renktedir.

Sekil 21: ROT+LPS+EMP grubu zebra baliklarinin kesfettikleri alanin piksel ve ¢izgi formatinda

gOsterimi.
6.2.2. Gruplarmm lokomotor aktivite degerlerinin karsilastirmasi

Lokomotor aktivite calismamizda ROT ve ROT+LPS gruplar ortalama hiz degerleri kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalmistir., ROT+LPS+EMP ortalama hiz degerleri kontrol
grubuna gore ve LPS grubu ortalama hiz degerleri ROT+LPS grubuna gore anlamli olarak
azalmistir. ROT, LPS ve ROT+LPS gruplari kesif oran1 degerleri kontrol grubuna gore anlamli
olarak azalmistir., ROT+EMP grubu kesif orami degerleri ROT grubuna gore ve
ROTHLPS+EMP grubunun kesif orani degerleri ROT+LPS grubuna goére anlamli olarak
artmistir. ROT ve ROT+LPS gruplar1 katedilen mesafe degerleri kontrol grubuna gore anlaml

olarak azalmistir.

TUm gruplar bes dakikalik video kaydi sonrasi ToxTrac programi ile yapilan analizlerin

sonuglar1 Sekil 22°de verilmistir.
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Sekil 22: Gruplarin lokomotor aktivite degerlerinin karsilastirilmasi (Sirasiyla Ortalama hiz (mm/s),

Kesif Oran1 (%), Katedilen mesafe (mm)) **** p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.

6.3. Kan Glukoz Tayini Sonuclari

Calismamizda ROT grubuna benzer sekilde LPS uygulanan grupta da kan glukoz diizeyi
kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmistir. Yine ¢alismamizda uygulanan idrarla glukoz
atilimin1 artirarak kan sekerini diisiiren, glisemik kontrolii iyilestiren, viicut agirligini ve kan
basincini diisiiren SGLT2i’1 yeni bir ajan olarak EMP, kan glukoz diizeylerini kontrol grubuna
gore anlamli derecede diistirmiistiir. Ayrica ROT, LPS ve ROT+LPS gruplarinda EMP

uygulamasi kan glukoz degerlerinde bu gruplara gore azalmaya neden olmustur (Sekil 23).
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Sekil 23: Gruplarin 4. Hafta sonunda aglik kan glukoz diizeylerinin karsilastirilmasi **** p<0,0001;
***%p<0,001; **p<0,01; *p<0,05

Acik kan glukoz diizeyleri
mg/dL
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6.4. Biyokimyasal Parametrelerin Sonuclari

Calismamizda ROT, LPS enjeksiyonu ve ROT ile LPS’nin beraber uygulanmasi beyin,
bagirsak ve hepatapankreasda oksdatif stres belirteglerinden LPO ve NO’da artisa neden
olmustur Sekil 24, Sekil 25). EMP uygulamasi incelenen tiim dokularda antioksidan savunma
mekanizmalarin1 giiclendirmis ve oksidatif stres belirteclerini azaltmistir. EMP, LPO
diizeylerini ROT, LPS enjekte edilen ve ROT ile LPS’nin beraber uygulandigi gruplarda
azaltirken, NO diizeylerini ROT ile LPS’nin beraber uygulandigi grupta diisiirmiistiir. EMP nin
antioksidan etkisi dokularda ROT ve LPS’ye bagli olarak azalan GSH diizeylerini ve SOD
aktivitelerini arttirmak yoniinde olmustur (Sekil 26, Sekil 27). Beyin dokusunda GST aktivitesi
kontrol grubuna gore diger gruplarda anlamli artislar gostermistir. EMP, uygulanan gruplarda
GST aktivitesi maruziyet gruplarina gore anlamli artiglar bulunmustur. Bagirsak dokusunda
kontrol grubuna gore anlamli artislar kaydedilmistir. ROT+LPS grubuna gore EMP+ROT+LPS
grubu bagirsak dokusunda GST aktivitesinde anlamhi artis gostermistir. Hepatopankreas
dokusunda GST aktivitesi EMP hari¢ diger gruplarda artiglar gdzlenmistir. LPS grubuna gore
LPS+EMP grubunun hepatopankreas dokunda GST aktivitesi anlamli bir sekilde artis
gostermistir (Sekil 28). Beyin ve hepatapankreasda LPS intraperitonel enjeksiyonu, sialik
diizeylerinde artisa neden olmustur. Bu artis LPS ile indiiklenen inflamasyona ve beyinde
mikrogliyal aktivasyona bagli olabilir. Bu dokularda EMP uygulamas1 artan sialik diizeylerini
normalize etmistir (Sekil 29). Beyin dokusunda kontrol grubuna gére ROT+LPS grubunda ALP
aktivitesinde anlaml bir artis gézlemlenmistir. Bagirsak dokusunda ise kontrol grubuna gore
ROT, LPS, ROT+LPS, LPS+EMP ve ROT+LPS+EMP gruplarinda anlamli artislar
kaydedilmistir. ROT+LPS grubuna gére ROT+LPS+EMP grubunda ALP aktivitesinde anlaml
bir azalma gézlemlenmistir. Hepatopankreas dokusunda ise kontrol grubuna gére ROT, LPS,
ROT+HLPS, LPS+EMP ve ROT+LPS+EMP gruplarinda ALP aktivitesinde anlamli artis
kaydedilmistir (Sekil 30). Beyinde ROT ve LPS gruplarinda artan asetilkolin diizeyleri bu
gruplarda azalan bozulan hafiza yetenegini iyilestirmeye yonelik bir cevap olarak
degerlendirilebilir. EMP, hepatopankreas ve beyinde ROT+LPS gruplarinda AChE aktivitesini
normalize etmeye yonelik etki gostermistir (Sekil 31). Calismada ele alinan biyokimyasal

parametrelerin sonuglar1 grafiklerde verilmistir.
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Sekil 24

p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.
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Sekil 26: Gruplarin beyin, bagirsak ve hepatopankreas glutatyon diizeylerinin karsilastirilmasi. ****
p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.
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Sekil 27: Gruplarin beyin, bagirsak ve hepatopankreas siiperoksit dismutaz aktivitelerinin

karsilastirilmasi. **** p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.
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Sekil 28: Gruplarin beyin, bagirsak ve hepatopankreas glutatyon s-transferaz aktivitelerinin
karsilastirilmasi. **** p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.
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Sekil 29: Gruplarin beyin, bagirsak ve hepatopankreas sialik asit diizeylerinin karsilastirilmasi. ****

p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.
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Sekil 30: Gruplarin beyin, bagirsak ve hepatopankreas alkalen fosfataz aktivitelerinin karsilastiriimasi.

wREE p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.
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Sekil 31: Gruplarin beyin, bagirsak ve hepatopankreas asetilkkolin esteraz aktivitelerinin

karsilagtirilmasi. **** p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.



6.5. Keton Cisimleri Tayini Sonuclari

Calismamizda beyin ve hepatopankreas dokularinda ROT+LPS, ROT ve LPS’de toplam keton
cisimleri miktarlar1 anlamli olarak azalmistir. Grafiklere EMP grubunda beyin ve karaciger
dokusunda toplam keton cisimleri miktarlarinda artis goriilmiistiir. ROT+LPS+EMP grubu,
ROT+LPS grubuna gore anlamli bir sekilde artmistir. Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda
EMP’nin etkisi ile keton cisimleri sentezinde anlamli artislar goriilmiistiir. Calismamizda alinan
beyin ve hepatapankreas dokularinda keton cisimleri miktar tayini sonuglari Sekil 32’de

verilmistir.
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Sekil 32: Gruplarin beyin ve karaciger toplam keton cisimleri miktarlarinin karsilastirilmasi. ****

p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.

6.6. Norotransmitter Diizeyi Sonuclari

Calismamizda DOPAC/DA oran1 ROT grubunda KONT grubuna gore azalirken, LPS ve EMP
gruplarinda artmistir. EMP uygulamas: ise ROT grubunda azalan DOPAC/DA oranini
arttirmaya, LPS grubunda ise artan DOPAC/DA oraninm1 azaltmaya yonelik etki gostermistir.
Bu bulgu EMP’nin antioksidan etkisinden dolay1 dopamin metabolizmasindaki degisiklikleri
dizeltmeye yonelik etkisini isaret etmistir. Calismamizda LC-MS/MS’den ¢ikan verilere gore

norotransmitter analizi sonuglar1 Sekil 33’de oransal olarak verilmistir.
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Sekil 33: Gruplarin DOPAC/Dopamin oranlarinin karsilastirilmasi. **** p<0,0001; ***p<0,001;
**p<0,01; *p<0,05.

6.7. Mikroarray Analizi Sonuclari

Gruplarm analizi sonucu ortaya ¢ikan verilerin temel bilesen analizi yapilmis ve ii¢ boyutlu
grafikte gosterilmistir. ROT+LPS+EMP ve KONT grubu diger gruplardan acgik bir sekilde
ayrilmistir. Ancak LPS ve ROT+LPS gruplarinda bu ayrisma gozlenmemistir (Sekil 34).

Sekil 34: Mikrodizi verilerinin temel bilesen analizi. Verilerin dort ana bileseni gosterilmektedir. En

alttaki sayilar kiimiilatif katki oranim1 gosterir.
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Tablo 15: ROT+LPS+EMP grubunda ROT+LPS grubuna gore azalan genler

72

Seﬁf)rtlalu Gen Ad1 DI;;;lilm Regulasyonu
rablaa RAB1A, member RAS oncogene family a -987,153 Asagi
kcnk4a potassium channel, subfamily K, member 4a -127,252 Asagi
nprlb natriuretic peptide receptor 1b -442,747 Asagi
ryr2b ryanodine receptor 2b (cardiac) -68,628 Asagi
ubap2l ubiquitin associated protein 2-like -42,256 Asagi

Irp2a low density lipoprotein receptor-related protein 2a  -37,476 Asagi
anola anoctamin 1, calcium activated chloride channel a -32,351 Asagi
Smox spermine oxidase -30,805 Asagi
ilf3a interleukin enhancer binding factor 3a -30,092 Asagi
r3cl nuclear rece[();[;ljil Cs:f;‘:\tr;;icl))i/dSr,eggc;l:gr)C, member 1 28.223 Asag
fosb FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B -24,656 Asagi
klhl22 kelch-like family member 22 -24,058 Asagi
pvalb5 parvalbumin 5 -21,839 Asagi
ifi27.2 interferon alpha inducible protein 27.2 -17,022 Asagi
rubcn rubicon autophagy regulator -16,563 Asagi
usp34 ubiquitin specific peptidase 34 -16,147 Asagi
ifi27.1 interferon alpha inducible protein 27.1 -13,933 Asagi
npffl neuropeptide FF-amide peptide precursor like -13,488 Asagi
map3k4 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4 -13,474 Asagi
s100all S100 calcium binding protein A11 -13,304 Asagi
0imri28 Pim proto-oncogene, serilnzeéthreonine Kinase, related 12,993 Asag
mychp2 MY C binding protein 2 -12,888 Asagi
Irch2 leucine-rich rezg?;;anngocnatg)iﬁ?ri]g gomology (CH) 12763 Asag
mc2r melanocortin 2 receptor -12,734 Asagi
gmps guanine monophosphate synthase -12,633 Asagi
usp37 ubiquitin specific peptidase 37 -12,379 Asagi




Tablo 16: ROT+LPS+EMP grubunda ROT+LPS grubuna gore azalan genler (devam)

Regulasyonu

Gen Kath
Semboli Gen Adu Degisim
Igalsal4 lectin, galact05|de-b|ndmg,450lub|e, 9 (galectin 9)-like 12,266
adcylb adenylate cyclase 1b -11,120
olal Obg-like ATPase 1 -11,112
nrxn3a neurexin 3a -10,727
abce9 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), 10,612

member 9

dagla diacylglycerol lipase, alpha -10,506
gripapl GRIP1 associated protein 1 -10,154
noxola NADPH oxidase organizer l1a -10,034

Asagi
Asagi
Asagi
Asagi
Asagi
Asagi
Asagi
Asagi

Tablo 17: ROT+LPS+EMP grubunda ROT+LPS grubuna gore belirgin genler

Regulasyonu

Sermbol Gen Ad Degisin
cyp2k19 cytochrome P450, family 129 subfamily k, polypeptide 485719
cldng claudin g 87,945
serpinal wu:fb61c07 86,521
cldnd claudin d 57,329
gnb3b wu:tk54b04 51,610
serpinf2a wu:fd57d08 51,058
gucalc guanylate cyclase activator 1C 44,499
gngt2a wu:fk53d05 43,204
crp2 C-reactive protein 2 39,792
serpina7 zgc:103617 38,308
o Dl bt C ) TS 355
apoadb.1 wu:fh64f03 33,211
grk7a G protein-coupled receptor kinase 7a 31,939
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Yukari

Yukart
Yukari
Yukari
Yukar1
Yukar1
Yukart
Yukart
Yukart
Yukari

Yukari

Yukari
Yukari




Tablo 18: ROT+LPS+EMP grubunda ROT+LPS grubuna goére artan genler (devam)

Sesgglu Gen Ad1 DI:;;lilm Regulasyonu
crp3 C-reactive protein 3 30,763 Yukari
crp c-reactive protein, pentraxin-related 29,645 Yukari
apoa2 apolipoprotein A-11 29,200 Yukari
serpinall zgc:136659 29,100 Yukari
comtdl catechol-O-methyltransferase domain containing 1 26,525 Yukari
serpingl wu:fb60c09 21,590 Yukari
pde6ha zgc:73310 17,696 Yukari
dnajcl6l zmp:0000000693 16,857 Yukari
cldnj claudin j 16,119 Yukari
tfa transferrin-a 16,067 Yukari
elovl6l ELOVL family mig?;;g,deslcl)ink%ation of long chain 15,966 Yukart
apom apolipoprotein M 14,408 Yukari
agxtb zgc:65930 14,236 Yukari
casqlb calsequestrin 1b 14,132 Yukari
apoa4b.3 si:dkey-7f3.15 14,095 Yukari
fgfbp2a fibroblast growth factor binding protein 2a 13,807 Yukart
selenoe selenoprotein e 13,690 Yukari
mapllc3c zgc:56565 13,548 Yukar1
pah phenylalanine hydroxylase 13,502 Yukari
cypla zgc:109747 13,328 Yukar1
ketd14 potassium channel tetramﬂzation domain containing 13,283 Yukart
ode6hb phosphodiesterase 6H,p;2ll\ggP-§pecific, cone, gamma, 13,074 Yukart
olfcbl olfactory receptor C family, bl 12,920 Yukart
aqpl2 aquaporin 12 12,835 Yukari
comtdl catechol-O-methyltransferase domain containing 1 12,735 Yukari
grklb G protein-coupled receptor kinase 1 b 12,662 Yukari
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Tablo 19: ROT+LPS+EMP grubunda ROT+LPS grubuna gore artan genler (devam)

