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Onsoz

"Imkansizlik kelimesi sozliikte yer almali, fakat ben onun varligini kabul etmiyorum."
Spor tarihinde unutulmaz bir figiir ve ben dahil bir¢ok kisi i¢in rol model olan, agir
siklet boks sampiyonu Muhammad Ali tarafindan sarf edilen bu sézler, her zorlugun
ve karmasikligin listesinden gelmek icin kararlilikla ve yilmadan ¢alismanin ne kadar

onemli olduguna vurgu yapiyor.

Cocuklugumda “Muhammad Ali’nin Hastalig1” olarak bildigim ve akademik hayata
adim attigimdan bu yana lizerinde caligmak istedigim Parkinson Hastaligi, ortaya
c¢ikisinda ve ilerleyisinde rol oynayan molekiiler mekanizmalarin hala tam anlamiyla
¢oziilemedigi gizemli ve karmasik bir hastaliktir. Parkinson Hastaligi’nin daha iyi
anlasilmasi ve bu hastaliga karsi yiiriitiilen miicadelede ilerleme kaydetmek amaciyla
gerceklestirilen arastirmalarin sadece kiigiik bir pargasi olarak gordiigiim bu tez
caligmasi ile BRCC3 geninin bu hastalikla olan iligkisini aragtirmayi ve boylelikle
Parkinson Hastalig1 i¢in yeni terapotik hedeflerin tanimlanmasina katki saglamayi
amagladim. Tez g¢alismast kapsaminda yogun emek vererek yaptigimiz analizler
sonucunda elde ettigimiz bulgular Parkinson Hastalig: ile ilgili bilgi ve birikimimi
arttirdi ve suan i¢in “imkansiz” olarak goriilen tedavinin bir giin bulunacagina dair
inancimi giliclendiridi. Zaman zaman yorucu hatta yipratici fakat bir o kadar da egitici
bir bilim yolculugu olan doktora tez siirecimde edindigim bu bilgi ve birikim ile
Parkinson Hastaligi’nin birgiin sadece tarih kitaplarinda anlatilan bir hastalik olmasi

i¢in yiiriitiilen ¢aligmalara karinca kadarinca destek olmaya devam edecegim.

Muhammad Ali gibi biiyiik bir sporcunun anisina ve Parkinson Hastalig1 ile miicadele
eden herkesin umutlarina bir nebze katkida bulunmak i¢in gergeklestirdigim bu tez
calismasint 27.01.2023 tarthinde kaybettigimiz ikinci annem (anneannem) Ahizer

Celep’e adiyorum.

[zmir, 9.01.2024 Cevik GUREL



Ozet

Deneysel Parkinson Hastaligt Modelinde BRCC3 Gen Nakavtinin Otofaji ve

Endoplazmik Retikulum Stresi Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Parkinson Hastaligi (PH), altmis yas ve lizerindeki diinya popiilasyonun yaklasik %1-
3’tinti etkileyen yaygin norodejeneratif bir hastaliktir. Yapilan arastirmalar, temel
islevi hiicre igerisinde fonksiyonunu yitirmis ve/veya yanlis katlanmis proteinlerin
yikimi olan ubikuitin proteazom sistem (UPS) ve otofaji mekanizmalarinda meydana
gelen aksamalarin PH ile iliskili a-siniiklein agregasyonu, noéroinflamasyon ve

endoplazmik retikulum stresi (ERS) gibi biyolojik stiregleri tetikledigini gostermistir.

Bu tez ¢alismasinin temel amaci, UPS ve inflamazom aktivasyonu siireclerinin
regiilasyonunda gorev aldigi bilinen BRCC3 (BRCA1-/BRCA2-containing complex
3) geni nakavtinin, rotenon ile olusturulan in vitro ve in vivo PH modellerinde otofaji

ve ERS iizerine etkilerinin arastirilmasidir.

Bu amag dogrultusunda sigan embriyolarindan elde edilen primer dopaminerjik ndron
hatlarinda olusturulan in vitro PH modelinde niozom-siRNA kompleksi ile
gerceklestirilen BRCC3 gen nakavtinin etkileri es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-gqPCR) analizleri ile aragtirtlmig ve bu analizlerden elde edilen bulgular BRCC3
gen nakavtinin otofaji ve ERS’de gorevli genlerin mRNA ekspresyonlarinin
diizenlenmesi yoluyla dopaminerjik néronlarda koruyucu bir etki olusturdugunu

gostermistir.

Tez calismasi kapsaminda, rotenon enjeksiyonu ile siganlarda olusturulan in vivo PH
modelinde niozom-siRNA kompleksi ile gergeklestirilen BRCC3 gen nakavtinin
etkileri ise davranig deneyleri, histokimya, immiinohistokimya, biyokimya ve RT-
gPCR analizleri ile degerlendirilmistir. Bu analizlerden elde edilen bulgular, in vitro
analizlerdeki bulgulara benzer sekilde BRCC3 gen nakavtinin otofaji ve ERS’de
gorevli genlerin mRNA ekspresyonlarmin diizenlenmesi ve antioksidan sistemin
yeniden aktivasyonu yoluyla koruyucu bir etki olusturdugunu bdylelikle rotenon
maruziyetine bagl olarak ortaya ¢ikan histopatolojik degisiklikleri ve motor fonksiyon

defektlerini hafiflettigini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, in vitro ve in vivo PH modellerinde BRCC3 gen nakavtinin otofaji ve

ERS iizerindeki etkinliginin arastirildigi tez ¢alismamiz kapsaminda elde ettigimiz



bulgular BRCC3’iin PH tedavisinde potansiyel bir terapdtik hedef olabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler; BRCC3; Endoplazmik Retikulum Stresi; Gen Nakavti; Otofaji;
Parkinson Hastaligi; SIRNA



Abstract

Investigation of the Effects of BRCC3 Gene Knockout on Autophagy and
Endoplasmic Reticulum Stress in Experimental Parkinson's Disease Model

Parkinson's Disease (PD) is a common neurodegenerative disorder affecting
approximately 1-3% of the global population aged sixty and above. Studies indicates
that disruptions in the ubiquitin-proteasome system (UPS) and autophagy
mechanisms, responsible for the degradation of misfolded or malfunctioning proteins
within cells, triggers PD-associated biological processes such as a-synuclein

aggregation, neuroinflammation, and endoplasmic reticulum stress (ERS).

The main purpose of this thesis study is to investigate the effects of BRCC3 (BRCAL-
/IBRCAZ2-containing complex 3) gene knockout, which is known to be involved in the
regulation of UPS and inflammasome activation processes, on autophagy and ER
stress in in vitro and in vivo PD models created with rotenone. In pursuit of this
purpose, the effects of BRCC3 gene knockout performed with niosome-siRNA
complex in the in vitro PD model created in primary dopaminergic neuron lines
obtained from rat embryos were investigated by simultaneous polymerase chain
reaction (RT-gPCR) analyses, and the findings obtained from these analyzes showed
that BRCC3 gene knockout affects autophagy and It has been shown that genes
involved in ERS have a protective effect on dopaminergic neurons by regulating their

MRNA expression.

Within the scope of the thesis study, the effects of BRCC3 gene knockout performed
with niosome-siRNA complex on the in vivo PD model created in rats by rotenone
injection were evaluated with behavioral experiments, histochemistry,
immunohistochemistry, biochemistry and RT-gPCR analyses. The findings from these
analyses, similar to those in the in vitro studies, demonstrate that BRCC3 gene
knockout exerts a protective effect by regulating the mRNA expressions of genes
involved in autophagy and ERS and reactivating the antioxidant system, thereby
alleviating histopathological changes and motor function defects resulting from

rotenone exposure.

In conclusion, the findings we obtained within the scope of our thesis study, in which

the effect of BRCC3 gene knockout on autophagy and ERS in in vitro and in vivo PD

\Y



models were investigated, show that BRCC3 may be a potential therapeutic target in
the treatment of PD.

Keywords; BRCC3; Endoplasmic Reticulum Stress; Gene Knockout; Autophagy;

Parkinson's Disease; SIRNA
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Giris
1.1. Arastirmanin Problemi

Parkinson Hastalig1 diinya genelinde yaklasik 6 milyon kisiyi etkileyen yaygin
norodejeneratif bir hastaliktir (Ye, Robak, Yu, Cykowski ve Shulman, 2023). Bu
hastalik iizerine yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgular, oksidatif stres,
mitokondriyal disfonksiyon, endoplazmik retikulum (ER) stresi ve noroinflamasyon
gibi biyolojik siireclerin dogrudan ya da dolayli olarak dopaminerjik ndron éliimlerini
tetikledigini ve Parkinson Hastaliginin ndropatolojisinde rol oynadigini ortaya
koymaktadir (Karvandi, Sheikhzadeh Hesari, Aref ve Mahdavi, 2023). Bununla
birlikte, Parkinson Hastalifinin etiyolojisi giiniimiizde dahi hala tam anlamiyla
aydmlatilamamistir (Adam ve digerleri, 2023). Bu nedenle, bu hastalik iizerinde
yapilacak klinik ve preklinik aragtirmalardan elde edilecek yeni veriler Parkinson
Hastaliginin etiyolojisinin anlasilmas1 ve tedavisinde yeni terapdtik hedeflerin
tanimlanmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Konusu Parkinson Hastaligi olan tez
caligmamiz, norotoksin (rotenon) ile indiiklenen sporadik in vitro ve in vivo Parkinson
Hastaligi modellerinde, BRCC3 gen nakavtinin endoplazmik retikulum stresi ve
otofaji yolaklar1 {izerindeki etkilerinin arastirilmasi amaciyla gergeklestirilen
biyokimyasal, molekiiler ve histolojik analizleri kapsamaktadir. Bu tez kapsamda
yapilan analizler ile BRCC3 gen nakavtinin endoplazmik retikulum stresi ve otofaji
yolaklar iizerindeki etkileri ortaya konulmaya, boylelikle hem ilgili literatiire hem de
Parkinson Hastaliginin tedavisinde yeni terapotik hedeflerin tanimlanmasina katki
saglanmaya calisilmistir.

1.2. Arastirmanin Sorusu

Rotenon ile indiiklenen in vitro ve in vivo Parkinson Hastaligi modellerinde, BRCC3
genine spesifik siRNA ile gerceklestirilecek gen nakavtinin, dopaminerjik néron
kayiplariyla iligkili oldugu bilinen endoplazmik retikulum stresi ve otofaji yolaklari

uzerindeki etkisi nedir?

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Tez ¢alismamizin hipotezi “ubikuitin proteozom sistemi ve inflamazom aktivasyonu

siireclerinin regiilasyonunda gorev aldig1 bilinen BRCC3 geninin nakavti,



endoplazmik retikulum stresinde azalma, otofajide ise artisa neden olarak

dopaminerjik néron kayiplarini azaltir” olarak belirlenmistir.
1.4, Arastirmanin Varsayimlari

Calismanin in vivo basamaginda PH modeli indiiksiyonunda kullanilan rotenonun %2
DMSO ve %98 ayc¢igek yagi iceren ¢oziicii igerisinde %100 ¢6ziindligii varsayilmis ve
bu ¢oziicii igerisinde hazirlanan rotenon her hayvan i¢in 2 mg/kg olacak sekilde

subkutan yolla enjekte edilerek PH modeli indiiksiyonu gergeklestirilmistir.
1.5. Arastirmanin Simirhihiklar:

Tez ¢alismasi i¢in en sinirlayici faktor, primer ortabeyin hiicre hattinin elde edilecegi
sican embriyolarin eldesi olmustur. Embriyolarin eldesi i¢in ciftlesmeye birakilan
disi sicanlarda, gebeligin en temel belirtisi olan vajinal plak olusumu gozlenmesine
ragmen gebeligin gerceklesmemesi durumlar yasamistir. Bu nedenle bu asamada
gebeligi ultrasound ve/veya bir baska yontemle kesin olarak belirlenmis hayvanlarin
temin edilerek kullanilmasi, deneyler sirasinda sakrifiye edilecek disi hayvan sayisinin

azaltilmasi agisindan 6nem tasimaktadir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu tez caligmasinin temel amaci, norotoksin (rotenon) ile indiiklenen in vitro ve in
vivo Parkinson Hastaligi modellerinde, BRCC3 gen nakavtinin endoplazmik retikulum
stresi ve otofaji yolaklar tizerindeki etkilerinin histolojik, biyokimyasal ve molekiiler

analizler ile arastirilmasidir.



Genel Bilgiler
2.1. Parkinson HastaliZinin Tanim ve Klinik Semptomlari

Parkinson Hastaligi (PH), beynin substantia nigra pars compacta bolgesindeki
dopaminerjik néronlarin kaybina bagli olarak ortaya g¢ikan tremor, bradikinezi,
muskiiler rijidite, postrutal instabilite ve yiiriiyiis bozukluklar1 gibi motor
semptomlarin ile karakterize yaygin norodejeneratif bir hastaliktir (Sekil 1)
(Goenawan, Kiasati, Sylviana, Megantara ve Lesmana, 2023; Youssef ve digerleri,

2023).

/’ '~
Lewy bodies and
Normal PD Lewy neurites
0 ‘i. B
/e = @ ) Motor symptoms:
‘ - Resting tremor

- Bradykinesia

" - Postural instability
’ ' Degenerating neuron - Muscle rigidity

Healthy neuron

Non-motor symptoms:

- Sleep disturbances

- Loss of olfaction

- Cognitive impairment

- Constipation, etc.

| Pro-inflammatory cytokines

Resting microglia Activated microglia

Degeneration of dopaminergic
neurons in the SNpc

Sekil 1: Parkinson Hastaliginda dopaminerjik néronlarin kaybina bagli olarak ortaya
¢ikan motor ve non motor semptomlarin sematik gosterimi (Castonguay, Gravel ve

Lévesque, 2021).

PH’nin en ayirt edici motor semptomlarindan biri olan tremor, viicut kaslarinin
istemsiz, periyodik ve anormal sekilde hareket etmesi olarak tanimlanmaktadir (R.
Chen ve digerleri, 2022). Hastalarinin yaklasik %75’inde goriilen bu semptom, tipik
olarak iist ekstremiteleri etkilemektedir fakat hastaligin ilerleyen donemlerinde yiiz,
dudaklar, dil ve bacaklarda da tremor goriilebilmektedir (Abusrair, Elsekaily ve
Bohlega, 2022; R. Chen ve digerleri, 2022). Gilin icerisinde degisen siddet ve
araliklarda olarak ortaya g¢ikan bu semptom stres durumlarinda artis gosterirken,

uykuda ise azalmaktadir (Abusrair ve digerleri, 2022; Dirkx ve Bologna, 2022).
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Hastaligin erken donemlerinde tek tarafli (unileteral) olarak baglayan tremor,
hastaligin ilerleyen evrelerinde ise viicudun iki tarafim1 da etkileyebilmektedir

(Greenland ve Barker, 2018).

PH’nin ayirt edici motor semptomlarindan bir digeri ise etimolojik olarak
“hareketlerde yavaglama” anlamina gelen bradikinezidir (Bologna ve digerleri, 2023).
PH’nin motor semptomlar1 arasinda dopamin eksikligi ile iliskisi en net sekilde ortaya
konulmus olan bu semptom, tekrarlayan veya siireklilik gerektiren bir hareketin
baslatilmasinda ve devam ettirilmesinde giigliik ¢cekilmesi olarak tanimlananmaktadir
ve etkiledigi viicut bolgelerine gore farkli isimler almaktadir (Bologna, Paparella,
Fasano, Hallett ve Berardelli, 2020). Ornegin, yutkunmada ortaya ¢ikan yavaslamaya
bagh olarak tiikiiriik artisina siyalore, yiiz ifadelerindeki yavaslamaya bagl olarak
ortaya ¢ikan donuk yiiz ifadesine bradimimi, rutin konusma sirasinda sesin kisilmasina
ise bradifoni isimleri verilmektedir (Bologna ve digerleri, 2023; Sveinbjornsdottir,
2016).

Boyun, gévde ve ekstremite kaslarinda pasif hareketlere karst olusan direng olarak
tanimlanan muskdiler rijidite PH ile iliskili bir diger klinik semptomdur ve hastalarin
yaklasik %89 unda goriilmektedir. Govde ve alt ekstremite kaslarinda ortaya c¢ikan
rijidite PH ile iliskili bir diger klinik semptomlar olan postiiral instabilite ve yliriiyiis
bozukluklarinin da ana sebebeidir (Ferreira-Sanchez, Moreno-Verda ve Cano-de-la-
Cuerda, 2020).

PH’de gézlemlenen bu motor semptomlar PH tanisinin konulmasinda kullanilan klasik
belirtegler olmasina ragmen yapilan g¢alismalardan elde edilen bulgular duyusal
anormallikler, biligsel gerileme, uyku bozukluklar1 ve depresyon gibi motor olmayan

semptomlarin da PH ile iliskili oldugunu ortaya koymaktadir (Pfeiffer, 2016)
2.2. PH Epidemiyolojisi
2018 verilerine gore diinya genelinde 7 ila 10 milyon kisiyi etkiledigi bildirilen PH,

Alzheimer Hastaligindan sonra en sik goriilen nérodejeneratif hastaliktir (Chopade ve

digerleri, 2023; Kustrimovic ve digerleri, 2018).