Ses]ir:)m Gen Adi DI;;;lilm Regilasyonu
tdo2a tryptophan 2,3-dioxygenase a 12,492 Yukari
pnp4b purine nucleoside phosphorylase 4b 12,482 Yukari
klhl31 kelch-like family member 31 11,362 Yukari
tecra trans-2,3-enoyl-CoA reductase a 11,151 Yukari

guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha

gnatl transducing activity polypeptide 1 11,019 Yukari
guklb guanylate kinase 1b 10,726 Yukari
ode6e phosphodiesterase 6C, CC_SMP-SpeCIfIC, cone, alpha 10,691 Yukari
prime
fbxo40.1 F-box protein 40, tandem duplicate 1 10,608 Yukari
ppmina protein phosphatase, MgZJ_r/Mn2+ dependent, 1Na 10,556 Yukart
(putative)
gnat2 guanine nucleotldg bmdlpg_ protein (G protem), alpha 10,221 Yukart
transducing activity polypeptide 2
apobb.1 apolipoprotein Bb, tandem duplicate 1 10,218 Yukari
apoc4 apolipoprotein C-1V 10,035 Yukart

Tablo 20: ROT+LPS+EMP grubunda K grubuna gore azalan genler

Seﬁ%r;lu Gen Ad1 Dljgi;lilm Regulasyonu
ccdcl4 coiled-coil domain containing 14 -66,837 Asagi
Smox spermine oxidase -28,069 Asagi
aga aspartylglucosaminidase -26,874 Asagi
prdm8 PR domain containing 8 -21,429 Asagi
anola anoctamin 1, calcium activated chloride channela  -21,272 Asagi
usp37 ubiquitin specific peptidase 37 -19,465 Asagi
usp34 ubiquitin specific peptidase 34 -18,317 Asagi
rubcn rubicon autophagy regulator -17,644 Asagi
acot19 acyl-CoA thioesterase 19 -16,752 Asagi
gmps guanine monophosphate synthase -16,470 Asagi
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Tablo 21: ROT+LPS+EMP grubunda K grubuna goére azalan genler (devam)

Sei?)r:)m Gen Ad1 DI:ga;;lilm Regilasyonu

abcc9 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), 15,259 Asag
member 9

olal Obg-like ATPase 1 -15,204 Asagi
tmem168a transmembrane protein 168a -14,901 Asagi
s100all S100 calcium binding protein A1l -14,311 Asagi
fbxo10 F-box protein 10 -14,011 Asagi
fuz fuzzy planar cell polarity protein -13,940 Asagi
cdr2a cerebellar degeneration-related protein 2a -13,662 Asagi
ode6gh phosphodiesterase GGr;acr;I(\)/éPt-)specific, rod, gamma, 13,536 Asag
Irp4 low density lipoprotein receptor-related protein 4 -13,139 Asagi
aqr aquarius intron-binding spliceosomal factor -12,926 Asagi
klhl22 kelch-like family member 22 -12,901 Asagi
ACSm3 acyl-CoA synthetase med:;um chain family member 12,881 Asag
Igalsol4 lectin, galactoside-bin(iliigg,élsoluble, 9 (galectin 9)- 12,754 Asag
ccdc106b coiled-coil domain containing 106b -12,529 Asagi
chrm5b cholinergic receptor, muscarinic 5b -12,355 Asagi
cdh27 cadherin 27 -12,167 Asagi
gotlb gamma-glutamyltransferase 1b -11,764 Asagi
nrcama neuronal cell adhesion molecule a -11,714 Asagi
leng8 leukocyte receptor cluster (LRC) member 8 -11,592 Asagi
teadla TEA domain family member la -11,218 Asagi
adcylb adenylate cyclase 1b -10,977 Asagi
ddx11 DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box helicase 11 ~ -10,949 Asagi
otprib.2 protein tyrosi?;ngzr%szﬁztﬁ(s:zt;egeptor type Jb, 110,889 Asa
viprla vasoactive intestinal peptide receptor la -10,838 Asagi
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Tablo 22: ROT+LPS+EMP grubunda K grubuna gére azalan genler (devam)

Gen Kath .
sembolii Gen Ad1 Degisim Regilasyonu
0imr136 Pim proto-oncogene, ser|1n3eéthreon|ne Kinase, related 110,726 Asag

acss?| acyl-CoA synthetase Sh|(i)|1 chain family member 2 10574 Asan
aqpl0b aquaporin 10b -10,425 Asagi
mstlrb macrophage stimulating 1 receptor b -10,361 Asagi
ikbkb inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit 110,211 Asag
beta
map3k4 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4 -10,209 Asagi
i112a interleukin 12a -10,009 Asagi
Tablo 23: ROT+LPS+EMP grubunda K grubuna gore artan genler
Gen Kath N
Sembolii Gen Ad1 Degisim Regilasyonu
serpinal wu:fh61c07 51,559 Yukari
gucalc guanylate cyclase activator 1C 32,821 Yukari
serpina7 serpin pepUgIase |nh|p|tor, f:lade A (alpha-1 32,700 Yukart
antiproteinase, antitrypsin), member 7
apoc4 apolipoprotein C-1V 23,440 Yukari
crp c-reactive protein, pentraxin-related 20,029 Yukari
ccl3da.4 chemokine (C-C motif) ligand 34a, duplicate 4 18,828 Yukari
cldng claudin g 15,267 Yukari
ifi44d interferon-induced protein 44d 15,119 Yukart
gnb3b guanine nucleotide bmdlng_proteln (G protein), beta 14,570 Yukart
polypeptide 3b
tnr;; > tripartite motif containing 35-29 14,477 Yukart
serpingl wu:fb60c09 13,801 Yukari
crp3 C-reactive protein 3 13,250 Yukari
sppl secreted phosphoprotein 1 10,998 Yukari
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Tablo 24: ROT+LPS+EMP grubunda K grubuna goére artan genler (devam)

Gen Kath
Semboli Gen Adu Degisim

Regilasyonu

ELOVL family member 6, elongation of long chain

elovl6l fatty acids like 10,121 Yukari
ppmina protein phosphatase,(g/lljgg:t;ilggln2+ dependent, 1Na 10,056 Yukart
Tablo 25: LPS grubunda K grubuna gore azalan genler
Seii)rclnlu Gen Adi DI:gai;lilm Regulasyonu
prdm8 PR domain containing 8 -41,087 Asagi
ccdcl4 coiled-coil domain containing 14 -34,011 Asagi
copz2 COPI coat complex subunit zeta 2 -24,372 Asagi
gabbr2 gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor, 2 -22,488 Asagi
Irrnl leucine rich repeat neuronal 1 -18,544 Asagi
plch2 phospholipase C, beta 2 -17,880 Asagi
doplb DOPL1 leucine zipper like protein B -16,169 Asagi
kencla potassium vz:;[g?:r-ngiz:fdmcehrigr;li aShaw-related 116,125 Asag
COX6b2 cytochrome c oxidase subunit 6B2 -15,600 Asagi
mindy3 MINDY lysine 48 deubiquitinase 3 -15,288 Asagi
monlbb MONL1 secretory trafficking family member Bb -15,125 Asagi
ppfia2 PTPREF interacting protein alpha 2 -13,926 Asagi
prrc2c proline-rich coiled-coil 2C -13,317 Asagi
cerkl ceramide kinase-like -12,681 Asagi
fus FUS RNA binding protein -12,681 Asagi
ctageb CTAGE family, member 5 -12,412 Asagi
arhgap32a Rho GTPase activating protein 32a -11,732 Asagi
orkarlb protein kinase, CAMP-dependent, regulatory, type 11,656 Asagn

I, beta
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Tablo 26: LPS grubunda K grubuna gore azalan genler (devam)

Gen Kath y

Semboli Gen Ad1 Degisim Regulasyonu

semabe sema domain, tr_ansmem_brane domaln_ (TM), and 111,503 Asag

cytoplasmic domain, (semaphorin) 6E

rabl1lfipda  RAB11 family interacting protein 4 (class II) a -11,341 Asagi

ikbip IKBKB interacting protein -11,322 Asagi

sncaip synuclein, alpha interacting protein -11,274 Asagi

pikfyve  phosphoinositide kinase, FYVE finger containing  -11,233 Asagi

cyclic nucleotide gated channel subunit beta 3, ) 5

cngb3.1 tandem duplicate 1 11,070 Asagy

tbc1d13 TBC1 domain family, member 13 -10,780 Asagi

mapkbpl  mitogen-activated protein kinase binding protein1  -10,752 Asagi

erolb endoplasmic reticulum oxidoreductase 1 beta -10,636 Asagi

psmb8a proteasome 20S subunit beta 8A -10,291 Asagi

LOC566378 peroxisomal membrane protein PMP34-like -10,052 Asagi

LOC570938 rasGAP-activating-like protein 1 -10,052 Asagi

Tablo 27: LPS grubunda K grubuna gore artan genler
Gen Sembolu Gen Ad1 Kf‘.“.‘ Regulasyonu
Degisim
hen3 hyperpolarization actl\_/ated cyclic nucleotide- 379,001 Yukari
gated potassium channel 3
apoeb apolipoprotein Eb 276,765 Yukari
kdelr3 KDEL endoplasmic reticulum protein retention 228,822 Yukart
receptor 3
gnb3b guanine nucleotide blndlng.proteln (G protein), 91.199 Yukart
beta polypeptide 3b

slc25a21 solute carrier family 25 member 21 69,697 Yukari

Igals3b lectin, galactoside binding soluble 3b 54,466 Yukari

tmem9 transmembrane protein 9 51,308 Yukari

gtpbp3 GTP binding protein 3, mitochondrial 45,110 Yukart
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Tablo 28: LPS grubunda K grubuna gore artan genler (devam)

Gen Semboli Gen Adi DI:gi;lilm Regulasyonu
tmem209 transmembrane protein 209 40,294 Yukart
Iyn LYN proto-oncogl((einneésserc family tyrosine 37702 Yukart
tmem238a transmembrane protein 238a 35,893 Yukari
ot oylocome C oxdase assambly EIOTL 55690 Vukan
rasd4 rasd family member 4 35,492 Yukari
tnika TRAF2 and NCK interacting kinase a 32,453 Yukart
fbpla fructose-1,6-bisphosphatase 1a 30,586 Yukari
capn9 calpain 9 30,302 Yukari
alg14 ALG14 UDP-N-ace;;leguIE::tosaminyItransferase 29,621 Yukart
mpv17 mitochondrial inner membrane protein MPV17 28,716 Yukart
Cyp4ts cytochrome P;lglc; ;:S:ii(lj)é 4; subfamily T, 27785 Yukart
gucalc guanylate cyclase activator 1C 25,758 Yukari
Iman2lb lectin, mannose-binding 2-like b 25,176 Yukart
golga7ba golgin A7 family, member Ba 25,116 Yukari
s100u S100 calcium binding protein U 25,056 Yukari
chrne cholinergic receptor, nicotinic, epsilon 23,703 Yukari
LOC103909724 T-lymphocyte surface antigen Ly-9-like 22,266 Yukari
cldne claudin e 21,876 Yukari
ppifa peptidylprolyl isomerase Fa 20,513 Yukart
anxala annexin Ala 20,277 Yukari
cltb clathrin, light chain B 19,859 Yukari
nbrla NBR1 autophagy cargo receptor a 19,667 Yukari
Irrc8da si:ch211-83f14.3 19,553 Yukari
trim35-14 tripartite motif containing 35-14 19,507 Yukari
ndufabib NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit 19,055 Yukart

ABl1b
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Tablo 29: LPS grubunda K grubuna gore artan genler (devam)

Gen Semboli Gen Adi DI;';;lilm Regulasyonu
got2a glutamic-ox?TI]ci)tacl)((::er;tg;] (tjrﬁglsaminase 23, 18,818 Yukari
apexl APEX nuclease (r:nuZI:/iri;]uer;c;ional DNA repair 18,123 Yukart
mttp microsomal triglyceride transfer protein 17,221 Yukari
mtrfl mitochondrial translational release factor 1 16,769 Yukari

ite transmembranehgrll;)s&kg;tase with tensin 16,638 Yukart
wsh1l zgc:63905 16,548 Yukari
atp5pb zgc:101887 16,328 Yukari
ifi44d interferon-induced protein 44d 15,887 Yukart
smdtlb si:ch211-133111.4 15,844 Yukart
psmb4 proteasome 20S subunit beta 4 15,462 Yukari
deptor DEP domain conta;?;Pe%nMTOR-interacting 15,460 Yukart
pvalb2 parvalbumin 2 15,004 Yukart
dnajbob DnalJ heat sho;l;r;:]rg);reiggsmily (Hsp40) 14.878 Yukari
akl adenylate kinase 1 14,842 Yukari
npy8br neuropeptide Y receptor Y8b 14,761 Yukart
hpda 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase a 14,746 Yukari
ly6m6 lymphocyte antigen 6 family member M6 14,683 Yukari
sars2 seryl-tRNA synthetase 2, mitochondrial 14,668 Yukari
tmem98 transmembrane protein 98 14,667 Yukari
cyb5r4 cytochrome b5 reductase 4 14,488 Yukari
mettl9 methyltransferase like 9 14,177 Yukart
rgsba regulator of G protein signaling 5a 13,960 Yukari
jpt2 Jupiter microtubule associated homolog 2 13,902 Yukari
selenoe selenoprotein e 13,460 Yukari
cyb5d2 cytochrome b5 domain containing 2 13,344 Yukari

81




Tablo 30: LPS grubunda K grubuna gore artan genler (devam)

Gen Semboli Gen Adi DI;';;lilm Regulasyonu
dhx36 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 36 13,175 Yukari
pbxla pre-B-cell leukemia homeobox 1a 13,130 Yukari
cldnd claudind 13,122 Yukari

serpinal wu:fh61c07 13,030 Yukart
tjplb tight junction protein 1b 13,001 Yukart
ppp5c protein phosphatase 5, catalytic subunit 12,895 Yukart
mdhlb malate dehydrogenase 1B, NAD (soluble) 12,796 Yukari
cyb5d1 cytochrome b5 domain containing 1 12,657 Yukari
klhl15 kelch-like family member 15 12,426 Yukari
ppplrl3ba protein phosphatase 1, regulatory subunit 13Ba 12,406 Yukari
dnajc4 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 4 12,214 Yukari
sntbl syntrophin, basic 1 12,133 Yukart
acslab acyl-CoA synthetase Io4nbg chain family member 11,954 Yukart
slc36a4 solute carrier family 36 member 4 11,903 Yukari
lampla lysosomal associated membrane protein la 11,893 Yukart
abcada ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), 11.769 Yukari
member 4a
aupl AUP1 lipid droplet rigé{[l;ting VLDL assembly 11,751 Yukart
derl1 derlin 1 11,551 Yukari
trim36 tripartite motif containing 36 11,162 Yukari
Igals2b lectin, galactoside-binding, soluble, 2b 10,798 Yukari
uspl3 ubiquitin specific peptidase 13 10,750 Yukart
Irp12 low density Iipoproteinlgeceptor-related protein 10,597 Yukari
rab31 RAB31, member RAS oncogene family 10,505 Yukart
nmnat2 nicotinamide nucleotide adenylyltransferase 2 10,377 Yukart
tirl toll-like receptor 1 10,317 Yukart
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Tablo 31: LPS grubunda K grubuna gore artan genler (devam)

Gen Semboli Gen Adi DI;';;lilm Regulasyonu
fahdl fumarylacetogg(re]iztii ir;lys/]diolase domain 10,192 Yukari
Tablo 32: ROT+LPS grubunda K grubuna gore azalan genler

SeSwiJr:)IU Gen Ad1 Dlé;;lilm Regilasyonu
prdm8 PR domain containing 8 -37,833 Asagi
arhgapl2a Rho GTPase activating protein 12a -20,834 Asagi
btr02 bloodthirsty-related gene family, member 2 -17,661 Asagi
guklb guanylate kinase 1b -16,902 Asagi
Itk leukocyte receptor tyrosine Kinase -16,535 Asagi
gotlb gamma-glutamyltransferase 1b -16,459 Asagi
ccdcl4 coiled-coil domain containing 14 -15,516 Asagi
naifl nuclear apoptosis inducing factor 1 -15,273 Asagi
aspdh aspartate dehydrogenase domain containing -15,063 Asagi
grk7a G protein-coupled receptor kinase 7a -14,653 Asagi
ode6gh phosphodiesterase 6GF; acr(a'lslI(\)/IgPt;specific, rod, gamma, 14,475 Asag
reep6 receptor accessory protein 6 -13,511 Asagi
cldnj claudin j -13,094 Asagi
psmgl proteasome (prosﬁ;];ee,r (r)rrl]a;c;opain) assembly 12,882 Asag
chrm5b cholinergic receptor, muscarinic 5b -12,536 Asagi
stx11b.2 syntaxin 11b, tandem duplicate 2 -12,037 Asagi
slc47al solute carrier family 47 member 1 -11,313 Asagi
dnasel deoxyribonuclease | -11,071 Asagi
ikzfl IKAROS family zinc finger 1 (Ikaros) -10,911 Asagi
otprib.2 protein tyrosine phoszﬁ?ﬁzztge;eptor type Jb, tandem 110,831 Asag
viprla vasoactive intestinal peptide receptor la -10,741 Asagi
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Tablo 33: ROT+LPS grubunda K grubuna gore azalan genleri (devam)

Gen Kath y
sembolii Gen Adi Degisim Regulasyonu
mttp microsomal triglyceride transfer protein -10,687 Asagi
ddx11 DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box helicase 11 -10,453 Asagi
0imri36 Pim proto-oncogene, serlln;éthreomne kinase, related 110,179 Asag
shhb sonic hedgehog signaling molecule b -10,076 Asagi
cacnalbb calcium channel, voltage-dependent, N type, alpha 110,022 Asagn
1B subunit, b
Tablo 34: ROT+LPS grubunda K grubuna gore artan genler
Gen Semboli Gen Ad1 Kfﬂ,l Regilasyonu
Degisim
kcnk4a potassium channel, subfamily K, member 4a  1376,216 Yukari
rablaa RAB1A, member RAS oncogene family a 517,713 Yukari
nprlb natriuretic peptide receptor 1b 405,948 Yukari
kdelr3 KDEL endoplasmic reticulum protein retention 163,194 Yukart
receptor 3
gfod2 glucose-fructose ox_ld_oreductase domain 98.775 Yukart
containing 2
ryr2b ryanodine receptor 2b (cardiac) 87,018 Yukari
apoeb apolipoprotein Eb 82,040 Yukari
fgfl3a fibroblast growth factor 13a 55,488 Yukart
nchp2 nuclear cap binding protein subunit 2 43,572 Yukari
slc25a21 solute carrier family 25 member 21 40,941 Yukari
wdr45 WD repeat domain 45 39,835 Yukari
slc36a4 solute carrier family 36 member 4 37,462 Yukari
tmem209 transmembrane protein 209 34,547 Yukart
tnika TRAF2 and NCK interacting kinase a 33,112 Yukart
tmem9 transmembrane protein 9 31,750 Yukari
vpsl6 vacuolar protein sorting 16 homolog 29,181 Yukari
crtc2 CREB regulated transcription coactivator 2 29,152 Yukari
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Tablo 35: ROT+LPS grubunda K grubuna gore artan genler (devam)

Gen Semboli Gen Ad1 DI:gi;lilm Regulasyonu
golga7ba golgin A7 family, member Ba 27,067 Yukari
wsbl zgc:63905 25,843 Yukari
gtpbp3 GTP binding protein 3, mitochondrial 25,465 Yukari
Igals3b lectin, galactoside binding soluble 3b 24,740 Yukari
ubap2l ubiquitin associated protein 2-like 24,233 Yukari
algl4 ALG14 UDP-N-aceSt)JLgulrli;:tosaminyltransferase 22148 Yukart
LOC103909724 T-lymphocyte surface antigen Ly-9-like 21,565 Yukari
g GO I iz o
ifi27.2 interferon alpha inducible protein 27.2 19,913 Yukari
coal O omolog (. corevisae) 19467 Yukan
nbrla NBR1 autophagy cargo receptor a 18,387 Yukari
uspl3 ubiquitin specific peptidase 13 17,563 Yukari
derll derlin 1 17,285 Yukari
ifi27.1 interferon alpha inducible protein 27.1 17,100 Yukari
nadk?2 NAD kinase 2, mitochondrial 16,276 Yukari
Iman2lb lectin, mannose-binding 2-like b 16,166 Yukart
mtrfl mitochondrial translational release factor 1 15,071 Yukari
kidins220b kinase D-interacting substrate 220b 14,550 Yukari
jpt2 Jupiter microtubule associated homolog 2 14,010 Yukari
rasd4 rasd family member 4 13,923 Yukari
tjplb tight junction protein 1b 13,068 Yukari
abr ABR activator of RhoGEF and GTPase 13,021 Yukari
got2a glutamic-ox:cii;(;eht; 'C[jrraiglsaminase 2a, 12,791 Yukari
apexl APEX nuclease (?nuzl)t/i::Jer;cIional DNA repair 12,647 Yukart
sntbl syntrophin, basic 1 12,610 Yukari
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Tablo 36: ROT+LPS grubunda K grubuna gore artan genler (devam)

Gen Semboli Gen Ad1 Kfﬂ.l Regilasyonu
Degisim
cypats cytochrome P450, fam_lly 4, subfamily T, 12.430 Yukari
polypeptide 8
tirl toll-like receptor 1 12,378 Yukart
s100u S100 calcium binding protein U 12,291 Yukari
Irrc38b leucine rich repeat containing 38b 12,251 Yukari
dnajbob DnaJ heat shock protelgs;‘smlly (Hsp40) member 12,158 Yukari
mafib MAF1 homolog, negative regulator of RNA 11,992 Yukart
polymerase 111 b
acox3 acyl-CoA oxidase 3, pristanoyl 11,991 Yukari
foxw7 F-box and WD repeat domain containing 7 11,902 Yukari
slc8adb solute carrier family 8 member 4b 11,798 Yukart
sh3glla SH3-domain GRB2-like la 11,588 Yukari
nrp2a neuropilin 2a 11,553 Yukari
ifi44d interferon-induced protein 44d 11,083 Yukari
ghl growth hormone 1 11,056 Yukari
tmem238a transmembrane protein 238a 10,846 Yukari
npy8br neuropeptide Y receptor Y8b 10,815 Yukari
ime2.1 tripartite motif contalnTg 62, tandem duplicate 10,796 Yukari
mdhlb malate dehydrogenase 1B, NAD (soluble) 10,460 Yukari
trim35-14 tripartite motif containing 35-14 10,396 Yukari
ilf3a interleukin enhancer binding factor 3a 10,229 Yukari
tkta transketolase a 10,198 Yukari
aki3a v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 10,051 Yukari

3a
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Tablo 37: ROT+LPS grubunda LPS grubuna gore azalan genler

87

Gen Semboli Gen Ad1 Kfﬂ,l Regulasyonu
Degisim

irgll immunoresponsive gene 1, like -96,480 Asagi

cldng claudin g -80,793 Asagi

Iyn LYN proto-oncoge_ne, Src family tyrosine 55.230 Asag

Kinase

grk7a G protein-coupled receptor kinase 7a -53,165 Asagi

cldnd claudin d -35,993 Asagi

gucalc guanylate cyclase activator 1C -34,922 Asagi

crp2 C-reactive protein 2 -32,178 Asagi

mpv17 mitochondrial inner membrane protein MPV17  -28,800 Asagi

LOC110438229 syncollin-like -27,640 Asagi
guanine nucleotide binding protein (G protein), 5

gngtza gamma transducing activity polypeptide 2a 24,919 Asagl

glmnb glomulin, FKBP associated protein b -23,880 Asagi

selenoe selenoprotein e -22,781 Asagi

Igals3bp.3 galectin 3 binding protein, tandem duplicate 3  -19,816 Asagi
guanine nucleotide binding protein (G protein), 5

gnatl alpha transducing activity polypeptide 1 18,883 Asagl

piasla protein inhibitor of activated STAT, la -18,526 Asagi
guanine nucleotide binding protein (G protein), 5

gnb3b beta polypeptide 3b 18,116 Asagl

fgfbp2a fibroblast growth factor binding protein 2a -17,711 Asagi

ode6e phosphodiesterase 6C, cQMP-specmc, cone, 17,670 Asag

alpha prime
psmgl proteasome (prosome, macropain) assembly 116,042 Asag
chaperone 1

pde6ha zgc:73310 -14,380 Asagi
cytochrome P450, family 8, subfamily B, i 9

cyp8b3 polypeptide 3 14,083 Asagi

anxa3a annexin A3a -13,692 Asagi

slc2a9ll solute carrier family 2 member 9, like 1 -13,190 Asagi

pvalb2 parvalbumin 2 -13,184 Asagi




Tablo 38: ROT+LPS grubunda LPS grubuna gore azalan genler (devam)

Gen Semboli Gen Adi Kfﬂ,l Regilasyonu
Degisim
ELOVL family member 6, elongation of long .
eloviél chain fatty acids like -12,904 Asagi
ode6hi phosphodiesterase 6H, cGMP-specific, cone, 112,706 Asag
gamma, paralog b
guanine nucleotide binding protein (G protein), 5
gnat2 alpha transducing activity polypeptide 2 12,414 Asag
cldnb claudin b -12,097 Asagi
tmem4ba transmembrane protein 45a -12,051 Asagi
ddx43 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 43  -11,825 Asagi
guanine nucleotide binding protein (G protein), 5
gngteb gamma transducing activity polypeptide 2b 11,657 Asagl
serpinal wu:fb61c07 -11,268 Asagi
npffrl neuropeptide FF receptor 1 -10,914 Asagi
mstlrb macrophage stimulating 1 receptor b -10,854 Asagi
protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, ] 5
ppmlna 1Na (putative) 10,790 Asagi
guanine nucleotide binding protein (G protein), 5
gngtl gamma transducing activity polypeptide 1 10,758 Asag
crp3 C-reactive protein 3 -10,496 Asagi
psmb9b proteasome 20S subunit beta 9b -10,424 Asagi
syt5a synaptotagmin Va -10,225 Asagi
apoa4b.3 si:dkey-7f3.15 -10,147 Asagi
tmem45b transmembrane protein 45B -10,123 Asagi
trpalb transient receptor potential cation channel, 110,031 Asag

subfamily A, member 1b
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Tablo 39: ROT+LPS grubunda LPS grubuna gore artan genler

89

Segi)rg)lu Gen Ad1 Dlef;;lilm Regilasyonu
rablaa RAB1A, member RAS oncogene family a 1717,922 Yukari
nprib natriuretic peptide receptor 1b 504,920 Yukari
kcnk4a potassium channel, subfamily K, member 4a 493,739 Yukari
ryr2b ryanodine receptor 2b (cardiac) 32,053 Yukari
ubap2l ubiquitin associated protein 2-like 28,816 Yukari
gabbr2 gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor, 2 26,627 Yukari
ilf3a interleukin enhancer binding factor 3a 19,479 Yukart
Irrnl leucine rich repeat neuronal 1 18,230 Yukari
plch2 phospholipase C, beta 2 17,752 Yukari
ot S A g ST 57z Van
wdr93 WD repeat domain 93 15,601 Yukari
ryrlb ryanodine receptor 1b (skeletal) 15,487 Yukar1

fus FUS RNA binding protein 15,238 Yukari
cpamd8 C3 and PZP like a;gzﬁé?r;;;};(;roglobulin domain 15,076 Yukart
ppfia2 PTPREF interacting protein alpha 2 14,953 Yukari
pla2g3 phospholipase A2 group 11 14,489 Yukari
mycbp2 MY C binding protein 2 14,393 Yukari
gy ST o tarsnerkre onn (0 M 14208 ok
bcas3 BCAS3 microtubule associated cell migration factor 13,800 Yukari
orkarlb protein kinase, cAMP-dEEte:dent, regulatory, type I, 13,724 Yukart
map2k5 mitogen-activated protein kinase kinase 5 13,393 Yukart
kencla potassium VZEE?:&?S;% cehr;a]rl;r;reli aShaw-reIated 13,262 Yukari
skilb SKI-like proto-oncogene b 13,242 Yukart
LOC570938 rasGAP-activating-like protein 1 13,168 Yukari
monlbb MONU1 secretory trafficking family member Bb 13,168 Yukari




Tablo 40: ROT+LPS grubunda LPS grubuna gore artan genler (devam)

Seii:)lu Gen Ad1 DI:;;lilm Regilasyonu
mindy3 MINDY lysine 48 deubiquitinase 3 12,495 Yukari
psmb8a proteasome 20S subunit beta 8A 12,493 Yukari
kenkla potassium channel, subfamily K, member la 11,809 Yukari
clstn2 calsyntenin 2 11,433 Yukari
usp24 ubiquitin specific peptidase 24 11,393 Yukari

npffl neuropeptide FF-amide peptide precursor like 11,250 Yukari
ctageb CTAGE family, member 5 11,134 Yukari
copz2 COPI coat complex subunit zeta 2 11,012 Yukari
statlb signal transducer and activator of transcription 1b 10,662 Yukari
cadpsa Ca2+-dependent activator protein for secretion a 10,587 Yukari
e "N S0 U KWW 0573 ot
pikfyve phosphoinositide kinase, FYVE finger containing 10,527 Yukari
slclla2 solute carrier family 11 member 2 10,443 Yukari
cerkl ceramide kinase-like 10,201 Yukart
miltLo MLLT10 histone lysine methyltransferase DOTI1L 10,175 Yukart
cofactor
uspl10 ubiquitin specific peptidase 10 10,115 Yukari

Karsilastirmal1 gruplardaki gen benzerlikleri sematize etmek i¢in Venn grafikleri kullanilmistir.