Giincel epidemiyolojik ¢alismalar ile diinya popiilasyonundaki genel prevelasnsinin
%0,3, 60 yas listii popiilasyondaki prevelansinin %1, 80 yas ve {izeri popiilasyondaki

prevelansinin ise %4 oldugu ortaya konulan bu hastaligin 2040 yilina kadar 13
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milyondan fazla kisiyi etkilemesi beklenmektedir (Jankovic ve Tan, 2020; Rizek,
Kumar ve Jog, 2016).

Erkeklerde kadinlara oranla yaklasik 1,5 kat daha fazla goriilen bu hastaligin ortalama
baslangi¢ yas1 60’tir. 20 ile 50 yas araligndaki kisilerde goriilen erken baslangigli PH

ise tiim vakalarinin sadece %10’unu olusturmaktadir (Jankovic ve Tan, 2020).

Yapilan ¢alismalardan elde edilen diger 6nemli bir bulgu ise PH vakalarinin sadece
%S5 1la 10’unun ailesel Oykiiye sahip olmasidir. Bu durum PH’nin ortaya ¢ikisinda
gevresel etmenlerin oldukga biiyiik bir roliiniin olduguna isaret etmektedir (Ganguly

ve digerleri, 2021).

2.3. Lewy Cisimciklerinin Kesfi ve PH Noropatolojisi

PH’nin noropatolojisinin anlamlandirilabilmesindeki ilk dontim noktasi, 1912 yilinda
Alman norolog Freidrich Heinrich Lewy tarafindan Parkinson hastalarina ait beyin
dokularinda vagus sinirinin dorsal motor ¢ekirdegi, Meynert'in bazal ¢ekirdegi, globus
pallidus, talamusun lateral ¢ekirdegi ve talamusun periventrikiiler ¢ekirdeginde agik
renkli 1s1nsal fibriller tarafindan gevrelenen koyu renkli bir ¢ekirdek ile karakterize
eozinofilik intranéronal inkliizyon cisimciklerini tanimlanmasidir (Mcdonald,
Gordon, Hand, Walker ve Fisher, 2018). Bu tanimlamadan 7 yil sonra, 1919°da Rus
Norolog Konstantin Nikolaevich Tretiakoff tarafindan “Lewy Cisimcikleri” olarak
adlandirilan bu inkliizyonlarin idiyopatik ve postensefalitik Parkinson hastalarinin
substantia nigra bolgesinde de birikim gosterdigi kesfedilmistir (Goedert, Spillantini,
Del Tredici ve Braak, 2013). Doksanli yillara gelindiginde ise noronlarda agregatlar
olusturma egilimindeki a-siniikleinin (a-syn), Lewy Cisimciklerinin yapisinda
bulunan 1sinsal fibrillerin 6nemli bir bileseni oldugu ortaya konulmustur (Dickson ve
digerleri, 2009). Bu durum PH’nin siniikleinopati smifi hastaliklar igerisinde

degerlendirilmesine neden olmustur (Calabresi ve digerleri, 2023).

Gilintimiizde, PH noropatolojisindeki temel olgunun hiicre icerisinde agregasyon
gosteren a-syn birikimleri ile karakterize intrandronal Lewy Cisimcikleri nedeniyle
ortaya ¢ikan dopaminerjik noron kayiplarina bagli olarak striatumda dopamin

salgisinda gerceklesen azalis oldugu diistiniilmektedir (Koeglsperger ve digerleri,
2023).



2.4. Rotenon ile indiiklenen PH Modeli

PH’nin daha iyi anlasilabilmesi ve bu hastaliga karsi yeni tedavi opsiyonlarinin
olusturulabilmesi i¢in PH noropatolojisini iyi taklit eden in vitro ve in vivo
modellemelerin gergeklestirilmesi 6énemli bir basamaktir (Dovonou ve digerleri,
2023). Deneysel PH modellemelerinde en sik kullanilan yontem ise 6-
hidroksidopamin (6-ODHA), parakuat, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydroptridine
(MPTP), maneb ve rotenon gibi norotoksik maddelerin kullanildigr kimyasal

indiiksiyon yontemidir (Thirugnanam ve Santhakumar, 2022).

Bitki kaynakli bir pestisit olan rotenon solundugunda dahi insanlarda PH riskini
arttiran lipofilik bir bilesiktir (Cannon ve digerleri, 2009). Lipofilik oldugundan dolay1
kan-beyin bariyerini kolaylikla gecebilen bu bilesigin dopaminerjik noéronlarda
mitokondriyal kompleks I'i inhibe ederek reaktif oksijen tiirlerinin birikimine sebep
oldugu bdylelikle bu hiicrelerde norotoksik bir etki olusturdugu bilinmektedir
(Thirugnanam ve Santhakumar, 2022). Buna ek olarak, kronik rotenon maruziyetinin
rodentlerde ubikuitin ve a-Syn igeren Lewy benzeri sitoplazmik inkliizyonlarin
olusumuna neden oldugu gosterilmistir (Giraldez-Pérez, Antolin-Vallespin, Mufioz ve
Sanchez-Capelo, 2014). Buna ek olarak, kronik rotenon maruziyetinin deney
hayvanlarinda PH'nin anatomik, norokimyasal, davranigsal ve ndropatolojik
ozelliklerini modellemede etkili bir ajan oldugu yapilan sayisiz ¢aligma ile ortaya

konmustur (Miyazaki ve Asanuma, 2020).

2.5. PH Noropatolojisinde Rol Oynayan Molekiiler Mekanizmalar

[k kez 1817 y1linda James Parkinson tarafindan tanimlanan ve modern tip literatiiriine
kazandirilan PH’nin ndropatolojisinde rol oynayan molekiiler siiregler giiniimiizde
dahi tam anlamiyla aydinlatilamamistir (Dong-Chen, Yong, Yang, Chen-Yu ve Li-
Hua, 2023). Bununla birlikte, PH noropatolojisinde rol oynayan mekanizmalari
aydinlatmaya yonelik ¢alismalardan elde edilen bulgular yaslanma, genetik faktorler
ve g¢evresel toksisite tarafindan tetiklenen mitokondriyal disfonksiyon,
noroinflamasyon ve endoplazmik retikulum stresi (ERS) gibi molekiiler
mekanizmalarin dogrudan ya da dolayli olarak dopaminerjik noron oliimlerini
tetikledigini ve PH’nin ndropatolojisinde rol oynadigini ortaya koymaktadir
(Harischandra ve digerleri, 2019; Raza, Anjum ve Shakeel, 2019). Ayrica, hiicresel

protein homeostazinda gorevli olan ubikuitin proteazom sistem (UPS) ve otofaji
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mekanizmalarinda meydana gelen aksamalarin, a-siniiklein (o-Syn) protein
agregatlarinin noron sitoplazmalarinda birikimi sonucunda ortaya ¢ikan ve PH’nin
noropatogenezi ile dogrudan iliskili oldugu bilinen Lewy Cisimciklerinin olusumuna
neden oldugu bir¢ok ¢alisma ile ortaya konulmustur (Hou, Watzlawik, Fiesel ve
Springer, 2020; Walden ve Mugit, 2017).

2.5.1. PH Noropatolojisinde Mitokondriyal Disfonksiyon

30 yili agkin siiredir PH noropatogenezi ile yakindan iliskilendirilen molekiiler bir
mekanizma olan mitokondriyal disfonksiyon, mitokondri homeostazida gorevli
genlerdeki mutasyonlar, yaslanma ve ¢evresel toksinlere maruz kalma nedeniyle
ortaya ¢ikan patolojik bir siiregtir (Malpartida, Williamson, Narendra, Wade-Martins
ve Ryan, 2021; Tryphena ve digerleri, 2023). PH néropatogenezinin erken evrelerinde
ortaya ¢ikan ve bu hastaligin biitiin evrelerinde rol oynadigi gosterilen mitokondriyal
disfonksiyon ile PH arasindaki iligski, ilk kez 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP)’nin bir metaboliti olan MPP+’nin  elektron tasima
zincirinde gorevli mitokondrial kompleks I’i inhibe ederek kalici pakinsonizm
semptomlarina neden oldugunun anlasilmasiyla ortaya konulmustur (Davie, 2008;
Langston, Irwin, Langston ve Forno, 1984; Ramsay, Salach ve Singer, 1986).
Mitokondriyal homeostazin regiilasyonunda Parkin ve Pink-1 gibi PH ile iliskili
genlerin rol oynadiginin gostrilmesi ile mitokondriyal disfonksiyon ve PH arasindaki

iliski molekiiler diizeyde de dogrulanmistir (Poewe ve digerleri, 2017).

2.5.2. PH Noropatolojisinde Noroinflamasyon

Parkinson hastalarina ait postmortem doku Ornekleri iizerinde gerceklestirilen
caligmalarda, substantia nigra pars compacta ve striatumda T-lenfosit infiltrasyonu,
proinflamatuar sitokin salinimi ve mikroglia aktivasyonunun artis gosterdiginin ortaya
konulmasi PH ile inflamasyon siireci arasindaki iliskinin anlasilmasi i¢in ilk adim
olmustur (Kouli, Torsney ve Kuan, 2018). Buna ek olara, kemirgenlerde 6-
hidroksidopamin (6-ODHA) ve MPTP ile indiiklenen PH modellerinde artan
mikroglial aktivitenin bu norotoksinlere maruziyet sonrasinda ortaya ¢ikan
dopaminerjik noron Oliimleri ile yakindan iliskili oldugunun gosterilmesi
noroinflamasyon siirecinin PH ile iligkili bir siire¢ olabilecegine dair diislinceyi
giiclendirmistir (Kouli ve digerleri, 2018). Ayrica, epidemiyolojik ¢aligmalardan elde

edilen bulgular nonsteroidal bir antiinflamatuar ilag olan ibuprofenin diizenli
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kullanimiyla PH riskinin azaldigin1 gostermektedir (Gao, Chen, Schwarzschild ve
Ascherio, 2011).

2.5.3. PH Noropatolojisinde ERS

Hiicrelerde hipoksi, kalsiyum homeostazisinin bozulmas1 veya oksidatif stresin neden
oldugu ERS fizyolojik veya patolojik durumlarda ER liimeninde katlanmamis ya da
yanlig katlanmig polipeptidlerin birikimi sonucunda ortaya ¢ikan biyolojik bir siirectir
(Omura, Kaneko, Okuma, Matsubara ve Nomura, 2013). Farkli ekiplerce
gergeklestirilen bircok postmortem beyin calismasi, ERS ve ERS yanitinda gorevli
Grp78/Bip, PERK-1, ATF4, IRE-1, XBP1 ve CHOP gibi molekiillerin substantia
nigra pars compacta ve striatumda disregiile oldugunu ve bu molekiillerin Lewy
Cisimcikleri igerisinde yiiksek oranda birikim gosterdigini ortaya koymaktadir (Costa,
Manaa, Duplan ve Checler, 2020). Buna ek olarak, rotenon ile indiiklenen kemirgen
PH modellerinde, ERS’nin rotenon maruziyetine bagli dopaminerjik ndron
6liimlerinde rol oynadig1 ve ERS modiilasyonun dopaminerjik ndéron homeostazi i¢in
onemli bir molekiiler mekanizma olabilecegi gosterilmistir (Michel, Tadros, Hendy,
Mowaka ve Ayoub, 2022; Motawi, Al-Kady, Abdelraouf ve Senousy, 2022).

2.5.4. PH Noropatolojisinde Otofaji

Otofaji, hiicre igerisinde iglevini yitirmis protein ve/veya organellerin otofagozom adi
verilen kesecikler igerisine alinarak lizozomlar aracilig ile pargalandig: katabolik bir
stirectir (Minchev, Kazakova ve Sarafian, 2022). Yapilan ¢alismalardan elde edilen
bulgular, protein homeostazindan sorumlu olan bu mekanizmada ortaya ¢ikan
aksakliklarin, dopaminerjik noéronlarda a-syn birikimlerinin artisinda ve Lewy
Cisimciklerinin ortaya c¢ikisinda etkili oldugunu ortaya koymaktadir (Nechushtai,
Frenkel ve Pinkas-Kramarski, 2023). Ornegin, Stykel ve ark. otofaji mekanizmasinda
otofagozomlarin olugsumundan sorumlu LC3lI'nin yapisal inaktivasyonunun o-Syn
birikimini arttirdigini, LC311 aktivasyonunun ise agregasyon siirecini baskilayarak a-
syn yikimini kolaylastirdigini bildirmistir (Stykel ve digerleri, 2021). Ayrica, a-Syn
asirt ekspresyonunun Bcl2 ve Beclin 1 arasindaki etkilesimi arttirdigi, dolayisiyla
otofajiyi inhibe ettigi gosterilmistir (Song ve digerleri, 2014). Buna ek olarak, deneysel
PH modellerinde trehaloz ve rapamisin gibi kii¢clik molekiillii otofaji aktivitorlerinin
dopaminerjik ndronlar lizerinde koruyucu etkiler olusturdugu rapor edilmistir (Lu, Wu

ve Yue, 2020).



2.6. Ubikuitin Proteozom Sistem ve Lizin 63 (K63) Ubikuitinasyonunun PH

Néropatolojisindeki Rollerine Dair Ip Uclar

Ubikuitin Protezom Sistem (UPS), hiicre igerisinde islevini yitirmis ve/veya yanlig
katlanmig proteinlerin yikimini kontrol ederek hiicresel protein homeostazinin
korunmasinda rol oynayan 6zel bir proteoliz sistemidir (X. Zhang, Linder ve Bazzaro,
2020). UPS’nin temel ¢alisma prensibi: 76 amino asitlik bir protein olan ubikuitinin
ubikuitin aktive edici (E1), ubikuitin konjuge edici (E2) ve ubikuitin ligaz (E3)
enzimlerince hedef proteine ait lizin (K) rezidiilerine eklenmesi ve ubikuitinize hedef
proteinin 26S proteozom igerisinde sindirilmesidir (Lazaro ve Outeiro, 2020). Ote
yandan farkli K rezidiilerine yapilan ubikuitinasyonlarin UPS’nin isleyisinde
farkliliklara neden olduguna dair kanitlar bulunmaktadir. Ornegin, K63 poli-
ubikuitinasyonunun diger bir¢cok ubikuitinasyon paterninin (K11, K29, K48 gibi)
aksine proteozomal yikimi degil lizozomal yikimi tesvik ettigi ve hiicrelerde otofaji

stirecini tetikledigi gosterilmistir (Sekil 2) (Kwon ve Ciechanover, 2017).
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Sekil 2: Ubikuin Proteozom Sistem (UPS)’nin isleyisi (Gupta, Singh, Varshney ve
Khan, 2018).



Proteozomal yikimin aksine lizozomal ve otofajik protein degredasyonlarini tesvik
etmesi nedeniyle diger poli-ubikutinasyon paterninden ayrilan K63 poli-
ubikuitinasyonunun, PH’nin néropatogenezinde 6nemli bir aktor olabilecegine dair
ipuglar1 sunan birgok calisma bulunmaktadir. Ornegin Tofaris ve ark. yaptiklari
caligmada, ubikuitin ligaz aktivitesine sahip Nedd4 enzimince yapilan K63 poli-
ubikutinasyonunun insan hiicrelerinde a-syn’nin lizozomal yikimini tetikledigini
gostermistir (Tofaris ve digerleri, 2011). Bir bagka ¢alismada, Alexopoulou ve ark.
K63 deubikuitinasyonun a-syn’in lizozomal degredasyonunu engelledigine bu
durumun ise Lewy cisimciklerinin olusumunda etkili olabilecegine vurgu yapmuistir.
Ayni c¢aligmada ayrica, o-syn’lere bagli K63 ubiquitin rezidiilerini uzaklastiran
(deubikuitinize eden) ubiquitin spesifik proteaz 8 (USP8) inhibisyonunun, in vitro
kosullarda a-syn’nin lizozomal yikimini tetikledigi bunun yani sira Drosophila
modelinde ise a-syn toksisitesini onledigi bildirilmistir (Alexopoulou ve digerleri,
2016). Tan ve ark. ise, K63 poli-ubikuitinasyonunun yanlis katlanmis ve/veya
disfonksiyonel proteinler tarafindan olusturulan protein inkliizyonlarinin otofajik
yikimiyla yakindan iligkili olabilecegine vurgu yaptiklari bir ¢alisma yaymlamislardir
(Tan, Wong, Dawson, Dawson ve Lim, 2008). Ayrica, McKeon ve ark. K63 poli-
ubikuitinasyonunun UCH-L1’in otofaji-lizozom sistemi tarafindan degredasyonunu
baglatict bir sinyal olarak gorev aldigini rapor etmistir (McKeon, Sha, Li ve Chin,
2015).

Bu literatiir bilgilerine ek olarak, PINK1/Parkin mutant Drosophila’larda olusturulan
PH modelinde K63 ubikuitinasyonuna spesifik bir deubikuitinaz enzimi olan USP14
inhibisyonunun mitofaji yolagi lizerinden mitokondriyal disfonksiyonu hafiflettigi ve
sineklerde lokomotor hareket defektlerinde iyilesmeye neden oldugu gdsterilmistir

(Chakraborty ve digerleri, 2018).