ROT+LPS+EMP, ROT+LPS ve LPS gruplarinin KONT grubu ile kiyaslamalarindan ¢ikan

sonuclarin venn diagrami ile gosterildiginde birbirleri arasinda ortak genlerin oldugunu

gorebiliyoruz. Her grubun genlerindeki katli degisim 10 kat ve {istiidiir. Her {ig¢iiniin

kesisiminde benzer 131 gen oldugu goriilmektedir (Sekil 35).
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EMP_ROT_LPS_vs_K_FC10
718 entities

ROT_LPS vs K_FC10
337 entities

LPS_ws_K_FC10
552 entities

Sekil 35: ROT+LPS+EMP, ROT+LPS, LPS gruplarinin K grubuna kars1 olusturduklar1 gen ekspresyon

degimlerinin Venn semasi ile gosterimi.

Calismamizda, gruplarin birbiri ile karsilagtirmalarimin GO analiz sonuclar1 pasta dilimi
seklinde gosterilmistir. Molekiiler fonksiyon, biyolojik proses ve hiicresel bilesen olarak ii¢
bolimde degisimler gosterilmistir. Her grubun genlerindeki katli degisim 10 kat ve istiidiir.
ROT+LPS+EMP grubunun ROT+LPS grubu (Sekil 36), LPS grubu (Sekil 37) ve K grubu
(Sekil 38) ile karsilastirildiginda katli degisimi 10 ve tizeri olan genlerin biyolojik proseslerde
biiyiik oranda etkili oldugunu sekillerde goérebiliyoruz. EMP nin biyolojik proseslerde gorev
alan genler lizerinde daha fazla etki gosterdigini diisiinebiliriz. ROT+LPS grubunun K grubu
(Sekil 40) ile karsilastirildiginda katli degisimi 10 ve iizeri olan genlerin hiicresel bilesenlerdeki

degisimlerin oraninin daha yiiksek oldugunu gérebiliyoruz.
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G0:0003674|GO:
0005554
molecular_function
p-value: 0.1167*
corrected p-value: 1

GO0:0008150|GO:
0000004|GO:
0007582|G0:0044699
biological_process
p-value: 0.9514*

G0:0005575|GO:
0008372
cellular_component
p-value: 0.9985*
corrected p-value: 1

Sekil 36: ROT+LPS+EMP grubunun ROT+LPS grubuna kars1 (kathi degisim >10) Gen Ontoloji analizi

ve p degerleri

G0:0003674|GO:
0005554
molecular_function
p-value: 0.428*
corrected p-value: 1

GO0:0008150|GO:
0000004|GO:
0007582|G0:0044699
biological_process
p-value: 0.8032*

.

G0:0005575|GO:
0008372
cellular_component
p-value: 0.9943*
corrected p-value: 1

Sekil 37: ROT+LPS+EMP grubunun LPS grubuna karsi (katli degisim >10) Gen Ontoloji analizi ve p

degerler
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G0:0003674|GO:
0005554
molecular_function
p-value: 0.2501*
corrected p-value: 1

N\

1

G0:0005575|GO:
0008372
cellular_component
p-value: 0.9542*
corrected p-value: 1

G0:0008150|GO:
0000004|GO:
0007582|G0O:0044699
biological_process
p-value: 0.9545*

Sekil 38: ROT+LPS+EMP grubunun K grubuna karsi (katli degisim >10) Gen Ontoloji

degerleri

G0:0003674|GO:
0005554
molecular_function
p-value: 0.6811*
corrected p-value: 1

G0:0005575|GO:
0008372
cellular_component
p-value: 0.8933*
corrected p-value: 1

analizi ve p

G0:0008150|GO:
0000004|GO:
0007582|G0:0044699
biological_process
p-value: 0.9815*

Sekil 39: ROT+LPS grubunun LPS grubuna kars1 (katl degisim >10) Gen Ontoloji analizi ve p degerleri
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G0:0008150|GO:

G0:0003674|GO: 0000004|GO:
0005554 0007582|G0:0044699

molecular_function biological_process
p-value: 0.9143* p-value: 0.9995*
corrected p-value: 1~

GO0:0005575|GO:
0008372
cellular_component
p-value: 0.8637*
corrected p-value: 1

Sekil 40: ROT+LPS grubunun K grubuna kars1 (kath degisim >10) Gen Ontoloji analizi ve p degerleri
6.8. RT-PCR Sonuglari

Calismamizda gergeklestirdigimiz RT-PCR sonuglari grafiklerde verilmistir. Beyin dokusunda
tnfa ve il6 MRNA ekspresyon diizeyleri ROT, LPS ve ROT+LPS gruplarinda artis gostermis.
EMP uygulamast ROT, LPS ve ROT+LPS gruplarinda il6 mRNA ekspresyon dizeylerini
azaltmistir. EMP uygulamasi tnfa mRNA ekspresyon duzeylerini LPS ve ROT+LPS
gruplarinda azaltmistir (Sekil 41).
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Sekil 41: Gruplarin beyin dokusu tnfa ve ve il6 mRNA ekspresyon diizeylerinin karsilagtirilmasi. ****
p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.
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Sirtl ekspresyonu ROT grubunda koruyucu mekanizmaya bagli olarak artmistir (Sekil 42).
Calismamizda ROT grubunda mTOR ifadesi azalirken, LPS ve ROT+LPS gruplarinda
artmistir, EMP normalize edici etki gostermistir. EMP verilen gruplarda atg5 gen

ekspresyonunda artiglar goriilmiistiir (Sekil 42).
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Sekil 42: Gruplarin beyin dokusu mTOR, sirtl ve atg5 mRNA ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi.
**x% p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.

Pink1, Irrk2 ve park2 genlerinde EMP verilen gruplarda ekspresyonunda azalma goriilmiistiir.
ROT+LPS grubuna gore ROT+LPS+EMP grubunda park7 geninde anlamli azalma
goriilmiistiir (Sekil 43).
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Sekil 43: Gruplarin beyin dokusu pinkl, lrrk2, park7 ve park2 mRNA ekspresyon diizeylerinin
karsilagtirilmasi. **** p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.

EMP uygulanan ROT ve LPS gruplarinda hmgcsl ifadelerine azalma belirlenmistir. Kontrol
grubunun diger gruplara gore slc5a2 ve slcl6alb geninde artislar gozlenmistir (Sekil 44).
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Sekil 44: Gruplarin karaciger dokusu slcl6alb, hmgcsl ve slc5a2 mRNA ekspresyon diizeylerinin
karsilastirilmasi. **** p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.

Calismamizda karaciger dokusunda ROT, LPS ve ROT+LPS gruplarinda pparag gen
ekspresyonunda azalma goriilircken, EMP ve EMP verilen gruplarda artislar s6z konusu
olmustur. Pparab gen ekspresyonunda ise LPS ve ROT+LPS gruplarinda artiglar gozlenirken
EMP ve EMP verilen gruplarda gen ekspresyonunda azalmalar goriilmiistiir (Sekil 45).
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Sekil 45: Gruplarin karaciger dokusu pparag ve pparab mRNA ekspresyon diizeylerinin
karsilagtirilmasi. **** p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.

6.9. immiinohistokimya Sonugclar

Yapilan ¢alisma sonucunda sonuglar ve doku tizerindeki bulgular Sekil 46 ve 47°de verilmistir.
ROT, LPS ve ROT ile beraber LPS uygulanan gruplarda TH ifadesi kontrol grubuna gore
azalirken, EMP uygulamasi ROT ve LPS gruplarinda TH ifadesini arttirmistir (Sekil 46).

ROT, LPS ve ROT ile beraber LPS uygulanan gruplarda Icpl ifadesi kontrol grubuna gore
artmis, bu gruplarda EMP uygulamasi ile Icpl ifadeleri azalmistir (Sekil 47).
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Sekil 46: TH belirtecine ait immiinohistokimyasal analiz. Kontrol (a), ROT (b), LPS (c¢), ROT+LPS (d),
EMP (e), ROT+EMP (f), LPS+EMP (g) ve ROT+LPS+EMP (h) gruplarina ait mikrograflar. 40X i: TH
ekspresyon seviyesini gosteren grafik. **** p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.
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Sekil 47: Lcpl belirtecine ait immiinohistokimyasal analiz. Kontrol (a), ROT (b), LPS (c), ROT+LPS
(d), EMP (e), ROT+EMP (f), LPS+EMP (g) ve ROT+LPS+EMP (h) gruplarna ait mikrograflar. 40X.
Mikrograflar 3. ventrikiil ¢evresindeki Icpl immiin isaretlemesini gdstermektedir. 40x. i: 3. ventrikiil ve
lateral ventrikiillerin gevresindeki alanlarda Icp1 ekspresyon seviyesini gosteren grafik. **** p<(0,0001;

*#*p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.
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7. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda ROT, LPS, ROT ile beraber LPS ve EMP uygulanan gruplarda viicut agirliklar
4.hafta sonunda kontrol grubuna kiyasla azalmistir. Bu azalma ROT+LPS+EMP grubu disinda
tim gruplarda istatistiksel olarak anlamliydi. Ayrica baslangi¢ ile kiyaslandiginda ROT,
ROT+LPS, EMP, ROT+EMP, LPS+EMP ve ROT+LPS+EMP gruplarinda 4.hafta sonunda
viicut agirliklar istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir. Rotenon uygulamasina baglh
olarak viicut agirliklarinda azalma oldugu sicanlarda da gosterilmistir (Jiang ve ark., 2017).
Ayrica LPS'nin enerji homeostazindaki roliinii degerlendirmek i¢in farelere karmn bosluguna
LPS enjekte edilmesi durumunda LPS'nin anorektik etkisi sonucu viicut agirliginda azalmaya

neden oldugu gosterilmistir (Kim ve ark., 2013).

Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve diger birgok norolojik ve ndropsikiyatrik
bozuklukta ¢caligma belleginde ve bilissel veya davranigsal esneklikte bozulmalar yaygin olarak
bildirilmektedir (Handra ve ark., 2019). Hafiza bozukluklari, Y-labirentinde ayni kol
doniislerinin (SAR), alternatif kol doniislerinin (AAR) ve Spontan degisim performansinin
(SAP) oranlari ile degerlendirilir (Choi ve ark., 2019). Noroinflamasyon, bilissel bozuklugun
patogenezinde ve ilerlemesinde 6nemli bir nedensel faktordiir. Calismamizda LPS uygulamasi
ile artan SAR degerlerine benzer sekilde, kontrol gruplariyla karsilastirildiginda, LPS ile tedavi
edilen si¢anlar Y-labirent testlerinde 6nemli 6lglide bozulmus 6grenme ve hafiza sergilemistir
(Feng ve ark., 2021). Calismamizda ROT ve LPS gruplarinda SAP degerleri kontrol grubuna
gore azalirken, ROT ve ROT+LPS gruplarinda EMP uygulamas1 SAP degerlerini arttirmigtir.
SAP, siganlarin, farelerin ve diger hayvanlarin T- veya Y-labirent kollarini ardigik firsatlarda
degistirme egilimini igerir. Bir hayvanin bir sonraki denemede se¢imini degistirebilmesi i¢in
onceki bir durumda hangi koluna girdigini hatirlamasi gerekir. Bu nedenle, SAP o6zellikle
davranigsal farmakologlar tarafindan hizli ve nispeten basit bir hafiza testi olarak
kullanilmaktadir (Hughes, 2004). Y-labirent spontan degisim davranigi, hayvanlarin kesif
aktivitesi sirasinda uzamsal bellegini 6lgmek igin kullanilan bir testtir. Y-labirenti spontan
degisim paradigmasi, hayvanlarin yeni bir ortami kesfetmeye yonelik dogal egilimlerine
dayanmaktadir. Y-labirentine yerlestirildiginde, hayvanlar en son ziyaret edilen kolu
kesfedecek ve bu nedenle ziyaretleri ii¢ kol arasinda degistirme egiliminde olacaktir. Etkili bir
degisim i¢in, hayvanin ¢alisma bellegi kullanmasi gerekir ve bu nedenle, en son ziyaret edilen
kollarin devam eden bir kaydin1 tutmalar1 ve boyle bir kaydi siirekli gtincellemeleri gerekir.
Bozulmus bir calisma bellegine sahip bir balik, hangi kolu ziyaret ettigini hatirlayamaz ve bu
nedenle azalan spontan degisim gosterir (Wietrzych ve ark., 2005). Calismamizda AAR
seklinde 6l¢iilen spontan degisim davranisi, ROT, LPS ve ROT+LPS gruplarinda degismezken
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EMP grubunda artmistir. Bu artis EMP ile artan keton cisimlerinin biligsel fonksiyonlar

tizerindeki diizenleyici etkisi ile iliskilendirilebilir.