K63 poli-ubikuitinasyonunun PH’nin noéropatogenezinde rol oynayabilecegine dair
diger ipuglar1 insanlarda PRKN2 geni tarafindan kodlanan bir ubikuitin ligaz enzimi
olan Parkin proteini iizerine yapilan ¢caligmalardan elde edilmistir (Kitada ve digerleri,
1998; Kook ve digerleri, 2020). Bu calismalardan ilkinde, Lim ve ark., Parkin
tarafindan gerceklestirilen synphilin-1 K63 poli-ubikuitinasyonunun a-syn ve diger
Lewy Cisimcigi iliskili proteinlerin temizlenmesi ile K48 poli-ubikuitinasyonuna
oranla daha yakindan iligkili olabilecegini ortaya koymustur (Lim ve digerleri, 2005).

Bir baska caligmada ise Olzmann ve ark., Parkin tarafindan gerceklestirilen K63 poli-
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ubikuitinasyonunun yanlis katlanmis DJ-1 proteinlerinin HDAC6 araciligt ile
agrazomlara taginmasinda diizenleyici bir role sahip oldugu rapor etmistir (Olzmann
ve digerleri, 2007). Bu ¢alismalara ek olarak, yukarida da bahsedildigi gibi, McKeon
ve ark. Parkin’in aracilik ettigi K63 poli-ubikuitinasyonunun UCH-L1’in otofaji-
lizozom sistemi tarafindan degredasyonunu baslatici bir sinyal olarak gorev aldigin
gostermistir (McKeon ve digerleri, 2015). Bu ¢alismalarda iizerinde durulan DJ-1
(Repici ve Giorgini, 2019), UCH-L1 (Leroy ve digerleri, 1998) ve a-syn’i (E. M.
Rocha, De Miranda ve Sanders, 2018) kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyonlarin PH’nin patogeneziyle dogrudan iliskili oldugunu gosteren ¢alismalarin
varlig1 da g6z 6niinde bulunduruldugunda; yanlis katlanan ya da disfonksiyonel DJ-1,
UCH-L1 ve a-syn varyantlarinin Parkin tarafindan diizenlenen K63 poli-
ubikuitinasyonu aracilig1 ile degredasyonunda meydana gelen aksamalarin PH’nin
noropatogenezi i¢in dnemli bir aktor olabilecegi agikca goriilmektedir. Buna ek olarak,
Parkin enzimini kodlayan gende meydana gelen mutasyonlarin beynin SNpc
bolgesindeki  dopaminerjik  noronlarin  6limiine neden olarak  PH’nin
noropatogenezinde etkili oldugunu gosteren birgok ¢alismanin varligi bu diislinceyi

desteklemektedir (Kook ve digerleri, 2020).

K63 poli-ubikuitinasyonunun, PH’nin patogeneziyle yakindan iligkili olan ERS gibi
molekiiler mekanizmalarin diizenlenmesinde gorev alabilecegine dair yaymlar da
mevcuttur. 2019 yilinda fare spinal kord ndronlar iizerinde yapilan bir ¢alismada
mitokondriyal ubikuitin ligaz (MITOL) enzimi tarafindan gerceklestirilen IREla K63
poli-ubikuitinasyonunun, ERS’nin hafifletilmesi ve ERS bagmtili apoptozun
baskilanmasinda kritik bir basamak olabilecegi gosterilmistir (Takeda ve digerleri,
2019). Ote yandan, klinik ve preklinik ¢alismalardan elde edilen bulgular ERS basta
oksidatif stres ve a-syn protein agregasyonu gibi PH iligkili siire¢lerin indiiksiyonunda
etkili olabilecegini ortaya koymaktadir (Colla, 2019; Mercado, Castillo, Soto ve Sidhu,
2016). Oyle ki norotoksinler (MPTP, 6-ODHA ve rotenon) ile olusturulan sporadik
PH modellerinde ERS yanitindan sorumlu Bip/Grp78, XBP1, ATF4, PERK ve CHOP
gibi molekiillerin ekspresyonlarinda veya islevlerinde meydana gelen aksamalarin
dopaminerjik noronlarda ERS bagli 6liimleri tetikledigi gosterilmistir (Colla, 2019).
Sporadik PH modellerine ek olarak Conn ve ark. tarafindan yapilan postmortem beyin
aragtirmalarinda, ERS yanitin1 olusumunda gorevli olan PERK/elF2a gibi proteinlerin

Lewy Cisimcikleri igerisinde yogun sekilde biriktigi gosterilmistir (Conn ve digerleri,
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2004). Ayrica, artan ERS bagl olarak aktive olan ATF4’iin Parkin promotoruna
baglanarak Parkin ekspresyonunu arttirdigi rapor edilmistir (Sun ve digerleri, 2013).
Dahasi, Parkin’in XBP1 yolagiin aktivasyonu ile ERS’ye karsi olusturulan cevapta
rol oynadigi ve Parkin overekspresyonunun hiicreleri ERS aracili apoptozdan
korudugunun  gosterilmis olmast  (Duplan ve digerleri, 2013) PH’nin
noropatogenezinde ERS ve ubikuitinasyon mekanizmasi arasindaki iligkiyi

anlamlandirabilmek i¢in kanitlar sunmaktadir.

2.7. K63 Spesifik Deubitikinaz BRCC3 ve PH ile Iliskisine Dair Ip Uclar1

Deubikuitinazlar (DUB), ubikuitinin hedef proteinlerden uzaklastirilmasini, ubikitin
geri donlisiimiinii ve ubikitin zincirilerinin yeniden diizenlemesini katalizlemek
suretiyle UPS’nin regiilasyonunda rol oynayan ezimlerdir (Ruan, Schliiter ve Wang,
2020). DUB’lar ayrica transkirpsiyonel regiilasyon, sinyal iletimi, DNA tamiri,
hiicresel farklanma ve apoptoz gibi biyolojik siireglerin diizenlenmesinde onemli
gorevlere sahiptir (Wang ve digerleri, 2018). Giiniimiize kadar insanlarda yaklagik
olarak 100 farkli tipi tanimlanmis olan bu enzimler yapisal karakterlerine gore alti
sinifa ayrilmaktadirlar (Sekil 3): Ubikuitin Spesifik Proteazlar (USP’ler), Ovaryan
Tiimér Domain Igeren Proteazlar (OTU’lar), Machado-Joseph Hastaligi Protein
Domain Proteaz (MJD) Monosit Kemotaktik Protein Tarafindan indiiklenen Protein
(MCPIP),  Ubikuitin  Karboksi  Terminal  Hidroksilazlar (UCH’ler) ve
JAB1/MPN/Mov34 Metallopedidazlar (JAMM’lar) (Ruan ve digerleri, 2020).
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Sekil 3: Deubikuitinazlarin (DUB) siiflandirilmasi (Kumari, Lee ve Jha, 2018).
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Tez c¢alismasi kapsaminda nakavti gergeklestirilen BRCC3 (BRCA1-/BRCA2-
containing complex 3), DUB’larin JAMM alt sinifina mensup; K63 spesifik bir
deubikuitinaz enzimidir (Meyer ve digerleri, 2020). Calismalardan elde edilen veriler
BRCC3’{in hiicre dongiisii kontrolii, hiicre proliferasyonu, DNA tamiri ve immiin
cevap olusumu gibi bir¢ok biyolojik siirecin regiilasyonuna aracilik ettiginini ortaya
koymaktadir (Meyer ve digerleri, 2020; F. Zhang ve Zhou, 2018; W. Zhang ve
digerleri, 2020). Bu biyolojik stireglere ek olarak, BRCC3 tarafindan gergeklestirilen
K63 deubikuitinasyonunun NLRP3 inflamazom aktivasyonunda da kritik bir rol
oynadig1 gosterilmistir (Py, Kim, Vakifahmetoglu-Norberg ve Yuan, 2013; Rao ve
digerleri, 2019). Ote yandan, NLRP3’{in néroinflamasyon, a-Syn agregasyonu ve
apoptoz gibi siiregler lizerinden PH nin patogenezinde rol oynayabilecegi ve NLRP3
inhibisyonunun PH’nin tedavisinde kullanilabilecek bir strateji olabilecegine dair
yayinlar bulunmakatadir (Yan, Fang, Zheng, Pu ve Zhang, 2020). Bununla birlikte,
yakin zamanda yayinlanan bir baska calismada ise Cheng ve ark., CdkS5 tarafindan
regiile edilen BRCC3 ekspresyonunun NLRP3 aktivasyonunu tetikleyerek
dopaminerjik néronlarda inflamasyon siirecini baglatabilecegini ve BRCC3 gen
inhibisyonunun MPTP ile indiiklenen PH modelinde NLRP3 aktivasyonunu
baskilayarak ndroinflamasyonu hafiflettigini gostermistir. Ayni caligmada ayrica,
BRCC3’iin PH hastaligiyla iligkili diger biyolojik stirecler ile iliskisini gdsteren
caligmalara ihtiya¢ duyulduguna vurgu yapilmistir (Cheng ve digerleri, 2020).

Bu literatlir incelemesi dogrultusunda diisiintildiigtinde, UPS ve UPS ile iliskili
hiicresel mekanizmalarin regiilasyonunda anahtar gorevlere sahip olan DUB’larin
fonksiyonlarinda ortaya ¢ikan aksakliklarin PH ndropatogenezinde rol oynayabilecegi
goriilmektedir. Bu nedenle UPS’nin regiilasyonunda goérev alan DUB’larin PH ile
iligkilendirilen mitokondriyal disfonksiyon, a-syn agregasyonu, noroinflamasyon,
endoplazmik retikulum ERS ve otofaji siiregleri lizerine etkilerinin arastirilmasi
PH’nin ndropatogenezinin daha iyi anlagilmasi acisindan 6nem tasimaktadir. Bununla
birlikte, DUB’larin PH’nin patogenezindeki etkinliginin ortaya konulmasi bu
hastaligin tedavisinde yeni terap6tik hedeflerin tanimlanmasina ve ileriye doniik tedavi

protokollerinin gelistirilmesine katki saglayabilir.

Bu baglamda diisiildiigiinde tez c¢alismasi kapsaminda, K63 deubikitinasyonlari
yoluyla UPS ve inflamazom aktivasyonu siireglerinin regiilasyonunda goérev aldigi
bilinen BRCC3’iin in vitro ve in vivo PH modellerinde ERS ve otofaji ile iligkili
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yolaklar tizerindeki etkisinin arastirilacak olmasi ilgili literatiir ve bu hastaligin
tedavisinde yeni terapotik hedeflerin tanimlanmasina katki saglama potansiyeline

sahiptir.
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Gerec ve Yontem

3.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasallar, Sarf Malzemeleri ve Deney Ekipmanlar

Tablo 1: Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal Malzemeler Uretici Firma

Tyrosine Hydroxylase Polyclonal
Y Yoy Y Bios-USA (bs-0016R)

Antibody
LC3 Polyclonal Antibody Bios-USA (bs-8878R)
Beclin-1 Polyclonal Antibody Bioss-USA (bs-1353R)
BRCC3 Antibody Santa Cruz (sc-517392)
IRE1A Polyclonal Antibody Bios-USA(bs-8680R)
LC3lI1 Polyclonal Antibody Bios-USA(BS-1832R
Grp78/Bip Antibody Bioss-USA (bs-1219R)
CHOP Polyclonal Antibody Bioss-USA (1361R)
p62 Polyclonal Antibody Bioss-USA (bs-55207R)
PERK Polyclonal Antibody Bioss-USA (bs-2469R)
ATF6 Polyclonal Antibody Bioss-USA (bs-1634R)
Alpha Synuclein Polyclonal Antibody Bioss-USA (bs-0009R)
BRCC3 siRNA (ID: RSS337449) Thermo (1330001)
BRCC3 siRNA (ID: RSS359676) Thermo (1330001)
BRCC3 siRNA (ID: RSS359677) Thermo (1330001)
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Span 60

Alexa Flour 488

Alexa Flour 568
Mayer’s Hematoxylin
Rotenone
D(+)-Glucose
Tripsin-EDTA Solusyonu
Penicilin/Streptomycin
Hanks’ Balanced Salts
Bovine Serum Albumin (BSA)
Fetal Bovine Serum (FBS)
DMEM/Ham’s F-12
Transfer Stack, PVDF, regular size
Tyripan Blue Solusyonu
Sample Reducing Agent
Round Gel Loading Pipette Tips
Mini Protein Gel
Cholesterol
Chloroform

Triton X-100

Merck (M840124.1000)

Jackson Immuno Research (111-545-
003)

Thermo (A-11011)
Bio-Optica (05-06002/L)
Sigma (R8875-1G)
Merck (M108337.1000)
Nest (704001)
Capricorn (PS-B)
Capricorn (HBSS-2A)
Sigma (A9418-100G)
Capricorn (FBS-22A)
Capricorn (DMEM-12-A)
Thermo (1B401001)
Sigma (T8154-100ML)
Thermo (NP0004)
Santa Cruz (sc-201732)
Thermo (NP0321BOX)
Sigma (C3045-25G)
Merck (M.102431.2500)

Merck (M.108603.1000)

16



Dimethyl Sulfoxide
Chromogenic Kit, anti-mouse
Protein Ladder

DAPI

Mammalian Protein Extraction Reagent

SDS Running Buffer
Antioxidant
Protease Inhibitor Cocktail

LDS Sample Buffer

Merck (M.116743.1000)
Thermo (WB7103)
Thermo (26616)

Santa Cruz (sc-3598)

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL,

USA (78503)
Thermo (NP0001)
Thermo (NP0005)

Thermo (87789)

Thermo (NP0007)

Tablo 2: Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan sarf malzemeler

Sarf malzemeleri

Uretici Firma

12 Well Cell Culture Plate
24 Well Cell Culture Plate
100 mm Cell Culture Dish
2 ml Cryogenic Vial
10 ml Serolojik Pipet
5 ml Serolojik Pipet
2 ml Serolojik Pipet

Spektrofotometre Kiivet

Nest (712001)
Nest (702001)
Nest (704001)
Nest (607001)
Nest (327001)
Nest (326001)
Nest (325001)

Biosigma (N401060)
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Yuvarlak Lamel
Cam Balon Joje
Folded Capillary Cell

Dialysis Tubing

Steril Hidrofilik PTFE Siringa Filtre

Superior (C911350)
Superior (C232221)
Malvern Panalytical (DTS1070)
Thermo (88243)

AISIMO (ASF25PTI1225)

Tablo 3: Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan cihazlar

Cihazlar

Marka

Mikrotom

Class 11 Biohazar Safety Laminar Kabin

Su Banyosu

-80 °C Ultra low Temperature Freezer

CO; Inhibitér
COz inhibitdr
Santifiij
Nanodrop
Hassas Terazi
Mikrodalga Firin
Labcycler

Inverted Mikroskop

Leica RM 2145
ESCO
Niive-BM 402
New Brunswick-U410 premium
Eppendorf/New Brunswick
Binder APT Line C150
Eppendorf Centrifuge (5804R)
Thermo Scientific
Precisa, Switzerland
Argelik
SensoQuest GmbH

Olympus-CKX41
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Fotograf makinesi entegre Mikroskop Olympus BX5

Floresan Mikroskop Olympus BX 50
Etliv Heraeus, Germany
pH metre Hanna, USA
XCell SureLock ThermoFisher Scientific
Evaporator Biichi Vac-500
iBlot® Dry Blotting System Thermo Fisher Scientific

3.2. Niozomlarin Sentezi, Niozom-SiRNA Komplekslerinin Olusturulmasi ve

Karakterizasyon Analizleri
3.2.1. Niozomlarin Sentezi ve Niozom-siRNA Komplekslerinin Olusturulmasi

Niozomlar, non-iyonik surfaktanlarin hidrolizi ile elde edilebilen lipozom benzeri
sentetik vezikiillerdir (S. Chen, Hanning, Falconer, Locke ve Wen, 2019). Tasiyici
sitem olarak niozomlarin kullanildig1 bir¢ok preklinik calismada, bu sentetik
vezikiillerin subkutan, intravendz, peroral ve transdermal olarak uygulanan terapotik
ajanlarin etkinligini arttirdigina, buna karsin bu maddelerin yan etkilerini azalttigina
dair kanitlar sunan ¢alismalarin (Abdelrahman, Elsayed, Gad, Elshafeey ve Mohamed,
2017; S. Chen ve digerleri, 2019; Zidan ve Habib, 2014) yani sira SIRNA gibi biyo-
stabilitesi diisiik molekiillerin viicut i¢i tasiniminda etkili oldugunu (Yang ve digerleri,
2018) ve kan beyin bariyerini kolaylikla gegebildigini (Gharbavi, Amani, Kheiri-
Manjili, Danafar ve Sharafi, 2018) gosteren yayinlarin varligi nedeniyle ¢alismada

tasiyici sitem olarak niozomlarin kullanilmasina karar verilmistir.

In vitro ve in vivo deneylerde tasiyici sistem olarak kullanilan niozomlarin sentezi,
Moulahoum ve ark. 6nerdigi sekilde asagidaki basamaklarin takip edildigi ince film
hidratasyon yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir (Moulahoum, Sanli, Timur ve
Zihnioglu, 2019):
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1. 1:1 molar konsantrasyonda olacak sekilde tartilan Span 60 ve kolesterol (20
mM) karigimi, hacimce 1:2 oraninda karigtirilan metanol-kloroform solventi

igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

2. Cozdiirme isleminden sonra, olusturulan siispansiyon 50 mL silifli balona
alinmig ve solvent rotary evaporator ile buharlastirilip, vakum yardimiyla

¢ozeltiden uzaklastirilmistir. Boylelikle ince bir film tabakasi elde edilmistir.