Yapilan bir PH modeli deneyinde, rotenon verilen siganlarda hem lokomotor aktivitenin hem
de motor koordinasyonlarin diistiigii gozlenmistir. Ancak tedavi amagh verilen diisiik ve yliksek
doz seklinde uygulanan EMP sayesinde bu bulgu olumlu yonde degismistir. (Ahmed ve ark.,
2022). Yapilan baska bir deneyde, antiepilepsi ilact verilen sicanlarda lokomotor aktivitede
azalma ve motor fonksiyonlarda bozulma goriilmiistiir. EMP verildiginde ise bu olumsuz
tablonun iyilestigi goriilmistiir (Amer ve ark., 2022). Rotenon ile olusturulan PH modelinde
farelerin kontrol grubuna gore motor fonksiyonlarinin bozulmus oldugu goriilmiistiir. EMP
verildiginde ise motor fonksiyonlarin iyilestigini gortilmiistiir. Yine ayni deneyde rotenon
maruziyeti ile dopaminin azaldig1 gosterilmistir. Lokomotor aktivitelerin dopamin azalmasi ile
sekteye ugradigi ve EMP’nin bu durumu diizelttigi gosterilmistir (Mousa ve ark., 2023).
Rotenon ile olusturulan bir PH deneyinde, sicanlarda motor fonksiyonlarda, kavrama
kuvvetinde ve ayak izi yiiriiyiisii testinde bozulmalar goriilmiistiir. EMP verildiginde ise
iyilesmelerin arttig1 goézlenmistir. (Motawi ve ark., 2022). Alzheimer ve Tip 2 diyabet
hastaliklarinin birlikte olusturuldugu bir modelde, siganlarda bozulan biligsel fonksiyonlar
EMP yardimiyla iyilestirilmistir (Hierro-Bujalance ve ark.,, 2020). Bu arastirmalar
gostermektedir ki norotoksinler tarafindan olusturulan bozukluklar EMP’nin oksidatif stresi
azaltmasi, antioksidan parametreleri iyilestirmesi ve olusan inflamasyonu azaltmasi sonucu
iyilesmeye baslamistir. Calismamizda nérotoksin verilen gruplarda ortalama hiz, kesif oran1 ve

katedilen mesafe kontrol grubuna gore azalirken, EMP bu durumu diizeltmistir.

Kompleks | inhibisyonunun kan glukoz diizeyleri iizerine olumlu etkileri olabilecegi 6ne
striilmiigtiir. ROT tarafindan kompleks I’in inhibisyonu, glikolizi indiikleyerek ve hepatik
glukoz ¢ikisini azaltmig ve diyabetik farelerde hiperglisemiyi hafifletmistir. Kompleks I
inhibisyonunun  antihiperglisemik  etkisinin, hucresel NAD*/NADH+H® oraninin
baskilanmasiyla iligkili olabildigi ve mitokondriyal kompleks I'in diyabet i¢in bir ila¢ hedefi
olabilecegine dair goriisler vardir (Hou ve ark., 2018). Bu goriise uygun olarak ¢alismamizda
da ROT uygulanan grupta kan glukoz diizeyi kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmustir.
Calismamizda ROT grubuna benzer sekilde LPS uygulanan grupta da kan glukoz dizeyi
kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmistir. Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarindaki
LPS’ler, glukoz metabolizmasinda belirgin degisikliklerle iliskili olarak inflamasyonu tetikler.
Hiperglisemi, bakteriyel enfeksiyon sirasinda siklikla gézlenir ve kritik hastalarda koétii bir
Klinik sonucun gostergesidir (Nguyen ve ark., 2014). LPS’ye akut maruziyet ise hipoglisemiye

ve insiilin direncine neden olmaktadir. LPS’nin hipoglisemiye neden olmasindaki mekanizma
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olarak sitokinlerden TNF- a ve il-1R’in uyarilmasi olarak gosterilmistir. Insiilin direncinin ise
LPS’nin indiikledigi hipoglisemide TLR4, MyD88 ve NF kappa B yolaklari iizerinden sekonder
bir etki olabilecegi one siiriilmiistiir (Raetzsch ve ark., 2009). Calismamizda uygulanan idrarla
glukoz atilimini artirarak kan sekerini diisiiren, glisemik kontrolii iyilestiren, viicut agirligini ve
kan basincini diisiiren sodyum glukoz yardimer tastyict 2 (SGLT2) inhibitorii yeni bir ajan
olarak EMP, kan glukoz diizeylerini kontrol grubuna goére anlamli derecede diigiirmiistiir.
Ayrica ROT, LPS ve ROT+LPS gruplarinda EMP uygulamasi kan glukoz degerlerinde bu

gruplara gore azalmaya neden olmustur.

Calismamizda ROT, LPS enjeksiyonu ve ROT ile LPS’nin beraber uygulanmasi beyin,
bagirsak ve karacigerde oksidatif stres belirte¢lerinden LPO ve NO’da artigsa neden olmustur.
ROT’un etkisi, kompleks I'deki demir-kiikiirt merkezlerinden ubikinon'a transfer edilen
elektronlarin bloke edilmesini igerir, bu da minimum ATP {iretimi ile oksidatif fosforilasyonun
bloke edilmesiyle sonuglanir ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna yol agar (Surmen
ve ark., 2022). LPS'nin in vivo ve in vitro modellerde néroinflamasyonun indiklenmesinden
sorumlu oldugu bilinmektedir. LPS'min ayrica, inflamatuar mediatorlerin ve genlerin
ekspresyonunu indiikleyebilen ROS seviyesini ylikselttigi de gosterilmistir. Kontrollii bir ROS
seviyesi, baslica niikleer faktor eritroid-2 ile iligkili faktor 2 (Nrf2) ve hemoksijenaz 1 (HO-1)
gibi enzimler tarafindan indiiklenen endojen savunma mekanizmasi tarafindan korunur. Yiiksek
ROS seviyeleri, basta bazi inflamatuar reseptorlerin (TLR4) ve niikleer faktor kappa B (NF-
kB), doku nekroz faktorii alfa (TNF a) aktivasyonunu uyararak noroinflamasyonun
indiiklenmesinden sorumludur. Ayrica, yiikksek ROS seviyeleri, Bax ve Kaspaz-3'U aktive
ederek ve Bcl-2 ckspresyonunu asagi regiile ederek apoptotik hiicre Gliimiiniin

indiiklenmesinden de sorumludur (Badshah ve ark., 2019).

Calismamizda EMP uygulamast incelenen tiim dokularda antioksidan savunma
mekanizmalarin1 giiclendirmis ve oksidatif stres belirteclerini azaltmistir. EMP, LPO
diizeylerini ROT, LPS enjekte edilen ve ROT ile LPS’nin beraber uygulandigi gruplarda
azaltirken, NO diizeylerini ROT ile LPS’nin beraber uygulandigi grupta diisiirmiistiir. EMP’ nin
antioksidan etkisi dokularda ROT ve LPS’ye bagli olarak azalan GSH diizeylerini ve SOD
aktivitelerini arttirmak yoniinde olmustur. EMP, kan glukoz konsantrasyonunu diisiirmek i¢in
idrarla glukoz atilimini arttirarak diyabeti tedavi eden bir ilag smifi olan SGLT2
inhibitdrlerindendir ve son zamanlarda baska hastaliklarda da faydalar gdstermistir. Onceki
caligmalarda, EMP'nin, kalp yetmezligi hastalarin1 tedavi etmek i¢in FDA tarafindan
onaylanmasinin nedenlerinden biri olarak, bozulmus mitokondriyal fonksiyonlar {izerindeki

koruyucu etkileri gdosterilmistir. EMP’nin azalmis mitokondriyal membran potansiyelini
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tyilestirdigi, bozulmus hiicresel ATP iiretimini geri kazandirdii ve mitokondriyal
dejenerasyonu inhibe ettigi bulunmustur (Wang ve ark., 2022). SSS’de mikroglia, bir uyaranin
varhginda pro-inflamatuar veya anti-inflamatuar fenotipler olusturabilen bagisiklik
hiicreleridir. Mikroglia aktivasyonu, sialik asit baglayict immiinoglobulin siiper ailesi (Siglec)
ve bunlarin karbonhidrat ligandlar1 gibi baglayici reseptorler tarafindan diizenlenir. Cogu
Siglec, aktivasyon sinyallerinin sonlandirilmasina yol agar. Bu nedenle, Toll benzeri reseptorler
tarafindan tetiklenenler gibi pro-inflamatuar bagisiklik tepkileri, mikrogliada inhibitor Siglec
sinyali ile engellenebilir (Linnartz-Gerlach ve ark., 2014). Hicre yizeyindeki terminal
monosakkaritler ve hiicre dis1 proteinler siklikla sialik asitlerdir. Bunlar, 16kosit iletisimindeki
ilk etkilesim bolgesini temsil eder ve genel bagisiklik tepkisini belirler (Crespo ve ark., 2013).
Sialik asit, Siglecs gibi bir dizi inhibitor reseptdr i¢in bir liganddir, konake1 hiicreler tarafindan
eksprese edilen ligandlar1 patojen tanimadan maskelemeye yardimci olur ve kompleman
birikimini inhibe ederek otoimmin tepkileri 6nler. Sonug olarak, sialik asit ekspresyonundaki
veya sialik asitleri igeren glikanlardaki degisiklikler, immiin yanitlarin gelisiminde 6nemli bir
rol oynar (Crespo ve ark., 2013). Glikozilasyondaki bazi bozukluklar ve 6zellikle sialik asit
eksikligi, bagisiklik hiicresi aktivasyonunu siddetlendirebilir (Videira ve Castro-Caldas, 2018).
Oksidatif stres gibi patolojik durumlarin, muhtemelen asidoz nedeniyle hiicre yiizeyindeki
sialik asit eksikligine yol agabildigi One siirtilmistir (Videira ve Castro-Caldas, 2018).
Calismamizda ise beyin ve karacigerde LPS enjeksiyonu, sialik asit diizeylerinde artisa neden
olmustur. Bu artis LPS ile indiiklenen inflamasyona ve beyinde mikroglial aktivasyona bagh
olabilir. Bu dokularda EMP uygulamasi artan sialik diizeylerini normalize etmistir. Muskarinik
antagonist olan skopolamin'in insanlarda ve hayvanlarda amneziye neden oldugunun
gosterilmesinden itibaren, beyin asetilkolini bellek ile yogun bir sekilde iligkilendirilmistir.
Asetilkolinin 6grenmeyi ve hafizayr modiile edebilecegi one siiriilmiistiir (Gold, 2003).
Calismamizda beyinde ROT ve LPS gruplarinda artan asetilkolin diizeyleri bu gruplarda azalan
bozulan hafiza yetenegini iyilestirmeye yonelik bir cevap olarak degerlendirilebilir. EMP,
karaciger ve beyinde ROT+LPS gruplarinda AChE aktivitesini normalize etmeye yonelik etki

gostermistir.

ALP’nin baglica islevleri fizyolojik ve fizyolojik olmayan substratlarin defosforilasyon ve
transfosforilasyon tepkimelerini katalize etmektir. Dort homolog gen lokusu tarafindan
kodlanan ALP izozimleri plasental, ireme hiicresi, bagirsak ve dokuya 6zgii olmayan ALP’dir.
Dokuya 6zgii olmayan ALP ¢ok sayida dokuda Ozellikle bobrek ve merkezi sinir siteminde
bulunur (Sebastian-Serrano ve ark., 2015). TNAP, tau proteinin defosforile ederek muskarinik

M1 ve M3 reseptorlerinin bir agonisti davranarak saglam ve siirekli bir hiicre i¢i kalsiyum
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artisina sebep olurlar ve sonunda néral 6liimii tetikleyebilir (Diaz-Hernandez ve ark., 2010).
Dopaminerjik ndron oliimlerine neden olan LC’lerinin igerisinde SNCA ve tau proteinleri de
bulunur. Bu durum PH taupatiler ile de iliskilendirebilir (Zhang ve ark., 2018). Yz insan
katildig1 bir caligmada, dokuya 6zgii olmayan ALP aktivitesi, Alzheimer hastalarinda kontrol
grubuna gore yiiksek bulunmustur (Vardy ve ark., 2011). Yakin zaman once yapilan bir
deneyde, metotreksat verilen farelerde ALP diizeyinin arttig1 goriilmiis, diisiik ve yiiksek doz
EMP verilen gruplarda ise ALP diizeyi azalmistir. (EI-Kashef ve Sewilam, 2023). PH’da tau
birikiminin var oldugu bilindigine gore dokuya 6zgii olmayan ALP’nin artis1 dopaminerjik
norondaki kalsiyum akigini arttirmis ve ndronlar1 6liime siirliklemis olabilir. Caligmamizda
ALP aktivitesi beyin, hepatopankreas ve bagirsak dokusunda norotoksin olan gruplarda
yukselirken, EMP maruziyeti olan gruplarda azalma gostermistir. Bu durum belki de EMP’in
ketojenik etkisiyle otofajiyi aktiflestirmesine, oksidatif stres kaynagi olan mitokondriyal
fonksiyon bozuklugunu ortadan kaldirmasina ve bozulan UPS’yi iyilestirmesi ile diizeltmis
olabilecegini 6ne siirebiliriz. PH’de dokuya 6zgii olmayan ALP aktivitesi ¢alismasi bu konunun

aydinlatilmasi i¢in ¢cok degerli olacaktir.

Pro-oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik olarak tanimlanan oksidatif stres,
diyabet, kardiyovaskuler hastaliklar, nefropatiler, karaciger hastaliklari, noral bozukluklar ve
kanserler dahil olmak iizere bir¢ok insan hastaliginin patogenezinin altinda yatan ¢ok onemli
bir faktordiir. SGLT21’lerinin serbest radikal olusumunu azalttig1, pro-oksidanlar1 baskiladig:
ve SOD’lar ve GSH peroksidazlar gibi antioksidan sistemleri yukari regiile ettigi gésterilmistir
(Tsai ve ark., 2021). Yapilan bir fare ¢calismasinda, metotreksat verililen grupda GSH ve SOD
antioksidan parametreleri azalirken, diisiik ve yiiksek doz EMP uygulanan diger maruziyet
gruplarinda bu parametreler anlamli bir sekilde artis gostermistir (El-Kashef ve Sewilam,
2023). Yiksek doz fruktoz verilen fareler ile yapilan deneyde, friikktoz maruziyet grubunda
katalaz ve SOD aktivitesi azalirken, EMP ve EMP nanopartikiilleri verilen maruziyet
gruplarinda katalaz ve SOD aktivesinde iyilesmeler goriilmiistiir (Khan ve ark., 2021). Tip 2
diyabetli hastalarda, EMP, GST ve katalaz dahil olmak (zere antioksidatif enzimlerin
16kositdeki ekspresyonunu onemli Olgiide arttirdigir gosterilmistir (Pawlos ve ark., 2021).
Yaptigimiz ¢aligmada beyin ve hepatopankreas dokularinda biitiin gruplarin kontrole gére GST
aktivasyonu artmistir. EMP verilen gruplardaki artiglar daha fazladir. Bu durum beyin
dokusunun kendi antioksidan sistemini mevcut norotoksinlere karsi korumak istemesinden
kaynaklanirken, EMP bu duruma destek oldugu i¢cin EMP uygulanan gruplarda daha yiiksek
aktivite gormiis olabiliriz. Sonug¢ olarak EMP antioksidan parametrelerinin aktivitelerini

artirarak ve oksidatif stresi azaltarak gosteriyor olabilir.
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Keton cisim sentezi veya ketogenez, cogunlukla hepatositlerde gergeklesir, ancak beyin veya
bobrek hiicrelerindeki astrositler gibi diger hiicre tiplerinin de keton cisimlerini daha az
sentezledigi oOne sirilmiistiir (Garcia-Rodriguez ve Giménez-Cassina, 2021). SGLT2'nin
onemli ekspresyonu hipokampusta, beyincikte ve kan-beyin bariyeri (BBB) endotel
hiicrelerinde tanimlanmustir (Wicinski ve ark., 2020). Ote yandan, metabolik substratlar olarak
keton viicut kullanimi veya ketoliz, esas olarak beyin, kalp ve iskelet kasinda meydana gelir
(Garcia-Rodriguez ve Giménez-Cassina, 2021). SGLT2 inhibittrleri, T2DM yonetimine klinik
yaklasimda devrim yaratan daha yeni hipoglisemik ilaglardir. Ana etki mekanizmalari,
bdbreklerin proksimal tubillerindeki SGLT2 reseptorlerini inhibe etmek ve boylece idrardan
geri emilimini bloke ederek kan glukoz seviyelerini diistirmektir (Pawlos ve ark., 2021).
Dolagan keton cisimlerinin (yani, PB-hidroksibutirat, BHB) EMP tarafindan arttirildigt
gosterilmistir (Abdurrachim ve ark., 2019). Yine baska bir ¢alismada SGLT2 inhibitorleri ile
tedaviden sonra tip 1 ve 2 diyabetli hastalarda kan keton diizeylerinin arttig1 tarif edilmigtir
(Pietschner ve ark., 2021). Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda EMP’nin etkisi ile keton cisimleri

sentezinde anlamli artiglar goriilmiistiir.