3. Sulu faz olarak balona 5 mL fosfat tamponlu salin (phosphate-buffered
saline;PBS) eklenmis ve 55 °C’ye ayarli mekanik galkaliyicida 2 saat boyunca

inkiibasyona birakilmigtir.

4. Bu sekilde sentezlenen niozomlara, boyutlarinin kiigiiltiillmesi amaciyla prob

sonikasyonu iglemi uygulanmistir.

Niozom-siRNA komplekslerinin hazirlanmasinda ise Pengnam ve ark. tarafindan
Onerilen prosediir takip edilmistir (Pengnam ve digerleri, 2019, 2020). Bu prosediir
dogrultusunda yukaridaki gibi sentezlenen niozomlar ile siRNA stok soliisyonundan
hazirlanan 6rnekler 0.1: 1, 0.5: 1, 1: 1, 2.5: 1, 5: 1, 10:1, 15: 1, ve 20: 1 oranlarinda
karistirilarak 30 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

Yukarida anlatildigt gibi olusturulan bos niozomlarin ve niozom-SiRNA
komplekslerinin dayanikliligin1 arttirmak amaciyla Huang ve ark. onerdigi sekilde
asagida siralanan islem basamaklar1 takip edilerek polietilen glikol kaplamasi

(PEGilasyon) gergeklestirilmistir (Y. Huang, Chen, Chen, Gao ve Liang, 2008):

1. Niozom dispersiyonu %5 mol oranda DSPE-PEG-karboksilik asitle
kanigtinnlmis ve oda sicakliginda 30 dakika siireyle manyetik karistiricida

inkiibe edilmistir.

2. Konjuge olmayan DSPE-PEG-karboksilik asidin uzaklagtirilmasi amaciyla,

reaksiyon sonrast 7000 rpm’de santrifiij gerceklestirilmistir.

Bu sekilde sentezlenen ve PEGilasyonu gerceklestirilen bos niozomlar ve niozom-

siRNA kompleksleri daha sonrasinda liyofize edilmistir.

3.2.2. Bos Niozomlarin ve Niozom-SiRNA Komplekslerinin Karakterizasyonu
Bos niozomlar ve BRCC3 genine spesifik SIRNA molekiilleri ile yiiklenmis niozom-
siRNA komplekslerinin zeta potansiyeli, ortalama boyutu ve niozomlarin boyut
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dagilimlarinin homojenligini gosteren Polidispersite indeksi (PDI) degerleri dinamik
151k sagilimi (DLS) cihaz1 ile (Moulahoum ve digerleri, 2019) analiz edilmis ve
degerler kaydedilmistir.

siRNA kapstilleme verimliligine dair analizler yiiksek basingli s1vi kromatografisi
(HPLC), niozomlarin morfoloji analizleri ise Gegirimli Elektron Mikroskobu
(Transmission electron microscopy; TEM) ile gerceklestirilmistir (Thabet, Elsabahy
ve Eissa, 2022).

3.3. In Vitro Deneyler

3.3.1. Primer Orta Beyin Dopaminerjik Néron Hattinin izolasyonu ve Hiicre

Kiltiirii

In vitro PH modelinin olusturulmast ve niozom-SIRNA kompleksi ile
gerceklestirilecek BRCC3 gen nakavtinin etkilerinin arastirilmasi amaciyla sigan

embriyolarindan elde edilen primer orta beyin dopaminerjik néron hatti kullanilmistur.

Primer orta beyin dopaminerjik ndron hattinin izolasyonunda kullanilan si¢an
embriyolar;, Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi Laboratuvarindan temin edilen 6-8 haftalik, agirliklar1 190-220 gr arasinda
degisen 2 adet disi ve 2 adet erkek Spargue Dawley tiirii siganin ¢iftlestirilmesi ile elde
edilmistir. 3 menstriiel siklus boyunca vajinal smear yontemi ile takip edilen ve
menstriiel dongiilerinin diizgiin oldugu anlagilan disi siganlar, bir gece boyunca erkek
siganlar ile ciftlesmeye birakilmistir. Ertesi giin disi siganlarin gebelik durumlar
servikal siirlintiide sperm tespit yontemi ile degerlendirilmis ve gebe olduklar1 tespit
edilen sicanlar ayr bir kafese alinmistir. Ayr kafeslere alindiklari giin gebeliklerinin
embriyonik 0,5. (E0.5) giinii olarak kabul edilen siganlar 14 giin boyunca takip

edilmistir.

Gebeliklerinin E14.5 giiniine ulasan disi siganlar kombine ketamin (60 mg/kg)-
ksilazin (10 mg/kg) anestezi altina alinmis ve siganlarin karin bolgesi %70’lik etanol
ile temizlenmistir. Daha sonra uterus keselerinin tiimii a¢iga ¢ikana kadar abdominal
kesi islemi gerceklestirilmistir ve uterus vajinal baglanti noktasindan kesilerek
¢ikarilmigtir. Bu islem sonunda rezeke edilen uterus donma sicakligindaki Hank’in
Dengeli Tuz Soliisyonu (Hank’s Balanced Salt Solution; HBSS) igerisinde petri

kaplarina alinmistir.
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Amniyotik kese igerisindeki embriyolar hizlica ¢ikarilarak igerisinde HBSS bulunan

petrilerde diseksiyon mikroskobu altina taginmis (Sekil 4) ve asagidaki islemler

gerceklestirilerek primer orta beyin dopaminerjik noron hatt1 elde edilmistir (Weinert,

Selvakumar, Tierney ve Alavian, 2015):

1.

Diseksiyon mikroskobu altinda embriyolarin orta beyin (mezensefalik) bolgesi
makas ve pens yardimiyla diansefelondan ayrilmis ve mezensefalik bolgedeki

beyin zarlar1 (meninksler) dikkatlice temizlenmistir.

Bu sekilde meninkslerden arindirilan mezensefalik bolge petri kab1 igerisinde
steril bir trag bicag1 yardimi ile ikiye ayrilmis ve bu parcalar icerisinde 15 ml
HBSS bulunan falkon tiiplerine aktarilmistir. Biitiin embriyolar bitene kadar 1.

ve 2. adimlar tekrar edilmistir.

Steril laminar kabin igerisine tasman falkon tiiplerinden HBSS
uzaklastirildiktan sonra, tiiplere 37 °C’ye 1sitilmis 1 ml %0,05 tripsin-EDTA
eklenmis ve tiipler 37 °C’de 5-10 dk inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda Tripsin-EDTA tiiplerden uzaklastirilmis ve Tripsin
aktivasyonunu durdurmak i¢in HBSS igerisinde hazirlanmis 1 ml %50°lik Fetal
Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum; FBS) igeren deaktivasyon medyumu

tiiplere eklenmis ve 2 dk siire ile inkiibasyona birakilmistir.

Deaktivasyon isleminden sonra, deaktivasyon medyumu tiiplerden
uzaklastirilmis, daha sonra tiiplere penicillin, streptomisin, D-(+)-glikoz, Sigir
Serum Albiimini (Bovine Serum Albumin; BSA) ve FBS i¢ceren 1 ml DMEM
medyumu (complete medium) eklenerek yikama islemi gergeklestirilmistir.

Yikama islemi 2 defa tekrar edilmistir.

Yikama isleminden sonra tiiplere 1 ml complete medium eklenmis ve tiipler

icerisindeki dokular steril pipet ucu yardim ile 6giitiilmiistiir.
Bu sekilde hazirlanan siispansiyon 400 x g’de 5 dk siire ile santifiijlenmistir.

Santrifiij islemi sonrasi olusan siipernatant atilmis, geriye kalan pellet ise 1 ml

complete medium yardimu ile reslispanse edilmistir.
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Sekil 4: E.14.5 giinliik embriyolardan orta beyin bolgesi izolasyonuna ait iglem

basmaklari

Bu sekilde elde edilen siispansiyon igerisindeki hiicrelerin sayisi ve canlilik oranini
belirlemek icin siispansiyondan 10 pl almarak, 90 pl Tripan Mavisi ¢ozeltisi ile

karistirilmis ve hiicre sayim analizleri gergeklestirilmistir (Sekil 5).

Sekil 5: Tripan mavisi ile boyanan hiicrelerde gergeklestirilen hiicre sayimina ait

hemositometre goriintiisii

Sayim isleminden sonra, her 1 pl’ye 1500 hiicre diisecek sekilde tiipiin igerisine
complete medium eklenmistir. Bu sekilde hazirlanan siispansiyondan igerisinden

3x10° hiicre icerecek sekilde drnekler gekilerek, 24 kuyucuklu plakalara yerlestirilmis
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Poly-L-Ornitine kapli 14 mm’lik lamellere ekilmis ve 24 saat boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonrasinda kuyucuklara 400 ul complete
medium eklenmis ve 37 °C’de bir gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bu
asamadan sonra kuyucuklara 500 ul complete medium eklenmistir. Bu asamadan sonra
her iki giinde bir hiicrelerin kiiltiir ortamlar1 degistirilmis ve hiicreler 5 giin siire ile

kiiltiire edilerek diferansiye olmalart saglanmigtir (Weinert ve digerleri, 2015).

3.3.2. Primer Orta Beyin Dopaminerjik Noron Hattimin Karakterizasyonu

“Primer Orta Beyin Dopaminerjik Noéron Hattinin izolasyonu ve Hiicre Kiiltiirii”
baslig1 altinda anlatildig1 gibi izole edilen ve kiiltiirii gergeklestirilen hiicre hattinin
karakterizasyonu i¢in dopaminerjik noronlara spesifik belirte¢ler olan tirozin
hidroksilaz (TH) ve mikrotiibiil iligkili protein 2 (Map2) proteinlerinin tespiti amaciyla
“In Vitro Deneylerde Gergeklestirilen Analizler” bashgi altinda anlatildigi gibi

immiinofloresan boyama analizleri gerceklestirilmistir (Weinert et al., 2015).

3.3.3. Deneylerde Kullanilacak siRNA’nin Sec¢imi

In vitro ve in vivo deneylerde BRCC3 geni susturumunda kullanilacak siRNA’nin
secimi amaciyla “Primer Orta Beyin Dopaminerjik Noron Hattinin Karakterizasyonu”
baslig1 altinda anlatildig1 gibi karakterizasyonu yapilan hiicrelerde 3’er tekrar olacak
sekilde (her grup i¢in 3 lamel) Kontrol, SIRNA 1 (RSS337449), siRNA 2 (RSS359676)
ve SIRNA 3 (RSS359677) gruplar olusturulmustur.

Kontrol grubundaki hiicrelere herhangi bir islem uygulanmazken, diger gruplardaki
hiicrelerin kiiltiir ortamlarma 100 nm olacak sekilde ayri ayr1 SIRNA 1 (RSS337449),
SiIRNA 2 (RSS359676) ve SiRNA 3 (RSS359677) eklenmis ve tiim gruplardaki
hiicreler 37 °C’de 48 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Primer orta beyin dopaminerjik néron hattinda en giiclii susturumu yapan siRNA’nin
tayini amaciyla 48 saat boyunca siRNA’lar ile inkiibe edilen hiicreler tripsin ile
kaldirtlmis ve bu hiicrelerde es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real time

polymerase chain reaction; RT-qPCR) analizi ger¢eklestirilmistir.
3.3.4. In Vitro PH Modelinin Olusturulmasi ve Deney Dizayni

Izolasyonu, kiiltiirii ve karakterizasyonu gergeklestirilen primer dopaminerjik néron

hatlarinda Kontrol, Parkinson, Parkinson+Bos Niozom ve Parkinson+Niozom-SiRNA
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gruplar1 olusturulmustur. Olusturulan gruplar ve bu gruplara uygulanan deneysel

prosediir asagidaki gibidir:

Kontrol Grubu: 3x10° hiicre igeren bu gruptaki hiicreler 7 giin boyunca standart besi

ortaminda (DMEM/F12 medyumu) kiiltiire edilmis, bagka herhangi bir madde

uygulamasi yapilmamaistir.

Parkinson Grubu: 3x10° hiicre igeren bu gruptaki hiicreler ilk iki giin DMEM/F12

medyumunda kiiltiire edilmistir. Ugiincii giin ise besi ortamina dimetil siilfoksid
(DMSO) igerisinde ¢oziilmiis olan 20 nM rotenon eklenmistir. Hiicreler 48 saat
boyunca bu ortamda inkiibe edimis bdylece in vitro PH modeli indiiklenmistir
(Ostendorf, Metzdorf, Gold, Haghikia ve Toénges, 2020). PH modelinin
indiiksiyonundan sonra rotenon igeren kiiltiir ortami uzaklastirllmis ve hiicreler

tekrardan standart besi ortamina alinarak 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Parkinson+Niozom Grubu: 3x10° hiicre igeren bu gruptaki hiicreler ilk iki giin

DMEM/F12 medyumunda kiiltiire edilmistir. Ugiincii giin ise besi ortamina dimetil
siilfoksid (DMSO) igerisinde ¢6ziilmiis olan 20 nM rotenon eklenmistir. Hiicreler 48
saat boyunca bu ortamda inkiibe edimis boylece in vitro PH modeli indiiklenmistir
(Ostendorf ve digerleri, 2020). PH modelinin indiiksiyonundan sonra rotenon igeren
kiltlir ortam1 uzaklastirilmis ve hiicreler tekrardan standart besi ortamina alinmis ve
kiiltir ~ ortamma  siRNA  tasimiminda  kullanilacak  miktarda  (niozom
karakterizasyonundan sonra belirlenen miktar) bos niozom eklenmistir. Hiicreler bu

ortamda 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Parkinson+Niozom-siRNA Grubu: 3x10° hiicre iceren bu gruptaki hiicreler ilk iki giin

DMEM/F12 medyumunda kiiltiire edilmistir. Ugiincii giin ise besi ortamina dimetil
siilfoksid (DMSO) igerisinde ¢6ziilmiis olan 20 nM rotenon eklenmistir. Hiicreler 48
saat boyunca bu ortamda inkiibe edimis boylece in vitro PH modeli indiiklenmistir
(Ostendorf ve digerleri, 2020). PH modelinin indiiksiyonundan sonra rotenon igeren
kiltlir ortam1 uzaklastirilmis ve hiicreler tekrardan standart besi ortamina alinmis ve
kiiltiir ortamina niozomlar ile kaplanmig BRCC3’e spesifik 100 nM siRNA (SiRNA
secimi analizleri ile belirlenen) eklenmistir (Cooper ve digerleri, 2014). Hiicreler bu

ortamda 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Deney prosediiriiniin sonunda (7. giinde) gruplardaki TH protein ekspresyonu
degisimlerinin ortaya konulmasi amaciyla “In Vitro Deneylerde Gergeklestirilen
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Analizler” baslig1 altinda anlatildig1 gibi IF boyamalar1 gerceklestirilmistir. Buna ek
olarak, indiiklenen in vitro PH modelinin ve bu modelde gergeklestirilen BRCC3 gen
nakavtinin, otofaji ve ERS ile iligkili genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri iizerindeki
etkilerinin ortaya konulmasi amaciyla “In Vitro Deneylerde Gergeklestirilen

Analizler” baslig: altinda anlatildig1 gibi RT-qPCR analizleri gerceklestirilmistir.

3.3.5. In Vitro Deneylerde Gergeklestirilen Analizler
3.3.5.1. iImmiinofloresan (IF) Boyama Analizleri

Izolasyonu ve Kkiiltiirii yapilan primer orta beyin dopaminerjik néron hattinda
dopaminerjik néronlara spesifik belirtegler olan tirozin hidroksilaz (TH) ve mikrotiibiil
iligkili protein 2 (Map2)’nin tespiti ve in vitro PH modeli indiiklenen hiicrelerede
BRCC3 gen nakavtinin TH protein ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkilerinin
aragtirtlmas1 amaciyla gergeklestirilen IF boyama analizleri A¢ikgoz ve ark. dnerdigi
sekilde asagidaki islem basamaklar: takip edilerek yapilmistir (Acikgoz ve digerleri,
2022):

1. Poly-L-Omitin kapli lamellere ekilerek diferansiye olmasi saglanan hiicreler
PBS igerisinde hazirlanmis %4’liikk paraformaldehit (PFA) ile +4 °C’de 15
dakika fikse edilmistir.

2. Fiksasyondan sonra PFA ortamdan uzaklastirilmis ve 6rnekler yikama amaci

ile 3x5 dakika PBS’te bekletilmistir.

3. Bu basamaktan sonra drnekler, hiicrelerde permeabilizasyonu arttirmak amaci
ile PBS igerisinde hazirlanmis %0.25°1ik Triton-X soliisyonuna alinmis ve 10

dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

4. Permeabilizasyon isleminin ardindan 6rnekler PBS ile yikanip bloklama islemi
icin PBS icerisinde hazirlanmis %5 BSA soliisyonuna aliarak oda

sicakliginda 60 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir.