DOPAC/DA orani dopamin metabolizmasinin veya yikiminin, dopaminin terminal sinirlerdeki
yogunlugundan bagimsiz énemli bir gdstergesidir (Lookingland ve Moore, 2005). Ote yandan,
bu orandaki artiglarin, artan yenilenme siirecini yansitti§ina ve sistemin biitiinliiglinii ve is
yiikiinii ortaya ¢ikardigia inanilmaktadir (Tillerson ve ark., 2001). Calismamizda DOPAC/DA
orant ROT grubunda Kontrol grubuna gore azalirken, LPS ve EMP gruplarinda artmistir. EMP
uygulamasi ise ROT grubunda azalan DOPAC/DA oranini arttirmaya, LPS grubunda ise artan
DOPAC/DA oranmi azaltmaya yonelik etki gdstermistir. Bu bulgu EMP’nin antioksidan
etkisinden dolay1 dopamin metabolizmasindaki degisiklikleri diizeltmeye yonelik etkisini isaret

etmistir

Otofaji otuz besten fazla otofaji ile iliskili proteinler (ATG) tarafindan siki bir sekilde regiile
edilir. Cogu ATG proteinleri pozitif bir sekilde otofajiyi regiile etmesine ragmen, Rubicon
(rubicon otofaji regulatori)) otofajinin bilinen birkac tane endojen negatif regilatérinden
biridir. Rubicon, Beclin 1 kompleksi ile etkilesim kurarak otofajiyi baskilar. Rubicon, aym
zamanda Rab?7 ile direkt bir sekilde etkilesim kurarak endozomal trafigi de inhibe eder. Ote
yandan, Rubicon, hiicre dis1 molekiil uyaranlarina yanit olarak LC3 ile iliskili fagositozu ve
endositozu, kanonik olmayan otofaji formlarini pozitif olarak diizenler. PI3K kompleksi ayrica
Atgl4L veya UV radyasyon direnci ile iliskili gen (UVRAG) igerir. PI3K-Atg14L kompleksi
ER, endozom ve izolasyon membraninda lokalizedir ve otofagozom olusumu i¢in esastir, oysa

PI3BK-UVRAG kompleksi esas olarak ge¢ endozomda lokalizedir, dolayisiyla endozomal
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trafige aracilik eder. UVRAG, Beclin 1/VPS3413 olmadan C sinifi tip VPS'leri birlestirerek
kargonun lizozomlara endozomal akiginda ve otofagozom olgunlagmasinda rol oynar. Rubicon,
hem otofajinin baglamasin1 hem de otofagozom olgunlagsmasini diizenler. Rubicon, RUN alani
araciligiyla dogrudan PI3K-UVRAG kompleksine baglanir ve PI3K aktivitesini inhibe ederek
otofaji baslangicinin baskilanmasina katkida bulunur (Nah ve ark., 2021). Fareler tzerinde
yapilan bir ¢aligmada, knockout rubicon yapilan farelere intrapertonel olarak yiiksek dozda LPS
verilmis ve kontrol ile kalp dokusunda otofaji akimi degisimi kiyaslanmistir. Yapilan
caligmanin sonucunda knockout yapilan farelerin otofaji akim1 kontrol grubuna gore artmigtir
ve kardiyak morfolojisi normal goriilmiistiir (Zi ve ark., 2015). PH daha ¢ok yaslilar etkileyen
bir hastaliktir. Yapilan bir kapsamli ¢alismada, Rubicon'un ekspresyonu, yasl solucan, sinek
ve fare dokularinda transkript ve/veya protein seviyelerinde artar, bu da Rubicon'da yasa bagh
bir artisin zaman iginde otofajiyi bozdugunu ve dolayisiyla hayvan saglhigini negatif yonde
etkiledigi gosterilmistir. Ayrica Rubicon'un yikilmasi, solucan ve sinek dmriinii uzatmis ve yasa
bagl birka¢ fenotipi iyilestirdigi gézlemlenmistir. Dokuya 6zgii deneylerde ise noéronlardaki
Rubicon yikiminin yasam siiresi lizerinde en biiyiik etkiye sahip oldugunu ortaya koydugu
belirtilmis ve rubicon nakavt fareler, bobrekte interstisyel fibrozda azalma ve beyinde alfa
siniiklein birikiminde azalma sergilemistir. Dahast Rubicon, bazi uzun Omiirlii solucan
tirlerinde ve kalorisi kisitlanan farelerde baskilanmistir (Nakamura ve ark., 2019). Rubicon

susturulmasi ya da ekspresyonun azaltilmasi koruyucu etki gdsteriyor olabilir.

Calismamizda mikroarray analizinde, ROT+LPS+EMP grubunun ROT+LPS grubuna gore
rubicon genin ekspresyonun 10 kattan daha fazla azaldigini belirledik (Tablo 15). Bu baglamda
EMP otofajinin negatif regulatoriiniin ekspresyonunu azaltarak otofajiye pozitif etki ediyor

olabilir.

OLA1 (Obg benzeri ATPase 1), YchF alt ailesi GTPaz’in yeni tanimlanmis bir ATPaz Uyesidir.
GTPazlar, NTP baglayici proteinlerin en bol bulunan sinifidir ve protein translasyonu, hiicre
i¢1 tagima, sinyal iletimi ve biiylime gibi ¢esitli hiicresel siire¢lerin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli
bir role sahiptir. YchF proteinleri mayadan insana yiiksek oranda korunur ve diger GTPazlarin
aksine ATP’yi GTP’den daha verimli bir sekilde baglar ve hidrolize eder (Mao vd., 2013). Bir
calismada, OLA1’in knockdown edilmesi, hiicreler oksidanlarla tehdit edildiginde ROS
iiretiminin azalmasina ve ayn1 zamanda GSH tiikenmesine karsi hiicresel direncin artmasina

neden olur. Bu nedenle, OLAI1, antioksidan tepkinin negatif bir diizenleyicisi oldugu

bildirilmistir (Zhang ve ark., 2009).
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Mikroarray analizi sonug¢larimiza gore ¢alismamizda ROT+LPS+EMP grubunda ROT+LPS
grubuna gore olal geni 10 kattan fazla azaldigini belirledik (Tablo 15). Bu durumda EMP’nin
olal ekspresyonu azaltict etki yaparak ROS f{iretimin azalmasmi sagliyor olabilecegi

diistinildii.

Hiicre i¢i bir bozunma yolu olan makrootofajide, otofagozom adi verilen ¢ift zarli bir organel,
cesitli hedefleri i¢ine alir ve onlar1 bozunma i¢in lizozom iletir. Se¢ici olmayan makrootofaji
durumunda, otofagozomlarin boyutu nispeten homojendir. Segici otofajide, otofagozom boyutu
oldukga heterojendir. Endoplasmik retikulum otofagozom olusumunda 6nemli bir role sahiptir.
ER-lokalize Dnal-benzeri proteinlerin  bir ailesi olan ERdj proteinleri, baglayici
immiinoglobulin proteinine baglanan ve onun ATPaz aktivitesini destekleyen bir J-domeni
icerir. Bazi ERdj'ler protein katlanmasi, ER ile iligkili protein bozulmasi veya Ca2+
homeostazinda yer alir (Yamamoto ve ark., 2020). ERdj8/DNAJC16 (DnaJ Heat Shock Protein
Family (Hsp40) Member C16), otofagozomlarin boyut belirlemesinde yer alir (Yamamoto ve
ark., 2020). Yamamoto ve ark. (2020) yaptig1 ¢calismada ERdj8 otofagozom olusmasinda yer
aldig1 ve knockdown durumunda otofajik yutulmanin hedef boyutunun sinirlanmasina neden

oldugunu bildirmistir (Yamamoto ve ark., 2020).

Mikroarray analizi sonuglarma gore ¢alismamizda ROT+LPS+EMP grubunda ROT+LPS
grubuna gore 10 kattan fazla dnajcl6l (insan ortologu DNAJC16/ERd}8) geninde artis
gozlemlenmistir (Tablo 15). EMP’nin otofajiye otofagozom biiylikliigiine etki ederek de

etkisini gdsterdigini ileri siirebiliriz.

ATGS konjugasyon mekanizmasi, fagofor genislemesini kontrol eder. Insan hiicreleri, iki alt
ailede gruplandirilabilen alt1 ATGS ailesi iiyesi igerir: 1) mikrotiibiil ile iliskili proteinler 1A/1B
hafif zincir 3A (LC3A), LC3B ve LC3C ve ii) y-aminobiitirik asit reseptorii ile iligkili protein
(GABARAP), GABARAPL1 ve GABARAPL2. LC3 proteinlerinin alt ailesi, fagofor
genislemesinde erken hareket ettigi gosterilmis, GABARAP proteinleri daha sonra otofagozom
kapanmasi1 ve olgunlasmasi ile iliskilendirilmistir (Strohm ve Behrends, 2020). Bilinen diger
LC3C islevleri arasinda ksenofaji, parcali mitofaji, viral trafik ve proteinlerin endoplazmik
retikulumdan ¢ikist bulunur. LC3C otofajisi, kanonik olmayan yukari akis diizenleyici
kompleksler gerektirir (Bischoff ve ark., 2021). Bes mitofaji reseptoriiniin (TAX1BP1, OPTN,
NBRI1, p62 ve NDP52) nakavt modellerinde, LC3C'nin mitofaji sirasinda TAXBP1 tarafindan
ve LC3B'nin OPTN ve NDP52 tarafindan ise alindigi bulundu (Schaaf ve ark., 2016).
Calismamizda ROT+LPS+EMP grubun ROT+LPS grubuna gore 10 kattan fazla mapllc3c
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(insan ortologu MAP1LC3C) geninde artis gézlemlenmistir (Tablo 15). EMP’nin otofajiye

fagozom olusumunda da map1llc3c genin ekspresyonu artis1 ile destekledigi one siiriilebilir.

Otofaji, hiicre i¢i bozunmay1 ve sitoplazmik materyallerin lizozomal makineler yoluyla geri
doniisiimiinii iceren stres kaynakli katabolik bir siirectir. Otofaji sirasinda, protein kiimeleri ve
organeller gibi sitoplazmik materyaller, otofagozom ad1 verilen ¢ift zarli bir kesecik i¢inde
hapsedilir. Otofagozomlar daha sonra lizozomlarla birleserek otolizozomlar1 olusturur, bu da
hiicresel yapilarin bozulmasina ve ardindan besinlerin ve zarlarin geri doniisiimiine yol acar.
Otofaji, genellikle aclik gibi stres kosullarinda hiicreleri korumak i¢in bir savunma

mekanizmasi olarak kabul edilmistir (Rubinsztein ve ark., 2012).

Calismamizda sirtl ekspresyonu ROT grubunda koruyucu mekanizmaya bagli olarak artmistir.
SIRT1, metabolizma, kanser, yaslanma ve gelismenin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan
NAD'ye bagimli bir histon deasetilazdir. SIRT1, FOXO, tiimor baskilayict p53 ve niikleer
faktor-kappa B (NF-kB) gibi gesitli transkripsiyon faktorlerini diizenler. Otofaji ile iliskili
genlerin Atg5, Atg7, Atg8 ve FoxO1'in deasetilasyonu ile otofaji-lizozom yolunu diizenler. Bu
nedenle, SIRT1 ve otofajinin aktivasyonunun, oksidatif stres kosullar1 altinda hiicrenin hayatta
kalmasi ig¢in 6nemli bir koruyucu mekanizma olusturdugunu ortaya konmustur (Ou ve ark.,
2014). Otofaji, hasarl ve islevsiz organellerin ve yanlis katlanmis proteinlerin uzaklastiriimasi
i¢in bir telafi edici mekanizmadir (Mei ve ark., 2016). Otofajinin farmakolojik inhibisyonu veya
genetik zayiflamasi, farelerde LPS kaynakli akut bobrek hasarini siddetlendirdi (Takahashi ve
ark., 2012). Tersine, otofajinin rapamisin ile giiglendirilmesi, farelerde sisplatin kaynakli akut
bobrek hasarini belirgin sekilde hafifletti (Jiang ve ark., 2012). Artan otofajik akis, inflamatuar
sitokin iiretimini azaltir ve anti-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu arttirir ve akut bobrek
hasarinda yapisal ve fonksiyonel bozukluklar1 sinirlar. Otofaji, kendi kendine onarim i¢in bir
firsat saglar ve bozulmus otofaji, apoptotik hiicre 6liimiiniin artmasina neden olur (Jiang ve
ark., 2012, Takahashi ve ark., 2012). Daha 6nce, EMP’nin diyabetik siganlarin bobreginde
otofajiyi aktive ettigi bulunmustur (Korbut ve ark., 2020). Yapilan son bir ¢alismada EMP ’nin,
diyabetik olmayan sicanlarda otofajiyi belirgin sekilde arttirdigi ve apoptozu Onledigi

gosterilmistir (Ala ve ark., 2022)

Son arastirmalar, otofajinin, ROT kaynakli PH'nin patogenezinde yer aldigini gostermistir.
Sicanlari beyinlerine ROT enjeksiyonunun, PH patolojisini indiikleyebildigi ve ayn1 zamanda
otofagozom vezikiillerini artirabildigi bildirilmistir (Xiong ve ark., 2013). Parkinson
hastalarinin beyin dokusunda da otofagozom vezikiilleri gbzlenmis olup bu durum otofajik

akisin bozulmasina isaret etmistir (Filomeni ve ark., 2012).
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Bununla birlikte, ndrodejeneratif hastaliklarda otofajinin rolii tartismalidir. Baz1 arastirmalar,
indiiklenebilir otofajinin stres kosullarinda hayatta kalmaya katkida bulundugunu bildirmistir.
Otofajik siirecin norodejeneratif hastaliklarda PI3K/Akt/mTOR aktivitesi lizerinden modiile
edildigi one siiriilse de aralarindaki etkilesim karmasiktir (Heras-Sandoval ve ark., 2014, Liang
ve ark., 2017). ROT’un Akt/mTOR yolagmi inhibe ettigini, Akt/mTOR yolaginin
aktivasyonunun ise otofajiyi indukleyerek SH-SY5Y hiicrelerini ROT hasarindan korudugunu
gostermistir (Zhang ve ark., 2019). Benzer sekilde calismamizda ROT grubunda mTOR ifadesi
azalirken, LPS ve ROT+LPS gruplarinda artmistir, EMP normalize edici etki gostermistir. Bir
serin/treonin kinaz olan mTOR, hiicresel metabolizmanin ana diizenleyicisidir. mTOR, ¢ok
cesitli ipuclarina yanit olarak hiicre biliylimesini ve ¢ogalmasini diizenler ve bir¢ok insan
hastaliginda sinyal yolu diizensizdir. mTOR ayrica otofajiyi diizenlemede ¢ok dnemli bir rol
oynar (Laplante ve Sabatini, 2012). Besinler, blytme faktorleri ve hiicresel enerji seviyeleri,
hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasinin temel belirleyicileridir. Bir serin/treonin kinaz olan mTOR,
hiicresel metabolizmanin ana diizenleyicisidir ve ¢evresel ipuglarina yanit olarak hiicre
biiytimesini destekler. mTOR sinyallemesinin bozulmasi, diyabet, ndrodejeneratif hastaliklar
ve kanser dahil olmak iizere birgok insan hastaliginda yer almistir (Kim ve Guan, 2015).
mTOR'un iyi bilinen rollerinden biri, hiicre biiylimesi ve ¢gogalmasi i¢in gerekli yap: taglarini
saglamak i¢in anabolik hiicresel metabolizmay1 tesvik etmektir. mTOR, protein, lipit ve
niikleotidlerin sentezini uyarmak ve translasyon sonrasi ve transkripsiyonel seviyelerde otofaji
gibi katabolik siiregleri bloke etmek i¢in ¢esitli uyaranlar1 ve sinyal aglarini entegre eder (Kim

ve Guan, 2015).

Otofaji aktivasyonunun ROT kaynakli Parkinson modeline karsi noroproteksiyon sagladigini
onerilmistir. Insan neuroblastoma hiicre hattt SH-SY5Y de ROT uygulamasindan sonraki ilk
36 saatte otofajinin zamana baglh aktivasyonunu ve ROT uygulamasindan 48 saat sonra bu
hiicrelerde otofaji seviyesinde dramatik bir diisiis oldugu gosterilmistir (Xiong ve ark., 2013).
Otofaji, toksinler ve oksidatif stres gibi strese karst onemli bir hiicresel yanittir. SH-SY5Y
hiicrelerinin sitoplazmasinda otofajik vakuollerin birikmesi, oksidatif stres ve mitokondriyal
disfonksiyon yoluyla ROT kaynakli toksisiteye baglanabilir. Bu bulgular, oksidatif stresin
otofajinin yukari akis siireci olabilecegini gdsteren Onceki ¢alismalarin sonuglarina benzerdir
(Gonzélez-Polo ve ark., 2007). Otofajinin aktivasyonu, telafi edici bir oto-dizenleyici
mekanizma olarak hiicre hasarini 6nlemeye yardimci olabilir. Bununla birlikte, patojenik
stresin asir1 yiiklenmesi hiicresel kompanzasyon kapasitesini agtiginda, otofaji hiicresel dengeyi

koruma yetenegi altinda olabilir ve sonugcta hiicre 6liimiine yol agabilir.

109



ATGS, otofajik vezikiil olusumu i¢in zorunludur. ATGS'in susturulmasi veya devre disi
birakilmasi, otofajinin asagi reglilasyonuna veya tamamen inhibisyonuna neden olabilir, bu da
ATGS'In otofajide merkezi bir rol oynadigimi gosterir. Bu nedenle ATGS, otofaji gen
diizenleme deneylerinde en yaygin olarak hedeflenen genlerden biridir. Ek olarak, ATGS5'in
oksidatif hasardan sonra mitokondriyal kalite kontrolii; dogustan gelen antiviral bagisiklik

tepkisinin negatif diizenlenmesi gibi farkli gérevleri de vardir (Ye ve ark., 2018).

LPS’nin, mTOR'u aktive ederek in vivo akut ve kronik deneysel koliti otofajiyi inhibe ettigi
gosterilmistir. Aktive edilmis mTOR ve bozulmus otofaji, bagirsak enflamatuar tepkilerinde ve
oksidatif stres hasarinda onemli roller oynar. mTOR’un susturulmast LPS kaynakl
inflamasyon ve oksidatif hasari iyilestirirken, ATGS5’in susturulmas1 LPS kaynakli inflamasyon
ve oksidatif hasar1 daha da ilerletti. mTOR inhibitorleri ve otofaji uyaricilari ile tedavi, fareleri
bagirsak iltihabr ve oksidatif hasardan 6nemli dlgiide korumustur. mTOR'a bagli otofaji,
bagirsak inflamatuar yanitlarini diizenlemistir (Zhou ve ark., 2018).

Membran tasinmasi pasif ve aktif sekinde iki tiire ayrilabilir. Pasif tasima, difiizyon ve
kolaylastirilmig difiizyon olarak ikiye ayrilabilirken, aktif tasima, birincil aktif tagima (tagima
proteini, ABC (ATP baglayici kaset) tastyicilar1 ve P-tipi ATPazlar dahil olmak Uzere ATPaz
icerir) ve sekonder aktif tasimay: igerir. SLC'ler, kolaylastiric1 difiizyon ve sekonder aktif
tagima ile islev goriir. Pasif tagima, ¢ozlinen maddelerin ve iyonlarin zar boyunca hareketini
kolaylastirir ve genellikle spontan ve stokastik konformasyonel degisiklikler eslik eder (Hu ve
ark., 2020).

SLC16 gen ailesinin on dort tiyesi vardir. Dort (SLC16A1, SLC16A3, SLC16A7 ve SLC16A8)
mono karboksilat tagiyicilari (sirastyla MCT1, MCT4, MCT2 ve MCT3) kodlar ve plazma zar1
boyunca I-laktat, piruvat ve keton cisimleri gibi monokarboksilatlarin proton baglantili
tasinmasini katalize eder (Halestrap, 2013). Serebral keton cisimlerinin metabolizmasi (i)
kandaki konsantrasyonlara, (ii) kan-beyin bariyerini asip hiicrelere tasinmaya ve (iii) keton
cisimlerini metabolize eden enzimlerin aktivitesine baghdir. Kan konsantrasyonu, serebral
keton cisimlerinin metabolizmasi oranini etkileyen en dnemli faktor olarak kabul edilir. Kan-
beyin bariyeri ¢ogu hidrofilik maddeye kars1 nispeten gecirgen olmadigindan, keton cisimleri
ve laktat gibi kisa zincirli monokarboksilik asitler (MCT'ler, SLC16 ailesi) icin ve asetoasetat
ve 3-hidroksibutiratin merkezi sinir sistemi dokularina erigimini i¢in tastyicilara ihtiyag vardir.
Beyin hicrelerine keton cisim girisi, diflizyon (orta derecede yiiksek bir oranda) ve tasiyici
aracili stiregler (MCT'ler; muhtemelen daha az diizenlenmis) ile gergeklesir (Maurer ve ark.,
2011).
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Beyin, glukoz ve mono karboksilatlari alarak enerji substratlar1 olarak kullanilmak yetenegine
sahiptir. Normalde, mono karboksilatlarin plazma seviyeleri ¢ok diisiiktiir ve beyin neredeyse
sadece yakit i¢in glukoz kullanir. Bununla birlikte, yiiksek yagli bir diyet tiikketen emziren
sicanlarda, B-hidroksibutirat, asetoasetat ve laktat gibi mono karboksilatlarin kan seviyeleri
yiiksektir ve bazen beyin i¢in yakitin %50'sinden fazlasini saglar. Buna uygun olarak, emziren
sicanlarda, kan-beyin bariyerindeki MCT1 mRNA (Pellerin ve ark., 1998) ve protein (Gerhart
ve ark., 1997) seviyeleri yetiskinlerden ¢ok daha yiiksektir. Diyetteki karbonhidrat veya enerji
kisitlamasinin baglangicinda, beyinde depolanan glukoz, sadece birka¢ dakika boyunca
adenozin trifosfat (ATP) saglayabilir. Keton cisimleri> 4 mmol/L konsantrasyonlara
ulastiginda, beyin enerji kaynaginda glukozdan keton cisimlere bir gecis meydana gelir. Keton
cisimleri, mikro-vaskuler endotel hicreleri ve astrositlerdeki MCT'ler araciligiyla beyin
dokusuna alinabilir ve tasima siireci, dolasimdaki keton cisimlerinin konsantrasyonlarina
baghdir (Jiang ve ark., 2022). Kan-beyin bariyerindeki monokarboksilat tagima proteininin
ifadesinin yiiksek yagl bir diyetle uyarildigr yillar 6nce onerilmistir (Moore ve ark., 1976).
Yetiskin siganlarm, yiiksek yagl bir diyetle plazma keton seviyeleri yiikseldiginde MCT1'i
uyarilip uyarilmadig incelenmis ve yetiskin sigan beyninde MCT1'in endotel ekspresyonunun
ketojenik bir diyetle birkag kat indiiklenebilecegini gosterrilmistir (Leino ve ark., 2001). Ote
yandan PH'de metabolik bozukluklar olmasma ragmen, dopaminerjik nérodejenerasyonun
ardindan MCT1, MCT2 ve GLUT1 seviyelerinin degismedigi gosterilmistir (Puchades ve ark.,
2013). LPS’nin, fare monositlerinde MCT1 ifadesini azalttig1 gosterilmistir (Ochrietor ve Al-
Khatab, 2019). BV2 hiicre hattinda ve mikrogliada ise LPS kaynakli MCT1 ve MCT4 artis1
gosterilmistir. Inflamatuar yanit, 6zellikle bagisiklikla ilgili dokular tarafindan glukoz talebini
arttirir ve birgok bagisiklik hiicresi zorunlu glukoz kullanicilart haline gelir. Hepatik ketogenez,
sistemik insiilin/glukagon oranindaki azalmalar tarafindan indiiklenir ve EMP’nin, insiilin-
glukagon oranmini azaltti§i gosterilmistir. EMP tedavisi sicanlarda dolasimdaki keton
diizeylerini ve de idrar keton atilimmi ve MCT1, ketojenik enzim BHB dehidrojenaz (BDH1)
ve suksinil-CoA:3-ketoasit CoA transferaz (SCOT) ifadelerini arttirmustir (Yurista ve ark.,
2019).

Hmgcs1 geni tarafindan kodlanan mitokondriyal 3-hidroksi-3-metilglutaril Koenzim A sentaz
karacigerde ketogenezin ana kontrol noktalarindan biridir. Sitozolik HMG-KO0A sentaz ise
izoprenoid biyogenezinde gorev alir. Mitokondriyal HMG-KO0A sentaz ketojenik izozim olarak
adlandirilir. Aglik ve siirekli egzersiz gibi kan sekeri seviyeleri diisiik oldugunda, karacigerde
HMGCS ekspresyonu yukari regiile edilir ve yag asidi p-oksidasyonundan tiretilen asetil-

KoA'nin B-hidroksibiitirat gibi keton cisimlerine doniistiiriildiigli ketogenez indiiklenir. Bu
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keton cisimleri daha sonra karacigerden enerji iiretimi icin yeniden asetil-KoA'ya

doniistiirtilebilecekleri diger dokulara tasinir (Bagheri-Fam ve ark., 2020).

Calismamizda ROT grubunda artan hmgces1 ifadelerine benzer sekilde, PH iliskili nérotoksin
uygulanan dopaminerjik noéronlarda, ER stresine bagli olarak HMGCS1 dahil kolesterol
biyosentezinde gorevli olan genlerin yukar1 regiilasyonunu gosterilmistir (Fernandes ve ark.,
2020). Enfeksiyon ve iltihaplanma, kemirgenlerde ve tavsanlarda serum trigliserit ve kolesterol
seviyelerini arttirmistir. Hem diisiik (100 ng/100 g viicut agirligi) hem de yiiksek doz (100
mikrogram/100 g viicut agirligl) LPS'nin hamsterlarda da serum kolesterol seviyelerini
arttirdig1 gosterilmistir (Feingold ve ark., 1993). Calismamizda bu bulgulara benzer sekilde
LPS uygulamasi sonucu karacigerde hmgcs1 ifadesinde artig bulunmustur. Bébregin glukozu
yeniden emme yetenegi, esas olarak, proksimal kivrimli tiibiil segmentinde yer alan diisiik
afiniteli, yuksek kapasiteli sodyum-glukoz ortak tastyici 2'yi (SGLT2) igerir. SGLT2, SLC5A2
geni tarafindan kodlanir (Li ve ark., 2019). EMP, proksimal renal tlbullerde glukoz
reabsorpsiyonunu inhibe eden yeni bir antihiperglisemik ilag tlrtdir. Tip 2 diyabetli hastalarda
glisemik durum tiizerindeki etkilerinin yan1 sira kilo vermeye ve viicut yaginin azalmasina da
katki saglar (Sun ve ark., 2020, Szekeres ve ark., 2021). Son zamanlarda, klinik deneyler SGLT-
2i'nin alkolik olmayan karaciger yaglanmasi lizerinde yararh etkileri oldugunu bildirmistir, bu
da azaltilmis ALT, AST, trigliseritler, hepatik insiilin duyarlilik indeksleri ile kanitlanmistir
(Mave ark., 2021). Farelerde EMP tedavisi sonrasinda hmgcs1 ifadelerine azalma bildirilmistir
(Ma ve ark., 2021). Calismamizda da EMP uygulanan ROT ve LPS gruplarinda hmgcsl

ifadelerine azalma belirlenmistir.