5. BSA’'nin ortamdan uzaklastirilmasini takiben lamellerde yikama islemi
yapilmaksizin 1/100 oraninda dilue edilmis primer antikorlar (TH ve Map2a
Bioss; ABD) ornekler iizerine eklenmis ve nemli ortamda, bir gece boyunca
+4°C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu asamadan sonra, lameller 3 kez 5’er

dakika boyunca PBS ile yikanmistir.
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6. PBS ile yikama asamalarindan sonra lameller karanlik bir ortamda 1/1000
oraninda dilue edilmis ve FITC bagl sekonder antikor ile oda sicakliginda 60

dakika siire ile inkiibe edilmistir.

7. Son asamada preparatlar son kez PBS ile 3x5 dk yikandiktan sonra niikleus
boyumasi i¢in 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) kapama medyumu ile

kapatilmistir.
Kapatilan preparatlar, Olympus CX31RTSF-5 marka IF mikroskop ile incelenmistir.

3.3.5.2. Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR) Analizleri

Deneylerde kullanilacak siRNA’nin se¢imi ve in vitro PH modelinin ve bu modelde
gerceklestirilen BRCC3 gen nakavtinin, otofaji ve ERS ile iligkili genlerin mRNA
ekspresyon seviyeleri lzerindeki etkilerinin ortaya konulmasi amaciyla

gerceklestirilen RT-qPCR analizlerinin iglem basamaklar1 asagidaki gibidir:

1. Steril deney tiiplerine alinan hiicrelerden Nucleospin RNA izolasyon Kiti
(Macherey-Nagel; Almanya) igerisinden ¢ikan prosediir takip edilereck RNA

izolasyonu gerceklestilmistir.

2. RNA izolasyonundan sonra OneScript® Plus ¢cDNA Synthesis Kit (abm;
Almanya) igerisinden ¢ikan prosediir takip edilerek cDNA sentezi

gerceklestirilmistir.

3. Elde edilen cDNA’lardan ayri ayr1 2 pl drnekler alinmis ve her bir hedef gen

icin hazirlanmis ve etiketlenmis farkli PCR tiipleri icerisine aktarilmistir.

4. Daha sonra bu tiiplerden her birine; 13,8 pl distile su, 2 pl SYBR Green I enzim
karisimi, 1,6 pl Mg*?, 0,3 pl Forward Primer (BRCC3, LC3II, p62/SQSTML1,
Beclin 1, Grp78/Bip, PERK, IRE1, ATF6, CHOP ve GAPDH) ve 0,3 pul Revers
Primer (BRCC3, LC3Il, p62/SQSTM1, Beclin 1, Grp78/Bip, PERK, IREL,
ATF6, CHOP ve GAPDH) eklenmistir.

5. Bu sekilde olusturulan bu karisim 5 saniye boyunca 700g‘de santifiij edilerek
homojen hale getirilmistir. Daha sonrasinda uygun programa ayarlanmis olan
LightCycler igerisine konulan tiiplerde RT-qPCR analizleri ger¢eklestirilmistir
(Gurel ve digerleri, 2019).
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Analizler sonunda elde edilen veriler 24Y metodu ile degerlendirilecek ve 2’den

biiylik, -2’den kii¢lik degerler anlaml1 kabul edilecektir (Kuscu, Giirel, Buhur, Karabay

Yavasoglu, ve digerleri, 2022).

Hedef genlere ait primer sekanslar1 Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4: RT-qPCR analizlerinde kullanilan primer sekanslari

Gen

BRCC3

LC3ll

Beclin 1

p62/SQSTM1

Grp78/Bip

ATF6

PERK

IRE1

Primer Dizileri

Forward: 5’°CGGAAAGGTTGGCGGAACCAC-3’

Reverse: 5-TGGCTTGCGTGCGAACATCC-3’

Forward: 5°- CCTGCTGCTGGCCGTAGT-3’

Reverse: 5°- TGATGAAGTCTTCCTGCCAAAA -3°

Forward: 5’- AGCACGCCATGTATAGCAAAGA -3’

Reverse: 5°- GGAAGAGGGAAAGGACAGCAT -3’

Forward: 5'- TCCTGCAGACCAGAACTATGACATCG-3’

Reverse: 5- TCTACGCAAGCTTACAACTATGAGACA -3°

Forward: 5°- CTGGGTACATTTGATCTGACTGG -3’

Reverse: 5°- GCATCCTGGTGGCTTTCCAGCCATTC-3’

Forward: 5’- GCAGGTGTATTACGCTTCG-3’

Reverse: 5°- CCTGCTCCTTCTCCTTCAT-3”

Forward: 5°- AGGAACATCGTAGGGGCTTT3-3’

Reverse: 5’- GAGTTGCAGACCCGAGCTAC-3’

Forward: 5°- CACAGCCCCTCTGTGGTAAC-3’

Reverse: 5’- GCTTTCACCAGGCACACTTA-3’

Referans

(X. Huang ve
digerleri, 2021)

(Ni, Gong, Yan
ve Zhang,
2010)

(Ni ve digerleri,
2010)

(L. ze Zhang ve
digerleri, 2019)

(Williams ve
Lipkin, 2006)

(C. Zhang ve
digerleri, 2017)

(Kalpana,
Priyadarshini,
Sreeja, Jagan ve
Anuradha,
2018)

(Kalpana ve
digerleri, 2018)

28



Forward: 5’- GAAAGCAGAAACCGGTCCAAT-3’ (Williams ve

CHOP
Reverse: 5’- GGATGAGATATAGGTGCCCCC-3’ Lipkin, 2006)
(Drummond,
GAFDH Forward: 5’- GGATGCAGGGATGATGTTCT -3’ Glynn, Lujan,
(Referans Dicarlo ve
Gen) Reverse: 5’- AAGGGCTCATGACCACAGTC -3 RasmUSSen

2008)

3.4. In Vivo Deneyler
3.4.1. Calismanin Etigi ve Calismada Kullanilan Deney Hayvanlari

Tez calismasinin in vivo basamagi Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun, 23 Haziran 2021 tarih ve 2021- 041 sayili onay1 ile gerceklestirilmis olup
tez caliymanm in vivo basamaginda Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarindan temin edilen 96 adet 190-220 gr

agirligindaki erkek Sprague Dawley tiirii sigan kullanilmustir.

Teminleri sonrasinda Ege Universitesi Ilag Gelistirme ve Farmakokinetik Arastirma-
Uygulama Merkezi (ARGEFAR) Faz Oncesi Arastirmalar Birimi’ne getirilen deney
hayvanlar her kafeste 5 hayvan olacak sekilde kenarlar1 sert plastik ve iistiinde ¢elik
1zgara bulunan ve deney grubuna gore isaretlenmis kafeslerde 12:12 saat
aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1sis1 (22+2°C) ve nemi (%45-50) otomatik

olarak ayarlanan odalar igerisinde barimndirilmistir.

3.4.2. In Vivo PH Modelinin Indiiksiyonu ve Deney Dizaym

Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Uygulama ve Arastrma Merkezi
Laboratuvarindan temin edilen ve Ege Universitesi Ilag Gelistirme Ve Farmakokinetik
Aragtirma - Uygulama Merkezi (ARGEFAR) Faz Oncesi Arastirmalar Birimi’ne
getirilen deney hayvanlar1 her grupta 24 hayvan olacak sekilde rastgele 4 gruba
ayrilmistir. Tez ¢alismasinin in vivo basamaginda olusturulan gruplar ve bu gruplara

uygulanan deney prosediirii asagidaki gibidir:
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Kontrol Grubu (n=24): Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir uygulama ya da girisim

yapilmamuistir. Bu gruptaki hayvanlar deney prosediiriiniin sonunda (42. giin) sakrifiye

edilmistir.

Parkinson Grubu (n=24): Bu gruptaki hayvanlarda 5 hafta (35 giin) boyunca hergiin

2 mg/kg subkutan rotenon enjeksiyonu yapilarak in vivo PH modeli indiiklenmistir (Y.
Chen ve digerleri, 2015). Bu uygulamaya ek olarak baska herhangi bir uygulama ya
da girisim yapilmayan bu hayvanlar deney prosediiriiniin sonunda (42. giin) sakrifiye

edilmistir.

Parkinson+Bes Niozom Grubu (n=24): Bu gruptaki hayvanlarda 5 hafta (35 giin)

boyunca hergiin 2 mg/kg subkutan rotenon enjeksiyonu yapilarak in vivo PH modeli
indiikklenmistir (Y. Chen ve digerleri, 2015). Bu uygulamaya ek olarak bu gruptaki
hayvanlara son rotenon enjeksiyonundan 2 saat sonra baslanarak 48 saat arayla 3 kez
serum fizyolojik igerisinde 150 pg bos niozom uygulamasi yapilmistir. Bos niozom
uygulamalari kuyruk venine yapilmis olup, bu hayvanlar deney prosediiriiniin sonunda

(42. giin) sakrifiye edilmistir.

Parkinson+Niozom-siRNA Grubu (n=24): Bu gruptaki hayvanlarda 5 hafta (35 giin)

boyunca hergiin 2 mg/kg subkutan rotenon enjeksiyonu yapilarak in vivo PH modeli
indiiklenmistir (Y. Chen ve digerleri, 2015). Bu uygulamaya ek olarak bu gruptaki
hayvanlara son rotenon enjeksiyonundan 2 saat sonra baslanarak 48 saat arayla 3 kez
serum fizyolojik igerisinde 150 pg niozom-siRNA kompleksi uygulamasi yapilmistir
(Cooper ve digerleri, 2014). Niozom-siRNA kompleksi uygulamalart kuyruk venine
yapilmis olup, bu hayvanlar deney prosediiriiniin sonunda (42. giin) sakrifiye

edilmistir.

3.4.3. In Vivo Deneylerde Gergeklestirilen Analizler

In vivo deney gruplarindaki hayvanlarda motor aktivitenin degerlendirilmesi amaciyla
davranig testleri uygulanmis olup bu gruplardaki hayvanlardan elde edilen orta beyin
orneklerinde otofaji (p62, LC3 ve Beclin 1) ve ERS belirteglerinin (Grp78, ATF6,
PERK, IRE1 ve CHOP) protein ve mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimlerin
ortaya konulmasi amaciyla immiinohistokimyasal (IHC) boyamalar ve RT-gPCR
analizleri gerceklestirilmistir. Ayrica uygulanan tedavinin beyine ulasip ulagmadigi in

vivo imaging system (IVIS) yontemi ile gorlintiilenmistir. Bu analizlere ek olarak
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dokulardaki hasarin degerlendirilmesi amaciyla hematoksilen-eozin ve toludine

mavisi boyamalar1 yapilmistir.

3.4.4. Davramis Testleri
3.4.4.1. Acik Alan Testi

Acik alan testi siganlarda motor aktivitenin degerlendirilmesinde en sik kullanilan
davranis testidir (Wrangel, Schwabe, John, Krauss ve Alam, 2015). Calismamizda her
gruptan rastgele segilen 8 hayvan iizerinde deneyin 0. 21. ve 42. giinlerinde
gerceklestirilen agik alan testinde, yiiksekligi 36 cm, boyutlari ise 72 cm x 72 cm olan
ve 16 esit kareye boliinmiis bir kutunun (Sekil 6) merkezine yerlestirilen siganlarin
hareketleri 5 dk boyunca kamera ile kayit altina alinmistir. Her bir 6l¢limden sonra
kutu %70 etanol ile temizlenmistir (Garabadu ve Agrawal, 2020). A¢ik alan testinde
hareketsiz gegirilen siire, sahlanma, ambulasyon (toplam gegilen kare sayisi) ve
katedilen horizontal mesafe parametreleri degerlendirmeye alinmistir (Garabadu ve

Agrawal, 2020).

Sekil 6: Agik alan testlerinde kullanilan deney diizenegi
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3.4.4.2. Bar (Cubuk) Katalepsi Testi

Sicanlardaki katilik (rijidite) ve hareketlerde yavaslama (bradikinezi) gibi
parkinsonizm belirtileri cubuk katalepsi testi ile degerlendirilmistir. Bu testte si¢anlar,
9 cm yiiksekligindeki yere paralel olan yatay bir ¢ubuga (Sekil 7) yari sahlanmis
pozisyonda yerlestirilerek ve kronometre ¢alistirilmistir. Sigan ¢ubuktaki ayaklarindan
birisini ¢ektigi ve ayaklarini zemine koydugu anda kronometre durdurulmus ve bu
stireler kaydedilmistir. Cubuk testi i¢in en uzun bekleme siiresi 180 saniye olarak
belirlenmistir (Y. Chen et al., 2015; Zhou et al., 2007).

Sekil 7: Cubuk katalepsi testlerinde kullanilan deney diizenegi

3.4.5. In Vivo Goriintiileme Sistemi (IVIS) Analizleri

Tez c¢alismas1 kapsaminda ParkinsontNiozom ve Parkinson+Niozom-SiRNA
gruplarina kuyruk veninden uygulanan bos niozom ve niozom-SiRNA komplekslerinin
beyine ulasip ulagsmadigimin arastirtlmasi amaciyla gercgeklestirilen VIS analizleri
kiigiik deney hayvanlarinda yapilan arastirmalarda floresans veya bioluminesans
siddetlerini 6lgerek enjekte edilen maddenin viicutta izledigi yolun goriintiilenmesine

olanak saglayan bir tekniktir (Hwang, Tyszkiewicz, Morin, Point ve Liu, 2021).

Parkinson+Niozom ve Parkinson+Niozom-siRNA gruplarinda davranis deneyleri i¢in
secilen 8 hayvan lizerinde gergeklestirilen bu analizlerde, bos niozom ve niozom-

siRNA kompleksleri Cy5 boyast ile boyanmig ve 615-665 nm excitation, 695—770 nm
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emission dalga boylarinda (Yanagi ve digerleri, 2016) IVIS spektrum cihazi ile 1, 3,

5, 24, 48 ve 72. saatte goriintiiler alinarak viiciittaki dagilimlar1 incelenmistir.

3.4.6. Biyokimyasal Analizler

3.4.6.1. Biyokimyasal Analizler Icin Orta Beyin Dokusu Orneklerinin

Hazirlanmasi

Anestezi altina alinan siganlar servikal dislokasyon ile dekapite edildikten sonra
hayvanlara ait sol hemisfere ait orta beyin dokular1 sigan beyin atlas1 (Paxinos and
Watson, 2007) yardimiyla hizli bir sekilde diseke edilmistir. Diseke edilen orta beyin
dokular1 proteaz ve fosfataz inhibitorii eklenmis ve pH’1 8.0’e¢ ayarlanmis KCI
tamponu (Tris-HCI 10 mM, NaCl 140 mM, KCI 300 mM, etilendiamintetraasetik asit
1 mM, Triton-X %0,5) igerisinde homojenize edilmistir. Homojenize edilen orta beyin
dokular1 +4 °C’de 20 dk boyunca 14.000 x g’de santrifiijlenmistir. Santrifiijleme
sonrast elde edilen siipernatant lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim
aktivasyonunu tayini i¢in kullanilacak enzim bagli immiinosorbent analizleri (ELISA)
icin kullanilmak iizere toplanacak ve analizler gergeklestirilene kadar -80 °C’de

saklanmistir (Ojha, Javed, Azimullah, Khair and Haque, 2015).

3.4.6.2. Lipit Peroksidasyon Analizleri

Calismada beyin dokusundaki lipit peroksidasyonunun belirlenmesi amaciyla
malondialdehit (MDA) seviyelerinin 6l¢timii ger¢eklestirilmistir (Y. Chen et al., 2015;
Gurel et al., 2019). MDA seviyelerinin dl¢iimii igin satin alinan Malondialdehyde
ELISA Kitinin (BioVision; ABD) direktiflerine gore hazirlanan 6rnekler, ELISA

plaka okuyucu ile 532 nm dalga boyunda okutulmus ve sonuglar kaydedilmistir.

3.4.6.3. Antioksidan Enzim Aktivitesi Analizleri

Calismada beyin dokusundaki anti oksidan enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi seviyelerinin dl¢iimii gergeklestirilmistir
(Y. Chen ve digerleri, 2015; Ojha, Javed, Azimullah, Khair ve Haque, 2015). SOD
enzim aktivitesi seviyelerinin 6lglimii i¢in satin alinan Superoxide Dismutase (SOD)
Activity Assay Kitinin (BioVision; ABD) direktiflerine gore hazirlanacak ornekler,
ELISA plaka okuyucu ile 450 nm dalga boyunda okutulmus ve sonuglar

kaydedilmistir.
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3.4.7. Histolojik Analizler

3.4.7.1. Histolojik  Analizlerde Kullamlacak Orta Beyin Dokularinin

Hazirlanmasi

Histolojik analizlerde kullanilacak beyin dokularinin elde edilecegi hayvanlara
kombine ketamin (60 mg/kg)-ksilazin (10 mg/kg) anestezisi altinda intrakardiyak
perfiizyon islemi (%10 formolin kullanilmistir) uygulanmistir. Siganlarin burun ve
anal acikliklarindan fiksatif gelene kadar intrakardiyak perfiizyon islemine devam
edilmis olup bu islem sonunda hayvanlarin kafataslar1 nazikge agilarak beyin dokulari
rezeke edilmistir. Bu sekilde elde edilen, beyin dokulart %4’ liikk PFA soliisyonuna
alinarak 48 saat boyunca post-fiksasyon islemine tabii tutulmustur. Post-fiksasyon
islemi sonunda dokular sigan beyin atlasina gore kiigtiltiilerek doku takip kasetlerine
konulmus ve yikama amaciyla 24 saat boyunca PBS’te bekletilmistir. Bu agamadan
sonra dokular sirasiyla %80, %95 ve %100’lik artan alkol serisinde 45’er dakika
bekletilmistir. Sonrasinda dokular ksilol ile seffaflandirilmis ve parafine alinip burada
45 dakika bekletilmistir. ilk parafinden cikartilan dokular yeniden temiz parafine
alinmis ve burada 45 dakika bekletilmistir. Bu asama tamamlandiktan sonra dokular

metal kaplar igerisinde parafin bloklara gomiilmiistir.