PH ile ilgili genler pinkl, dj-1 ve Irrk2 mitokondriyal fonksiyon, fuzyon/fisyon ve oksidatif
stresin diizenlenmesinde dogrudan bir role sahiptir. Pink1 ve parkin, ailesel PH'nin resesif
formlariyla iliskili en yaygin mutasyona ugramis genler arasindadir. Son ¢aligmalar, bu genler
(pinkl ve parkin) tarafindan kodlanan proteinlerin, islevsiz mitokondrilerin otofajik siirecine
aracilik etmek igin birlikte calistigini gostermektedir. Pink1, ubikuitini fosforile etmek igin dis
mitokondriyal zar Gzerinde stabilize olur ve Parkin aktivasyonu igin bir sinyal Uretir. Pink1,
hasarlt mitokondrinin dis zarinda birikerek, hasarlt mitokondriyi yok edilmek lizere isaretler.
Yapilan bir PH ¢alismasinda, rotenon pinkl ekspresyonunda artigsa sebebiyet vermistir ve bu
durumun mitokondriyal hasara tepki olarak olustugu diistiniilmustiir (Yurtsever ve ark., 2022).
Yapilan bir bagska PH ¢alismasinda, rotenon verilen grupta Irrk2, parkin, pinkl ve dj-1 gen
ekpresyonlarinda artis gozlenmis ve verilen erusik asidin bu durumu normalize ettigi
gosterilmistir. Rotenonun olusturdugu oksidatif strese karsi savunma mekanizmasi olarak

arttig1 diisiiniilmiis ve erusik asit yardimiyla oksidatif hasara karsi koruyuculuk saglandigi
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gosterilmistir (Unal ve ark., 2023). Baska bir ¢alismada, rotenon verilen sicanlarda dj-1 gen
ekspresyonunu arttigi gosterilmistir. Bu artisin néronun ROS’a karst kendini korumak i¢in
oldugu diisiiniilebilir. Calismanin diger bir grubunda rotenona ek olarak dagliflozin verilmis ve
rotenonun olusturmus oldugu oksidatif hasar1 onarmaya calistig1 gosterilmistir (Arab ve ark.,
2021). Yapilan bir ¢alismada, farelerede lrrk2 knockout edilmesinin dopaminerjik ndron
kaybini ve parakuat maruziyeti sonrast LPS ile indiiklenen davranissal bozukluklarini 6nledigi
gosterilmistir. Lrrk2 nakavti, LPS maruziyeti ile mikrogliada indtklenen oksidatif stres ve
morfolojik degisikliklerin belirtilerini hafifletmistir (Dwyer ve ark., 2020). Calismamizda
parkin, pinkl, dj-1 ve Irrk2 gen ekspresyonlarinin ROT ve LPS verilen gruplarda artmig, EMP
verilen gruplarda ise azaldigi goriilmistir. ROT ve LPS’nin olusturdugu inflamasyon ve
oksidatif strese karsi noronlar savunma olusturmak adina bu genlerin ekspresyonlari arttirmis
olabilir. Ancak EMP verilen gruplarda ise EMP nin oksidatif fosforilasyonu diizenlemesi, ROS
liretimini azaltmas1 ve inflamasyon azaltic1 etkisi ile noronlarin normal fonksiyonlarini

korumasina yardimci oldugundan bu genlerdeki ekspresyonlar azalmis olabilir.

Besinsel olarak diizenlenen transkripsiyon faktori peroksizom proliferatori aktive reseptor
gama, PPARYy, anti-inflamatuar ve anti-oksidan yolaklarda yer alan genleri diizenler. Ayrica,
PPARy'nin endojen ligandlari, ketojenik diyetin etkilerinde potansiyel bir rolii olan yag
asitlerini icerir. Farelerde ketojenik diyetin beyinde PPARY ifadesini arttirdigi gosterilmistir
(Jeong ve ark., 2011). PPARy, muhtemelen ii¢ PPAR izoformun en yogun calisilanidir.
PPARYynin nakavt edilmesi embriyonik olarak oldiriictidiir. PPARy aktivasyonu, artan
karbonhidrat ve lipit metabolizmasi, plazma glukoz konsantrasyonunun azalmasi ve adiposit
farklilagsmasinin uyarilmasi ile iligkilidir. PPARYy agonistleri tip 2 diyabetin yonetimi i¢in klinik

kullanimdadir.

PPARYy agonistlerinin olumlu etkileri PH’de gosterilmistir. Antioksidan enzimlerin arttirilmasi,
oksidatif hasarin azaltilmasi ve apoptozun smirlandirilmas: iizerinden PPARy aganistleri
olumlu etkilerini gdstermistir (Corona ve Duchen, 2016). Intranigral 1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahiropiridin tarafindan indiiklenen PH modelinde hem PPARy hem de PPARY agonistlerinin
noroprotektif etkileri oldugu gosterilmistir (Barbiero ve ark., 2014). Farelerde yapilan alkolik
olmayan steatohepatit modelinde EMP’nin PPAR-a ifadesini azalttig1 gosterilmistir (Jojima ve
ark., 2016).

Tirozin hidroksilaz (TH), kofaktor olarak tetrahidropterin gerektiren, demir iceren bir
monooksijenazdir. TH, dopamin, noradrenalin ve adrenalin dahil olmak {iizere

katekolaminlerin biyosentez yolundaki ilk ve hiz sinirlayici adimi katalize eder. Dopamin dahil
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olmak iizere katekolaminler, strese duyarli ndrotransmiterler ve hormonlar olarak hareket
ederek endokrin sistemin yan1 sira merkezi ve periferik sinir sistemlerinde ¢esitli fizyolojik ve
davranissal islevlerde 6nemli roller oynarlar. Dopaminerjik néronlariin nérodejenerasyonu
nedeniyle TH ve DA seviyeleri ayni1 anda azalir (Nagatsu ve ark., 2019). Yapilan bir PH
calismasinda, sicanlara rotenon verilmis ve dopaminin, antioksidanlarin, TH’1in ve prkn geninin
anlamli bir sekilde azaldigi, EMP verildiginde ise anlaml artiglar gozlenmistir (Ahmed ve ark.,
2022). Diger bir ¢alisma da ise, rotenonla olusturulan sigan modelinde dopamin ve TH diizeyi
azalirken, dapagliflozin verildiginde ise bu diizeylerde artis gézlenmistir (Arab ve ark., 2021).
Calismamizda ROT ve LPS maruziyet gruplarinda TH boyamasinda azalmalara gdzlenirken,
EMP verilen gruplarda anlamli artiglar gézlenmistir. Bu durum EMP’nin antioksidan
parametreleri desteklemesi, oksidatif stres baskilamasi ve enerji iretim sistemini
diizenlemesinden kaynaklaniyor olabilir. Bu sayede dopaminerjik néronlar1 6liimden korumus

olabilir.

Mikroglia, omurgalilarin santral sinir sisteminde (SSS) yerlesik bagisiklik hiicreleridir. Bunlar,
MSS'yi savunmak i¢in hareket eden ve esas olarak SSS'deki endojen hiicre kalintilarinin
temizlenmesinden sorumlu olan olduk¢a uzmanlasmis fagositik hiicrelerdir. Mikroglia ayrica
norogenezde c¢ok cesitli fizyolojik islevlere sahiptir ve SSS'nin yap1 ve islevinin normal gelisimi
ve siirdiirilmesi i¢in 6n kosuldur. Mikroglial fonksiyonlarin anormalligi, néral fonksiyonlarda
ve noropsikiyatrik hastaliklarda coklu bozukluklara neden olur. Birincil rolleri, apoptotik hiicre
kalintilarinin temizlenmesi olmakla birlikte, aktive edilmis mikroglia ayrica sitokinleri serbest
birakir ve SSS'de iltihaplanmaya neden olur. Mikroglia kaynakli néroinflamasyon devam
ettiginde, SSS fonksiyonlarini etkiler. Lenfosit sitozolik protein 1 (Icpl), aktin baglayici protein
ailesinin bir Oyesidir ve antijen reseptor sinyali, adezyon ve makrofaj, T-lenfosit ve diger
bagisiklik hiicrelerinde hareketlilik gibi bagisiklik igin kritik olan hiicresel siire¢lerde Gnemli
bir bilesen oldugu bilinmektedir (Yasuda ve ark., 2017). Lcpl, zebra baligi beynindeki
mikroglial éncullerde ve notrofillerde ifade edilir (Ranawat ve Masai, 2021). Lcpl ayrica
makrofajlar, monositler ve nétrofiller dahil olmak zere normal l6kositlerde yiksek oranda
ifade edilir (Kell ve ark., 2018). Mikroglial aktivasyon, lcpl ve apolipoprotein E'nin spesifik
ifadesi ile gosterilebilir (Yasuda ve ark., 2017). Yapilan bir medaka ¢alismasinda, agir iyon
mikro 1511 verilen medaka embriyolarinda 1sinlama sonrasinda apoptotik hiicrelere dogru gog
eden mikroglialarda lcpl ekspresyonunun arttigi gézlenmistir (Yasuda ve ark., 2017).
Calismamizda ROT ve LPS maruziyet gruplarinda Icp1 boyamasinda artiglar gézlenirken, EMP
verilen gruplarda anlamli azalmalar gozlenmistir. Bu durum EMP’nin anti inflamatuar 6zellik

gostermesi ve o yolaklar1 aktive etmesi, antioksidan parametreleri desteklemesi ve otofajik
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yolaklar1 aktive etmesinden ileri geliyor olabilir. Bu sayede dopaminerjik ndronlari

noroinflamasyondan ve noron 6liimiinden korumus olabilir.

Calismamizin sonuglari, EMP'nin ketogenez ve otofajiyi uyararak biligsel ve lokomotor
fonksiyonlar1 gelistirdigini ve rotenonun norotoksik etkilerine karsi oksidatif stresi,
inflamasyonu ve mikrogliyal aktivasyonu Onleyerek noroprotektif etkiler gosterdigini
gostermistir. Bu bulgular, PH gelisimine kars1 SGLT?2 inhibisyonu yoluyla ketojenik yolaklarin
aktivasyonunun koruyucu etkilerini gostererek, EMP’nin ve/veya ketojenik diyetlerin PH

hastalarinin beslenmesinde umut verici etkisine isaret etmektedir.

Bulgularimiza dayanarak EMP’nin PH’de etkilerinin dikkate deger oldugu ve SGLT2
inhibisyonunun terapotik etki saglayacak yaklasimlara 6n ayak olabilecegi goriisiindeyiz.
EMP’nin olusturacagi ketojenik etki PH hastalar1 i¢in en azindan hastaligin ilerlemesini ve
olusacak motor olan/olmayan fonksiyonlar1 en aza indirmek i¢in bir umut 15181 olabilir.
EMP’nin PH hastalarinda goriilen bozulmus glukoz diizeyini onarmak suretiyle gosterdigi bu
etki ile hiicre hasarlarin1 asgariye indirmesi muhtemeldir. PH’ nin temel sorunlarindan biri
mitokondriyal fonksiyonun bozulmasidir. Dopaminerjik noéronlarda EMP, ketogenez ve
otofajiyi uyararak mitokondriyal fonksiyonun rutin sekilde devam etmesi igin yardimci
oldugunu belirledik. Mitokondriyel fonksiyonlar ile elde edilen enerji hicresel fonksiyonlar
icin olmazsa olmazdir, bu nedenle PH’ye duyarli mutant organizmalar, knockdown ya da
knockout hayvan modellerinin kullanilarak EMP’nin etkilerinin incelenecegi daha fazla
calismaya ihtiyag vardir. Konu ile ilgili verilerin artmasi ile beraber PH’de EMP’nin etkilerinin
incelenecegi randomize klinik ¢aligmalar hayata gegirilebilecektir. Bununla beraber hastada
gelisebilecek ketoasidoz riski mutlaka degerlendirilmelidir. Caligmalar arttirildik¢a negatif ve

pozitif yanlar1 mukayese edilerek EMP’nin PH tizerinde kullanilabilirligi tartisilabilir olacaktir.
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Ozet

Parkinson hastalign (PH) diinya iizerinde en ¢ok goriilen nérodejeneratif hastaliklardan biridir. Substansiya nigranin
kompact par¢asindaki dopaminerjik néronlarin azalmas ile ortaya gikar. PH gelisiminde etkili baghca faktorler genetik,
yashlik ve gevresel tetikleyiciler olarak disiiniilmektedir. Arastirmalarda mitokondriyal hasar, oksidatif stres,
noroinflamasyon, protein birikmesi ve otofajik yolaklardaki bozukluklar bildirilen nedenlerdendir. Lrrk2 ve dj-1 dahil
olmak lizere bazi genlerin PH geligimi ile iligkili oldugu gdsterilmistir. Zebra baliklar son yillarda kullanim yaygmlagan
model organizmalardir. Genom yapisinin insanlaninkine benzerligi, bakiminin kolay ve diigiik maliyetli olmasi ve hizh
gogalabilmesi gibi nedenlerden dolay: galismalarda son yillarda tercih edilmektedir. Lipopolisakkarit (LPS), gram negatif
bakterilerin hiicre zarlarinda bulunur ve endotoksin bir molekiildiir. LPS, insan bagirsaklaninda yagayan bazi bakteriler
tarafindan da olugturulmaktadir. Bagirsak epitel duvarinin gegirgenliginin artmasi ile LPS bu duvar asarak kan yoluyla
ya da vagus siniri iizerinden beyin dokusunda néroinflamasyon olusmasina neden olabilmektedir. Caliymamizin amaci
zebra baliklarina LPS uygulanmasinin beyin dokusunda lrrk2, dj-1 ve tnf-a genlerinin ifadeleri tizerindeki etkilerinin
incelenmesidir. LPS, dort hafta boyunca haftada bir kez intraperitonel olarak 1 pg/gr ve 5 pg/gr dozlarinda verilmistir.
ilk ve son hafta olacak sekilde LPS enjeksiyonundan iki giin sonra beyin dokulan alinmis ve RT-PCR igin hazirlanmistir.
Yapilan RT-PCR gahismasi sonucunda dirt hafta boyunca 5 pg/gr LPS verilen grupta kontrol grubuna gore lrrk2 ve dj-1,
nf-a genlerinin ifadelerinde anlamh artiglar gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson Hastahig, Lipopolisakkarit, Noroinflamasyon, Zebra balig
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