Dokular bloklama isleminden sonra oda sicakliginda 1 giin bekletilmistir. Dokulardan
151k mikroskobik incelemeler i¢in Leica RM 2145 mikrotomda 5 p’luk kesitler alinarak
37°C su banyosunda kesitlerin agilmas1 saglanmis ve polilizinli lamlar {izerine doku
kesitleri alinmistir. Kesitler 1 giin kurumaya birakildiktan sonra deparafinizasyonun
saglanmas1 amaciyla sale igerisinde 1 gece boyunca ksilolde bekletilmistir. Boylece

dokular histolojik analizler igin hazir hale getirilmistir.

3.4.7.2. Histokimyasal Boyamalar

a) Hematoksilen-Eozin (HE) Boyamasi

Orta beyin dokularmin genel histolojik parametrelerinin degerlendirilmesi ve

dokulardaki hasarin tespiti amaci ile HE boyamasi1 yapilmaistir.

Deparafinizasyon isleminin ardindan dokular sirasiyla %100, %95 ve %80 azalan
alkol serisinde 2’ser dakika bekletilmistir. Azalan alkol serisinden geg¢irilen dokular

sonrasinda 5 dakika stire ile distile su icerisinde bekletilerek rehidrate edilmistir. Bu
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basamaktan sonra 90 saniye boyunca Mayer’s hematoksileninde bekletilen
dokulardan fazla boyanin uzaklastirilmasi igin preparatlar 5 dk boyunca akar su ile
yikanmustir.. Bu islemlerin ardindan dokular eozin boyasina alinarak 1 dakika boyunca
boyama islemine tabi tutulmustur. Preparatlar sonra, sirast ile %80, %95 ve %100
artan alkol serisinden geg¢irilmistir. Bu islemler sonrasinda ksilol ile temizlenen

preparatlar entellan ile kapatilarak 151k mikroskobu altinda incelenmistir.
b) Toludine Mavisi (TB) Boyamasi

Orta beyin dokusu oOrneklerinde dejenere noronlarin gosterilmesi TB boyamasi

gerceklestirilmistir.

Deparafinizasyon isleminin ardindan boyanin dokuya girebilmesi amaci ile dokular
strastyla %100, %95 ve %80 azalan alkol serisinde 5’ser dakika bekletilmistir.
Sonrasinda dokular 5 dakika siire ile distile su i¢erisinde bekletilmistir. Distile sudan
cikarilan dokular 15 dk boyunca toludine blue soliisyonu igerisinde boyanmaya
birakilmistir. Daha sonrasinda boya soliisyonundan ¢ikarilan dokular sirastyla %95 ve
%100 alkollere daldirilip ¢ikarilarak fazla boyanin akitilmasi saglanmustir. Bu islemler
sonrasinda ksilol ile temizlenen preparatlar entellan ile kapatilarak 1sik mikroskobu

altinda incelenmistir.

3.4.7.3. Immiinohistokimyasal Boyama

TH, o-syn, Grp78/Bip, PERK-1, ATF6, IRE1, p62, Beclin-1 ve LC3Il protein
ekspresyonlarinin SNpc 6zelinde gosterilebilmesi ve degerlendirilebilmesi amaci ile

immunohistokimyal boyama gerceklestirilmistir.

Deparafinize edilen preparatlar azalan alkol serisinden (%100, %95, %80; her birinde
2 dakika) gecirilmis ve distile su icerisinde 5 dakika bekletilerek rehidrate edilmistir.
Bu asamadan sonra antijen retreaval igslemi i¢in 30 dakika sodyum sitrat tamponu
icerisinde 90 °C’ye ayarlanmis mikrodalgada kaynatilan preparatlar, mikrodalgadan
cikartilarak oda 1sisina gelebilmeleri i¢in 20 dk soguk su banyosunda bekletilmistir.
Soguyan preparatlar, 6nce 5 dakika distile su igerisinde bekletilmis daha sonra
permeabilizasyon islemi i¢in PBS ile hazirlanmis %0,1 Triton X soliisyonu igerisinde
5 dakika siire ile inkiibasyona birakilmistir. Permeabilizasyon asamasi sonrasi
preparatlar, endojen peroksidazlarin blokaji metanol ile hazirlanmis %3’liik H20:

soliisyonunda 10 dakika siire ile bekletilmis bu siirenin sonunda PBS tamponu
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icerisine alinarak yikama islemi gerceklestirilmistir. PBS’ten alinan preparatlarin
tizerinde bulunan dokularin etrafi hidrofobik kalem ile ¢izilmis ve dokularin iizerine
%1’lik BSA damlatilip 30 dakika inkiibe edilmis boylece spesifik olmayan
baglantilarin blokaj1 gergeklestirilmistir. Bu islemin sonunda blokaj soliisyonu
ortamdan uzaklastirllmis ve dokulara diliisyon orami optimize edilmis primer
antikorlar uygulanmigtir. Bu asamadan sonra dokular, nemli ve +4 °C dereceye sahip
bir ortamda gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin +4 °C dereceden ¢ikarilan
preparatlar PBS soliisyonu igerisine alinarak yikanmistir. Daha sonra PBS’ten alinan
preparatlar, sekonder antikor ile 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda
preparatlar tekrar PBS ile yikanmistir. Yikama sonrasi Horse Radish Peroxidse (HRP)
sollisyonu 30 dakika siireyle dokulara uygulanmis ve bu siirenin sonunda preparatlar
PBS ile yikanmistir. PBS’ten alinan preparatlara HRP ile etkilesime girerek boyanan
bolgelerin goriiniir hale gelmesini saglayan 3,3-diaminobenzidine (DAB) soliisyonu
damlatilarak ve preparatlar renk degisimi i¢in gozle takip edilmistir. Renk degisimi
gbzlemlendiginde preparatlar distile su igerisine alinmistir. Hiicre niikleuslarini ayirt
etmek amaci ile preparatlar 1 dakika siire ile Mayer’s hematoksileni ile boyanmustir.
Stre sonunda dokular 5 dk siire ile akar suda, sonrasinda ise 5 dk distile suda
bekletilmistir. Bu basamaktan sonra preparatlar artan alkol serisinden (%95, %100 ve
%100 alkol) gegirilmistir. Daha sonrasinda ksilol ile temizlenen preparatlar entellan

ile kapatilarak 151k mikroskobu altinda incelenmistir.

Boyamasi gergeklestirilen belirteclerin, boyama yogunluklarmin semi-kantitatif
olarak belirlenebilmesi amaciyla, 151k mikroskobunda her bir belirte¢ i¢in 10 farkh
alandan 40X biiylitmede olusturulan mikrograflar, Image-J yardimi ile analiz
edilmistir. Elde edilen bulgular ile grafikler olusturularak istatistiksel analizler

gerceklestirilmistir (Grishagin, 2015).

3.4.8. RT-gPCR Analizleri

In vivo PH modelinin ve bu modelde gergeklestirilen BRCC3 gen nakavtinin, otofaji
ve ERS ile iligkili genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkilerinin ortaya

konulmasi amaciyla gerceklestirilen RT-qPCR analizlerinin islem basamaklari

asagidaki gibidir:
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Steril deney tiiplerine alinan sag orta beyin doku 6rnekleri Nucleospin RNA
izolasyon kiti (Macherey-Nagel; Almanya) igerisinden ¢ikan prosediir takip

edilerek RNA izolasyonu gergeklestilmistir.

RNA izolasyonundan sonra OneScript® Plus ¢cDNA Synthesis Kit (abm;
Almanya) icerisinden ¢ikan prosediir takip edilerek cDNA sentezi

gerceklestirilmistir.

. Elde edilen cDNA’lardan ayr1 ayr1 2 ul 6rnekler alinmis ve her bir hedef gen

icin hazirlanmis ve etiketlenmis farkli PCR tiipleri igerisine aktarilmistir.

. Daha sonra bu tiiplerden her birine; 13,8 pl distile su, 2 ul SYBR Green I enzim
karisimi, 1,6 pl Mg*?, 0,3 pl Forward Primer (BRCC3, LC3II, p62/SQSTM1,
Beclin 1, Grp78/Bip, PERK, IRE1, ATF6 ve CHOP) ve 0,3 ul Revers Primer
(BRCC3, LC3II, p62/SQSTM1, Beclin 1, Grp78/Bip, PERK, IRE1, ATF6 ve
CHOP) eklenmistir.

. Bu sekilde olusturulan bu karisim 5 saniye boyunca 700g‘de santifiij edilerek
homojen hale getirilmistir. Daha sonrasinda uygun programa ayarlanmis olan
LightCycler icerisine konulan tiiplerde RT-qPCR analizleri gerceklestirilmistir
(Gurel ve digerleri, 2019).

Analizler sonunda elde edilen veriler 2A2Y metodu ile degerlendirilecek ve 2’den

biiytiik, -2’den kiigiik degerler anlamli kabul edilecektir (Kusgu ve digerleri, 2022).

Hedef genlere ait primer sekanslar1 Tablo 4’te verilmistir.

3.5. istatistisel Analizler

Elde edilen verilerin istatistiki analizleri Statistical Package for Social Sciences

software, version 20.0 for Windows (SPSS, Chicago, IL, USA) programi ile

yapilmistir. Ayrica, tek yonli varyans analizi (One-way ANOVA) ve Tukey post hoc

testi kullanilarak kontrol ve deney gruplari arasinda karsilagtirmalar yapilmis ve

degerler ortalamanin standart hatasi ile sunularak, p <0.05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
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Bulgular

4.1. Niozomlarin Sentezi ve Niozom-siRNA Komplekslerinin
Karkterizasyonlarina Ait Bulgular
Ince film hidratasyon yéntemi kullamilarak sentezlenen niozomlar ve olusturulan

niozom-siRNA komplekslerinin zeta potansiyelleri, ortalama boyutlari ve niozomlarin

boyut dagilimlarinin homojenligini gosteren PDI degerleri DLS cihaz1 ile analiz
edilmistir (Sekil 8).
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Sekil 8: DLS cihazi ile gergeklestirilen ortalama boyut analizlerine ait grafikler

Bu analizlere ait sonuglar (Tablo 5), sentezlenen niozomlarin zeta potansiyellerinin -
23,5 mV, ortlama boyutlarinin 285,3 nm ve PDI degerlerinin ise 0,320 oldugunu ortaya

koymustur. Ayni analizlerde, olusturulan niozom-siRNA komplekslerinin zeta

38



potansiyelleri -23,7 mV, ortlama boyutlarinin 336,7 nm ve PDI degerlerinin 0,356

oldugu goriilmiistiir.

Tablo 5: Sentezlenen niozomlar ve olusturulan niozom-siRNA komplekslerine ait zeta

potansiyeli, ortalama boyut ve PDI degerleri

Zeta Potansiyeli Ortalama Boyut PDI
Materyal
(mV) (nm) Degeri
Bos Niozom -235 285,3 0,320
Niozom-siRNA -23,7 336,7 0,356

Niozom-siRNA komplekslerinin olusturulmasi amaciyla kullanilan siRNA’larin
enkapsiilasyon (kapsiilleme) verimliliginin anlasilabilmesi i¢in ise HPLC analizleri
gerceklestirilmistir. Analizler sonucunda elde edilen degerler asagida verilen

denklemde yerine konularak kapsiilleme verimliligi hesaplanmistir.

Enkaosiil Verimi (%EE) Nanopartikiillere enkapsiile edilen siRNA miktarIX 100
fixapsuiasyon vertmt £ - Baslangicta eklenen siRNA miktari

Gerekli hesaplamalar yapildiktan sonra niozomlar ile reaksiyona giren SiRNA
miktarinin tayini gergeklestirilmis ve siRNA enkapsilasyon verimliginin %46,5
oldugu saptanmistir. Sonug olarak sentez ortamina eklenen her 10 nmol siRNA’nin

4,65 nmoliiniin niozomlara enkapsiile edildigi saptanmustir.

Sentezlenen bos niozomlarin ve olusturulan niozom-SIRNA komplekslerinin
morfolojik analizleri ise TEM goriintiilemesi ile ortaya konulmustur. Bu analizlere
gbre hem bos niozomlarin hem de nizom-siRNA komplekslerinin kiiresel morfolojide
olduklar1 goriilmiigtiir. Ayni analizlerde niozom-SiRNA komplekslerinin boyutunun

bos niozomlara oranla daha biilyiik oldugu saptanmistir (Sekil 9)
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Sekil 9: TEM goriintiilemesine ait mikrograf.

4.2. In Vitro Deneylere Ait Bulgular

4.2.1. Primer Orta Beyin Dopaminerjik Noron Hattinin Karakterizasyonuna Ait

Bulgular

Gebeliginin E.14.5 giiniinde olan 2 disi sigandan toplanan 17 adet embriyodan izole
edilen primer orta beyin dopaminerjik noron hattinda gerceklestirilen Tripan Mavisi
(hiicre sayimi) analizlerinde toplamda 21,9x108 hiicrenin elde edildigi, bu hiicrelerden

yaklasik %92,12’sinin canli oldugu tespit edilmistir.

3x10° hiicre icerecek sekilde, 24 kuyucuklu plakalara yerlestirilmis Poly-L-Ornitine
kapli 14 mm’lik lamellere ekimi yapilan ve 7 giin siire ile kiiltiirii gergeklestirilen

primer orta beyin dopaminerjik néron hattina ait hiicrelerin, ilk ekildigi giinde daha
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cok kiiresel morfolojiye sahip olduklari, kiiltiiriin 7. gilinlinde ise hiicre sekillerinin

noronal morfolojiye diferansiye oldugu saptanmistir (Sekil 10).

A - B

Sekil 10: Kiiltiire edilen primer orta beyin dopaminerjik ndron hattindaki hiicrelerin

deneyin ilk giinii (A) ve 7. giiniine (B) ait steromikroskop goriintiileri

Kiiltiirti yapilan primer orta beyin dopaminerjik néron hattindaki dopaminerjik hiicre
ylizdesinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen TH ve Map2 IF boyamasi
analizlerinde (Sekil 11) ise, bu hattin literatiirle uyumlu olacak sekilde %10 ila %11

arasinda dopaminerjik noron igerdigi goriilmiistiir (Q. Zhang ve digerleri, 2016).

Sekil 11: izolasyonu ve kiiltiirii gergeklestirilen primer dopaminerjik ndron hiicre

hattinda gerceklestirilen TH ve Map2a IF boyamasina ait mikrograflar.
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4.2.2. siRNA Secimine Ait Bulgular

In vitro ve in vivo deneylerde BRCC3 geni susturumunda kullanilacak siRNA’nin
secimi amaciyla gergeklestirilen RT-gPCR analizlerinin sonucunda SiRNA 3
(RSS359677) ile 48 saat boyunca inkiibe edilen hiicrelerdeki BRCC3 mRNA
ekspresyon seviyesinin Kontrol grubuna oranla yaklasik 104 kat daha az oldugu
goriilmiistiir. Diger siRNA uygulamasi yapilan gruplar ile yapilan kiyaslamada ise
siRNA 3 grubundaki ekspresyon seviyesinin sSiRNA 1 (RSS337449) grubuna oranla 5,
31 kat, siRNA 2 (RSS359676) grubuna oranla ise 2,01 kat daha az oldugu goriilmiistiir
(Tablo 6).

Tablo 6: siRNA se¢imi amaciyla gergeklestirilen RT-qPCR analizlerine ait bulgular

Deney Gruplari

SiRNA 1 SIRNA 2 SiRNA 3
(RSS337449) = (RSS359676) = (RSS359677)

BRCC3 28 1 1956 (D) 5162(D)* 103,96 (D)**"

Gen Deger Kontrol

D: mRNA ekspresyon seviyesinde azalma #: Kontrol grubuna gore anlamli azalig

a: siRNA3 grubunda siRNA 1 grubuna oranla anlamli  b: siRNA3 grubunda siRNA 2 grubuna oranla anlaml
degisim degisim

Bu analizlerden elde edilen sonuglara gére BRCC3 genine ait mRNA ekspresyon
seviyesini en gii¢lii sekilde inhibe ettigi goriilen SIRNA 3 (RSS359677)’1in in vitro ve

in vivo deneylerde kullanilmasina karar verilmistir.

4.2.3. In Vitro PH Modeline ve BRCC3 Gen Nakavtina Ait Bulgular

siRNA se¢iminden sonra, karakterizasyonu gerceklestirilen primer dopaminerjik
noron hatlarinda Kontrol, Parkinson, Parkinson+Bos Niozom ve Parkinson+Niozom-
siRNA gruplar1 olusturulmustur. Olusturulan PH modelinin ve bu modelde
gerceklestirilen BRCC3 gen nakavtinin dopaminerjik néronlardaki etkinliginin

anlasilabilmesi amaciyla gruplarda gerceklestirilen TH IF boyamasi, rotenon
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uygulamas1 yapilan gruplardaki TH pozitif hiicre sayisinin ve TH protein

ekspresyonunun anlamli bir sekilde azaldigi goriilmiistiir (Sekil 12).

Kontrol Parkinson Parkinson + Bos Nivozom Parkinson + BRCC3 siRNA

Sekil 12: In vitro deney gruplarinda gerceklestirilen TH IF boyamasina ait

mikrograflar

Olusturulan PH modelinin ve bu modelde gerceklestirilen BRCC3 gen nakavtinin
otofaji ve ERS ile iligkili molekiillerin mRNA ekspresyon seviyeleri itizerindeki
etkilerin anlasilabilmesi amaciyla gergeklestirilen RT-gPCR analizleri, rotenon
uygulamasinin hiicrelerde ERS ile iligkili genlerin mRNA ekspresyon seviyelerinde
anlaml artislara neden oldugunu ortaya koymaktadir (Tablo 7). Oyle ki, yapilan
analizlerde ERS ile iligkili genler olan Grp78, CHOP, PERK-1, IRE-1 ve ATF6’nin
MRNA ekspresyon seviyelerinin Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom gruplarinda
Kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir. Bununla birlikte,
niozom-siRNA kompleksi ile gen nakavti gerceklestirilen grupta ise ERS ile iligkili
genlerde hem diger rotenon uygulanan diger gruplara hem de Kontrol grubuna gore

anlamli bir diisiis gozlenmistir.

Otofaji ile iliskili genlere ait bulgularda ise rotenon uygulamasinin Parkinson ve
Parkinson+Bos Niozom gruplarina p62 mRNA ekspresyon seviyelerini anlamli bir
sekilde arttirdig1 buna karsin gergeklestirilen BRCC3 gen nakavtinin ise yiikselen
MRNA ekspresyon seviyesini azalttig1 saptanmistir. Buna ek olarak, uygulamasinin
Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom gruplarma LC3II mRNA ekspresyon
seviyelerini anlamli bir sekilde arttirdigit BRCC3 gen nakavtinin ise yiikselen mRNA

ekspresyon seviyesini anlamli bir sekilde azalttigi not edilmistir.
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Tablo 7: In vitro deney gruplarinda otofaji ve ERS ile iliskili genlere ait mRNA

ekspresyon diizeyleri

Deney Gruplarn
Gen Deger Kontrol Parkinson Parki.nson+Bos Parkins.on+Niozom-
Niozom SIRNA
BRCC3 2y 1 16,11 (U)” 14,12 (U)* 4,25 (D)*ab
ATF6 paCEs) 1 13,45 (U)” 2,82 (U)” 4,56 (D)*cd
Beclin-1 paCEs) 1 1,41 (D) 1,52 (D) 9,18 (U)”
CHOP 274y 1 16,56 (U)" 6,77 (U)" 5,73 (D)*ef
Grp78 24CY 1 5,16 (U)* 4,00 (U)* 1,01 (V)
PERK-1 24CY 1 7,51 (U)* 2,02 (D)*¢ 1,84 (V)
p62 24CY 1 5,09 (U)" 4,78 (U)" 1,86 (U)
IRE-1 24CY 1 6,06 (U)" 3,16 (U)" 10,92 (D)#n
LCa3ll 248CY 1 63,11 (D)* 25,99 (D)* 32,44 (U)"k
D: mRNA ekspresyon seviyesinde azalma U: mRNA ekspresyon seviyesinde artig
*: Kontrol grubuna gére anlamli artis #: Kontrol grubuna gore anlamli azalis

. . . . b: Parkinson+Niozom-siRNA grubunda Parkinson+Bog
a: Parkinson+Niozom-siRNA grubunda, Parkinson

. Niozom grubuna oranla 60,01 kat daha fazla eksprese
grubuna oranla 68,46 kat daha fazla eksprese ediliyor.

ediliyor.

. . . . d: Parkinson+Niozom-siRNA grubunda
c: Parkinson+Niozom-siRNA grubunda, Parkinson

. Parkinson+Bos Niozom grubuna oranla 12,85 kat daha
grubuna oranla 61,33 kat daha fazla eksprese ediliyor.

fazla eksprese ediliyor.

) ] ) ] f: Parkinson+Niozom-siRNA grubunda
e: Parkinson+Niozom-siRNA grubunda, Parkinson

. Parkinson+Bos Niozom grubuna oranla 38,79 kat daha
grubuna oranla 94,88 kat daha fazla eksprese ediliyor.

fazla eksprese ediliyor.

) ] ) ] h: Parkinson+Niozom-siRNA grubunda Parkinson+Bos
g: Parkinson+Niozom-siRNA grubunda, Parkinson

. Niozom grubuna oranla 66,17 kat daha fazla eksprese
grubuna oranla 15,17 kat daha fazla eksprese ediliyor. dil
ediliyor.

i: Parkinson+Niozom-siRNA grubunda, Parkinson j: Parkinson+Niozom-siRNA grubunda Parkinson
grubuna oranla 15,17 kat daha fazla eksprese ediliyor.  grubuna oranla 2047,28 kat daha az eksprese ediliyor.
k: Parkinson+Niozom-siRNA grubunda Parkinson+Bosg
Niozom grubuna oranla 843,11 kat daha fazla eksprese

ediliyor.
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4.3. In Vivo Deneylere Ait Bulgular
4.3.1. Davrams Testlerine Ait Bulgular
4.3.1.1. Acik Alan Testine Ait Bulgular

Calismamizda her gruptan rastgele secilen 8 hayvan iizerinde deney prosediiriiniin 0.
21. ve 42. giinlerinde gergeklestirilen agik alan testinde hareketsiz gegirilen siire,
gecilen kare sayisi, toplam katedilen mesafe ve sahlanma parametreleri

degerlendirilerek, gruplar kendi icerisinde kiyaslanmistir.

0. giinde gerceklestirilen davranis testine (1. Davranis Testi) ait sonuglar
kiyaslandiginda harektsiz gegirilen siire, gegilen kare sayisi, toplam katedilen mesafe
ve sahlanma parametrelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 goriilmistiir. 21. giinde gerceklestirilen davranis testine (2. Davranis Testi)
ait istatistiksel veriler degerlendirildiginde ise Parkinson, Parkinson+Bos Niozom ve
Parkinson+Niozom-siRNA gruplarinda, Kontrol grubuna kiyasla hareketsiz gegirilen
stirede anlaml1 bir artis diger parametrelerde ise anlamli bir azalisin yasandigi tespit
edilmistir. 42. giinde gergeklestirilen davranig testinde (3. Davranig Testi) ise
Parkinson, Parkinson+Bos Niozom ve Parkinson+Niozom-siRNA gruplarinda
Kontrol grubuna gore hareketsiz gecirilen stirede anlamli bir artis olurken gecilen kare
sayisi, toplam katedilen mesafe ve sahlanma sayisinda ise anlamli bir azalis oldugu
saptanmigtir. Parkinson+Niozom-siRNA grubu Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom
gruplari ile kiyaslandiginda, hareketsiz gecirilen siirede anlamli bir azalis; gecilen kare
sayisinda, toplam katedilen mesafede ve sahlanma sayisinda ise anlamli bir artis

oldugu anlasilmistir (Sekil 13).
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Sekil 13: Acik alan testine ait grafikler. a: Kontrol grubuna goére anlamli degisim
(p<0.0001). b: Parkinson grubuna gore anlamli degisim (p<0.0001). c: Parkinson+Bos
Niozom grubuna gore anlamli degisim (p<0.0001). d: Parkinson+Niozom-siRNA

grubuna gore anlamli degisim (p<0.0001). *: 1. Davranis deneyine gore anlamli

46



degisim (p<0.0001). #: 2. Davranis deneyine gore anlamli degisim (p<0.0001). @: 3.
Davranis deneyine gore anlamli degisim (p<0.0001).

4.3.1.2. Cubuk Katalepsi Testine Ait Bulgular

Calismamizda her gruptan rastgele secilen 8 hayvan ilizerinde deney prosediiriiniin son
giinii yani 42. giinde 3 tekrar olacak sekilde yapilan cubuk katalepsi testinde
hayvanlarin 6n ayaklarmi g¢ubuktan c¢ektikleri zaman ile 6n ayaklarin zemine
indirildigi zaman kriterleri degerlendirmeye alinmis ve bu siireler kaydedilmistir.

Deney gruplarina ait veriler incelendiginde Parkinson, Parkinson+Bos Niozom ve
Parkinson+niozom-siRNA gruplarinda Kontrol grubuna gore katalepsi skorlarinda
anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir (Sekil 14). Ote yandan, Parkinson+Niozom-
siRNA grubunda Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom grubuna goére katalepsi

skorunda anlamli bir azalis oldugu saptanmustir.

155

ad ad Hm Kontrol
) _T_ l ad = Parkinson
é - 7 =2 Parkinson+Bos Niozom
T:i abe % abe B3 Parkinson+Niozom-siRNA
§ 5 Z
2 | bed bed /
= /
A ml
On Ayak Cekme Am On Avaklarin Zemine Degme Am

Sekil 14: Deney gruplarina uygulanan ¢ubuk katalepsi testine ait grafikler, Acik alan
testine ait grafikler. a: Kontrol grubuna gore anlamli degisim (p<0.0001). b: Parkinson
grubuna gore anlamli degisim (p<0.0001). c: Parkinson+Bos Niozom grubuna gore
anlamli degisim (p<0.0001). d: Parkinson+Niozom-siRNA grubuna gére anlamli
degisim (p<0.0001).
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4.3.2. IVIS Analizlerine Ait Bulgular

Parkinson+Bos Niozom ve Parkinson+Niozom-siRNA gruplarinda davranis deneyleri
icin secilen 8’er hayvan iizerinde gerceklestirilen bu analizlerde, bu gruplardaki
hayvanlara kuyruk veninden enjekte edilen bos niozom ve niozom-SIRNA
komplekslerinin beyine ulasip ulasmadigi enjeksiyondan sonraki 1., 3., 5., 24., 48. ve
72. Saatlerde goriintiiler alinarak takip edilmis ve goriintiiler degerlendirilmistir (Sekil

15).

Bu analizlere ait degerlendirmede, hem bos niozomlarin hem de niozom-SiRNA
kompleksinin enjeksiyondan sonraki 3 ila 5. saatleri arasinda beyine ulastig1 ve bu
molekiillerin enjeksiyondan sonraki ilk 24 saat icerisinde beyinden detoksifiye
olduklar1 gorilmistiir. Ayrica, bu molekiillerin 48. ve 72. saatlerde ise daha
yogunlukla bobrekler ve mesanede goriildiigii anlasilmis olup viicuttan atilim
stirelerinin 72 saatten fazla oldugu ve atilim sekillerinin idrar ile olabilecegi sonucuna

varilmigtir.
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5. saat 24. saat 48. saat 72. saat

Parkinson+Bos Niozom

Parkinson+Niozom-siRNA

Sekil 15: Farkli zaman araliklarinda deney gruplarina uygulanan IVIS analizlerine ait

goriintiiler

4.3.3. Biyokimyasal Analizlere Ait Bulgular
4.3.3.1. Lipit Peroksidasyon Analizlerine Ait Bulgular

Gruplardaki lipit peroksidasyonunun belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen MDA
ELISA’sina ait bulgular rotenon uygulanan gruplarda MDA seviyesinin Kontrol

grubuna oranla anlamli bir sekilde yiikseldigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte,
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rotenon uygulanan gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde Parkinson+Niozom-
siRNA grubunda MDA seviyesinin Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom gruplarina

oranla anlamli derecede diisiis gosterdigine isaret etmektedir (Sekil 16).
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Sekil 16: Gruplarda ait MDA grafigi. a: Kontrol grubuna gore anlamli degisim
(p<0.0001), b: Parkinson grubuna gore anlamli degisim (p<0.0001), c: Parkinson+Bos
Niozom grubuna gore anlamli degisim (p<0.0001), d: Parkinson+ Niozom-siRNA

grubuna gore anlamli degisim (p<0.0001).

4.3.3.2. Antioksidan Enzim Aktivitesi Analizlerine Ait Bulgular

Gruplardaki antioksidan enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen
SOD ELISA’sina ait bulgular rotenon uygulanan gruplarda SOD seviyesinin Kontrol
grubuna oranla anlamli bir sekilde diislis gosterdigini ortaya koymaktadir. Bununla
birlikte, rotenon uygulanan gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde
Parkinson+Niozom-siRNA grubunda SOD seviyesinin Parkinson ve Parkinson+Bosg
Niozom gruplarina oranla anlamli derecede yiikselis gosterdigine isaret etmektedir
(Sekil 17).
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Sekil 17: Gruplara ait SOD grafigi. a: Kontrol grubuna gdre anlamli degisim

50D (U/mg protein)

(p<0.0001), b: Parkinson grubuna goére anlamli degisim (p<0.0001), c: Parkinson+Bos
Niozom grubuna gore anlamli degisim (p<0.0001), d: Parkinson+Niozom-siRNA

grubuna gore anlamli degisim (p<0.0001).

4.3.4. Histolojik Analizlere Ait Bulgular
4.3.4.1. Histokimyasal Analizlere Ait Bulgular

Gruplara ait orta beyin dokulari dokularinin genel histolojik parametrelerinin
degerlendirilmesi ve dokulardaki hasarin tespiti amaciyla gerceklestirilen HE ve TB
boyamalarina ait bulgular rotenon enjeksiyonu yapilan gruplarin SNpc bolgesindeki
dopaminerjik ndronlarda yogun kayiplarin yani sira, gliozis, Lewy cisimcigi benzeri
inkliizyonlar ve ndron perikaryonlarida sisme gibi histopatolojik degisimlerin ortaya
ciktig1 gostermektedir. Bununla birlikte, BRCC3 gen nakavti gergeklestirilen
Parkinson+Niozom-siRNA grubunda, yukarida sayilan histopatolojik degisimlerin
diger rotenon enjeksiyonu yapilan gruplara oranla daha az oldugu ve bu gruplar
icerisinde histomimarisi Kontrol grubuna en yakin grup oldugu goriilmiistiir (Sekil

18).
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Kontrol

Parkinson+Bos Niozom Parkinson

Parkinson + BRCC3 siRNA

Sekil 18: Deney gruplarinda gerceklestirilen HE (A, C, E ve G siras1) ve TB (B, D, F
ve H sirasi) boyamalarina ait goriintiiler. A1, B1, C1, D1, El, F1I, G1 ve H1 (10X
Biiyiitme). A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2 ve H2 (40X Biiyiitme). A3, B3, C3, D3, E3,

F3, G3 ve H3 (100X Biiyiitme).
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4.3.4.2. Immiinohistokimyasal Analizlere Ait Bulgular
4.3.4.2.1. BRCC3 Immiinohistokimyasal Boyamalarina Ait Bulgular

Olusturulan in vivo PH modelinde BRCC3 protein ekspresyonun ve bu modelde
gerceklestirilen BRCC3 gen nakavtinin, BRCC3 protein ekspresyonu iizerindeki
etkilerini gozlemlemek icin gerceklestirilen immiinohistokimya analizlerine ait
bulgular PH modeli indiiksiyonu yapilan gruplarda BRCC3 mRNA ekspresyon
seviyelerinin  Kontrol grubuna oranla anlamli bir artis gosteridigini ortaya
koymaktadir. Ote yandan, BRCC3 gen nakavt1 gerceklestirilen Parkinson+Niozom-
siRNA grubunda BRCC3 eksprese eden hiicre sayis1 ve protein ekspresyon siddetinin
Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom gruplarina oranla anlaml bir sekilde azaldigi

tespit edilmistir (Sekil 19 ve Sekil 20)
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Sekil 19: Deney gruplarinda BRCC3 immiinoreaktivitesine ait grafik. a: Kontrol
grubuna goére anlamli degisim (p<0.001), b: Parkinson grubuna gére anlamli degisim
(p<0.001), c: Parkinson+Bos Niozom grubuna goére anlamli degisim (p<0.001), d:
Parkinson+Niozom-siRNA grubuna goére anlamli degisim (p<0.001).
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Sekil 20: Deney gruplarinda gerceklestirilen BRCC3 immiinohistokimyasal
boyamasina ait mikrograf. A, C, E ve G (40X Biiyiitme). B, D, F ve H (100X
Biiyiitme).
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4.3.4.2.2. TH ve o-syn Immiinohistokimyasal Boyamalarina Ait Bulgular

BRCC3 gen nakavtiin in vivo PH modelindeki etkilerinin gézlemlenebilmesi igin
gerceklestirilen TH immiinohistokimyasindan elde edilen bulgular, rotenon
enjeksiyonu yapilarak PH modeli indiiklenen Parkinson, Parkinson+Bos Niozom ve
Parkinson+Niozom-siRNA gruplarinda TH pozitif hiicre sayisinin ve TH protein
ekspresyonu siddetinin Kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiis gosterdiginin

ortaya koymaktadir.

Parkinson, Parkinson+Bos Niozom ve Parkinson+Niozom-siRNA gruplar1 kendi
aralarinda degerlendirildiginde ise BRCC3 gen nakavtinin gergeklestirildigi
Parkinson+Niozom-siRNA grubunda TH pozitif hiicre sayisinin ve TH protein
ekspresyonu siddetinin diger gruplara oranla anlamli derecede yiiksek oldugu

saptanmustir (Sekil 21 ve Sekil 22).
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Sekil 21: Deney gruplarinda TH immiinoreaktivitesine ait grafik. a: Kontrol grubuna
gore anlamli degisim (p<0.001), b: Parkinson grubuna gore anlamli degisim
(p<0.001), c: Parkinson+Bos Niozom grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), d:
Parkinson+Niozom-siRNA grubuna gére anlamli degisim (p<0.001).
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Sekil 22: Deney gruplarinda gerceklestirilen TH immiinohistokimyasal boyamasina
ait mikrograflar. A, C, E ve G (40X Biiyiitme). B, D, F ve H (100X Biiyiitme).
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Deney gruplarinda gergeklestirilen a-syn immiinohistokimyasina ait bulgular ise, in
vivo PH modeli indiiksiyonu ig¢in rotenon uygulamasi yapilan Parkinson,
Parkinson+Bos Niozom ve Parkinson+Niozom-SiRNA gruplarinda a-syn ekspresyon
siddetinin Kontrol grubuna oranla anlamli bir sekilde arttigim1 gostermektedir.
Bununla birlikte, rotenon wuygulamasi yapilan gruplar kendi igerisinde
degerlendirildiginde, Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom gruplari arasinda a-Syn
pozitif hiicre sayis1 ve a-Syn protein ekspresyon siddetleri agisindan herhangi bir fark
olmadig, Parkinson+Niozom-siRNA grubunda ise a-syn pozitif hiicre sayisi ve a-Syn
protein ekspresyon siddetinin bu gruplara oranla daha diisiik oldugu saptanmistir

(Sekil 23 ve Sekil 24).
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Sekil 23: Deney gruplarinda a-syn immiinoreaktivitesine ait grafik. a: Kontrol
grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), b: Parkinson grubuna gére anlamli degisim
(p<0.001), c: Parkinson+Bos Niozom grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), d:
Parkinson+Niozom-siRNA grubuna gére anlamli degisim (p<0.001).
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Sekil 24: Deney gruplarinda gergeklestirilen a-Syn immiinohistokimyasal boyamasina

ait mikrograflar. A, C, E ve G (40X Biiyiitme). B, D, F ve H (100X Biiyiitme).
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4.3.4.2.3. Beclin-1, p62 ve LC3II Immiinohistokimyasal Boyamalarina Ait

Bulgular

Rotenon ile olusturulan in vivo PH modelinde BRCC3 gen nakavtinin otofaji siireci
tizerindeki etkilerinin degerlendirilebilmesi i¢in Beclin-1, p62 ve LC3II proteinlerine

yonelik immiinohistokimyasal analizler gerceklestirilmistir.

Gergeklestirilen Beclin-1 immiinohistokimyasina ait bulgular (Kontrol grubundaki
Beclin-1 protein eskpresyonunun bazal seviyede oldugunu gostermektedir. Parkinson
grubunda ise Beclin-1 seviyesinin Kontrol grubuna oranla yiiksek Parkinson+Bos
Niozom ve Parkinson+Niozom-siRNA gruplarina oranla anlamli derecede diisiik
oldugu gorilmistir. ParkinsontBos Niozom ve Parkinson+Niozom-siRNA
gruplarinda yapilan degerlendirmede ise iki gruptaki Beclin 1 pozitif hiicre sayisinin

ve ekspresyon siddetlerinin benzer oldugu goriilmistiir (Sekil 25 ve Sekil 26).
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Sekil 25: Deney gruplarinda Beclin 1 immiinoreaktivitesine ait grafik. a: Kontrol
grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), b: Parkinson grubuna gdre anlamli degisim
(p<0.001), c: Parkinson+Bos Niozom grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), d:
Parkinson+Niozom-siRNA grubuna gére anlamli degisim (p<0.001).
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Gergeklestirilen p62 immiinohistokimyasia ait bulgular Kontrol grubundaki p62
protein eskpresyonunun tipki Beclin-1 gibi bazal seviyede oldugunu gostermektedir.
Ote yandan, rotenon enjeksiyonu yapilan gruplarda p62 protein ekspresyonunun
Kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bununla
birlikte, BRCC3 gen nakavti gerceklestirilen Parkinson+Niozom-siRNA grubundaki
p62 protein ekspresyon seviyesinin Parkinson ve Parkinson+Bog Niozom gruplarina

oranla anlamli derecede diisiik oldugu tespit edilmistir (Sekil 27 ve Sekil 28).
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Sekil 27: Deney gruplarinda p62 immiinoreaktivitesine ait grafik. a: Kontrol grubuna
gore anlamli degisim (p<0.001), b: Parkinson grubuna gore anlamli degisim
(p<0.001), c: Parkinson+Bos Niozom grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), d:

Parkinson+Niozom-siRNA grubuna goére anlamli degisim (p<0.001).
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Gergeklestirilen LC3Il immiinohistokimyasina ait bulgular rotenon enjeksiyonu
yapilan Parkinson ve ParkinsontBos Niozom gruplarinda LC3II protein ekspresyon
seviyesinin Kontrol grubuna oranla anlamli derecede azaldigini gdstermektedir.
Bununla birlikte BRCC3 gen nakavti gergeklestirilen Parkinson+Niozom-siRNA
grubundaki LC3Il protein ekspresyon seviyesinin Kontrol, Parkinson ve
Parkinson+Bos Niozom gruplarina oranla anlamli derecede yiiksek oldugu tespit

edilmistir (Sekil 29 ve Sekil 30).
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Sekil 29: Deney gruplarinda LC3Il immiinoreaktivitesine ait grafik. a: Kontrol
grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), b: Parkinson grubuna gdre anlamli degisim
(p<0.001), c: Parkinson+Bos Niozom grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), d:

Parkinson+Niozom-siRNA grubuna goére anlamli degisim (p<0.001).
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Sekil 30: Deney gruplarinda gergeklestirilen LC3Il immiinohistokimyasal boyamasina
ait mikrograflar. A, C, E ve G (40X Biiyiitme). B, D, F ve H (100X Biiyiitme).
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4.3.4.2.4. Grp78/Bip, PERK-1, ATF6, IRE1, CHOP immﬁnohistokimyasal

Boyamalarina Ait Bulgular

Rotenon ile tetiklenen in vivo PH modelinde BRCC3 gen nakavtinin ERS siireci
tizerindeki etkilerinin degerlendirilebilmesi i¢in Grp78/Bip, ATF6, PERK-1, IRE1,

CHOP proteinlerine yonelik immiinohistokimyasal analizler gergeklestirilmistir.

Gergeklestirilen Grp78/Bip immiinohistokimyasina ait bulgular, rotenon enjeksiyonu
yapilan Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom gruplarinda Grp78/Bip pozitif hiicre
sayisinin ve Grp78/Bip protein ekspresyon siddetinin Kontrol grubuna oranla anlamli
derecede yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Rotenon ile PH modeli indiiklenen ve
daha sonrasinda BRCC3 gen nakavti gergeklestirilen Parkinson+Niozom-siRNA
grubunda ise Grp78/Bip protein ekspresyon siddetinin rotenon enjeksiyonu yapilan

diger gruplara oranla anlamli bir diisiis gosterdigi saptanmistir (Sekil 31 ve Sekil 32).
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Sekil 31: Deney gruplarinda Grp78/Bip immiinreaktivitesine ait grafik. a: Kontrol
grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), b: Parkinson grubuna gore anlamli degisim
(p<0.001), c: Parkinson+Bos Niozom grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), d:

Parkinson+Niozom-siRNA grubuna goére anlamli degisim (p<0.001).
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Gergeklestirilen PERK-1 immiinohistokimyasina ait bulgular, rotenon enjeksiyonu
yapilan Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom gruplarinda PERK-1 pozitif hiicre
sayisinin ve PERK-1 protein ekspresyon siddetinin Kontrol grubuna oranla anlamli
derecede yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Rotenon ile PH modeli indiiklenen ve
daha sonrasinda BRCC3 gen nakavti gergeklestirilen Parkinson+Niozom-SiRNA
grubunda ise PERK-1 protein ekspresyon siddetinin rotenon enjeksiyonu yapilan diger
gruplara oranla anlamli bir disis gosterdigi saptanmistir. Bununla birlikte,
Parkinson+Niozom-siRNA grubundaki PERK-1 protein ekspresyon siddetinin
Kontrol grubu ile benzer oldugu gortilmiistiir (Sekil 33 ve Sekil 34).
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Sekil 33: Deney gruplarinda PERK-1 immiinoreaktivitesine ait grafik. a: Kontrol

PFRK immiinreaktivitesi

grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), b: Parkinson grubuna gdre anlamli degisim
(p<0.001), c: Parkinson+Bos Niozom grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), d:

Parkinson+Niozom-siRNA grubuna goére anlamli degisim (p<0.001).
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Sekil 34: Deney gruplarinda gergeklestirilen PERK-1 immiinohistokimyasal
boyamasina ait mikrograflar. A, C, E ve G (40X Biiyiitme). B, D, F ve H (100X
Biiyiitme).
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Gergeklestirilen ATF6 immiinohistokimyasina ait bulgular, rotenon enjeksiyonu
yapilan Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom gruplarinda ATF6 pozitif hiicre
sayisinin ve ATF6 protein ekspresyon siddetinin Kontrol grubuna oranla anlamli
derecede yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Ote yandan, rotenon ile PH modeli
indiiklenen ve daha sonrasinda BRCC3 gen nakavti gerceklestirilen
Parkinson+Niozom-siRNA grubunda ise ATF6 protein ekspresyon siddetinin hem
Kontrol hem de rotenon enjeksiyonu yapilan gruplara oranla anlamli bir diisiis

gosterdigi saptanmustir (Sekil 35 ve Sekil 36).
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Sekil 35: Deney gruplarinda ATF6 immiinoreaktivitesine ait grafik. a: Kontrol
grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), b: Parkinson grubuna gére anlamli degisim
(p<0.001), c: Parkinson+Bos Niozom grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), d:

Parkinson+Niozom-siRNA grubuna gére anlamli degisim (p<0.001).
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Sekil 36: Deney gruplarinda gergeklestirilen ATF6 immiinohistokimyasal boyamasina
ait mikrograflar. A, C, E ve G (40X Biiyiitme). B, D, F ve H (100X Biiyiitme).
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Gergeklestirilen IRE1 immiinohistokimyasina ait bulgular, rotenon enjeksiyonu
yapilan Parkinson ve Parkinson+Bog Niozom gruplarinda IRE1 pozitif hiicre sayisinin
ve IRE1l protein ekspresyon siddetinin Kontrol grubuna benzer oldugunu
gostermektedir. Ote yandan, rotenon ile PH modeli indiiklenen ve daha sonrasinda
BRCC3 gen nakavti gerceklestirilen Parkinson+Niozom-SiRNA grubunda ise IRE1
protein ekspresyon siddetinin hem Kontrol hem de rotenon enjeksiyonu yapilan diger

gruplara oranla anlamli bir diisiis gosterdigi saptanmustir (Sekil 37 ve Sekil 38).
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Sekil 37: Deney gruplarmda IRE1 immiinoreaktivitesine ait grafik. a: Kontrol grubuna
gore anlamli degisim (p<0.001), b: Parkinson grubuna gore anlamli degisim
(p<0.001), c: Parkinson+Bos Niozom grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), d:

Parkinson+Niozom-siRNA grubuna goére anlamli degisim (p<0.001).
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Sekil 38: Deney gruplarinda gerceklestirilen IRE1 immiinohistokimyasal boyamasina

ait mikrograflar. A, C, E ve G (40X Biiyiitme). B, D, F ve H (100X Biiyiitme).
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Gergeklestirilen CHOP immiinohistokimyasina ait bulgular, rotenon enjeksiyonu
yapilan Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom gruplarinda CHOP pozitif hiicre
sayisinin ve CHOP protein ekspresyon siddetinin Kontrol grubuna oranla anlamli
derecede yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Rotenon ile PH modeli indiiklenen ve
daha sonrasinda BRCC3 gen nakavti gergeklestirilen Parkinson+Niozom-SiRNA
grubunda ise CHOP protein ekspresyon siddetinin rotenon enjeksiyonu yapilan diger
gruplara oranla anlamli bir disiis goOsterdigi saptanmistir. Bununla birlikte,
Parkinson+Niozom-siRNA grubundaki CHOP protein ekspresyon siddetinin Kontrol
grubu ile benzer oldugu goriilmiistiir (Sekil 39 ve Sekil 40).
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Sekil 39: Deney gruplarinda CHOP immiinoreaktivitesine ait grafik. a: Kontrol
grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), b: Parkinson grubuna gére anlamli degisim
(p<0.001), c: Parkinson+Bos Niozom grubuna gore anlamli degisim (p<0.001), d:
Parkinson+Niozom-siRNA grubuna gére anlamli degisim (p<0.001).
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Sekil 40: Deney gruplarinda gerceklestirilen CHOP immiinohistokimyasal
boyamasina ait mikrograflar. A, C, E ve G (40X Biiyiitme). B, D, F ve H (100X
Biiyiitme).
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4.3.5. RT-qPCR Analizlerine Ait Bulgular

Olusturulan PH modelinin ve bu modelde gerceklestirilen BRCC3 gen nakavtinin
otofaji ve ERS ile iligkili molekiillerin mRNA ekspresyon seviyeleri iizerindeki

etkilerin anlasilabilmesi amaciyla RT-qPCR analizleri gergeklestirilmistir (Tablo 8).

Gergeklestirilen RT-qPCR analizlerine ait bulgular degerlendirildiginde ERS ile
iligkili genlerden CHOP, PERK-1 ve IRE1 mRNA ekspresyonlarinin Parkinson ve
Parkinson+Bos Niozom gruplarinda Kontrol grubuna oranla anlamli bir sekilde artis
gosterdigi tespit edilmistir. Ote yandan, BRCC3 gen nakavti gergeklestirilen
Parkinson+Niozom-siRNA grubunda ise, CHOP, PERK-1 ve IRE1 mRNA
ekspresyonlarinin hem Kontrol hem de PH modeli indiiklenen diger gruplara oranla

anlamli derecede diisiik oldugu saptanmustir.

ERS ile iligkili bir diger gen olan ATF6’ya ait degerlendirmede ise, Parkinson
grubunda bu gene ait mRNA ekspresyon seviyesinin, diger {i¢ grubu oranla anlamli

bir sekilde ytikseldigi gézlemlenmistir.

Grp78/Bip mRNA ekspresyonu analizlerinde ise PH modeli indiiklenen biitiin
gruplarda Grp78/Bip mRNA ekspresyon seviyesinin Kontrol grubuna kiyasla anlamli
bir sekilde yiiksek oldugu anlasilmistir. PH modeli indiiklenen gruplar kendi aralarinda
degerlendirildiginde ise Parkinson+Niozom-SiIRNA grubundaki mRNA ekspresyon
seviyesinin Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom gruplarindan yaklasik 2,5 kat diisiik

oldugu not edilmistir.

Otofaji ile iligkili Beclin-1, p62 ve LC3II genlerine ait mMRNA ekspresyon seviyeleri
degerlendirildiginde ise, Beclin-1 mRNA ekspresyonunun, Parkinson+Bos Niozom ve
Parkinson+Niozom-siRNA gruplarinda Kontrol ve Parkinson gruplarina oranla

anlamli bir sekilde ytikseldigi gézlemlenmistir.

p62 genine ait degerlendirmede ise, PH modeli indiiklenen biitiin gruplarda p62
mRNA ekspresyonunun Kontrol grubuna oranla artis gosterdigi saptanmistir. Bu
gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde ise, Parkinson grubundaki p62 mRNA
ekspresyonunun Kontrol+Bos Niozom grubuna kiyasla yaklasitk 2,5 Kkat,
Parkinson+Niozom-siRNA grubuna gore ise yaklasik 5 kat daha yiiksek oldugu

anlasilmistir.

75



LC3Il’ye ait degerlendirmede, LC31I mRNA ekspresyonunun hem Parkinson hem de
Parkinson+Bos Niozom gruplarinda Kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde
azaldign goriilmiistiir. Ote yandan, yapilan degerlendirmede, Parkinson+Niozom-
siRNA grubunda, LC31l mRNA ekspresyon seviyesinin diger ii¢ gruba oranla anlamli
derecede yiikseklis gdsterdigi saptanmistir.

Otofaji ve ERS ile iliskili genler disinda in vivo PH modelinde nakavti gergeklestirilien
BRCC3 genine ait mRNA ekspresyon seviyeleri incelendiginde ise rotenone
enjeksiyonu yapilan gruplarda BRCC3 mRNA ekspresyonlarinin Kontrol grubuna
oranla anlaml1 bir sekilde arttig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte, niozom-siRNA ile gen
nakavti gergeklestirilen Parkinson+Niozom-SiRNA grubunda ise mMRNA ekspresyon
seviyesinin Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom grubuna oranla anlamli bir diisiis

gosterdigi saptanmistir.

Tablo 8: In vivo deney gruplarinda otofaji ve ERS ile iliskili genlere ait mRNA

ekspresyon diizeyleri

Deney Gruplar
e Deger ol B rkirson Parki.nson+B0§ Parkins.on+Niozom-

Niozom SIRNA

BRCC3 pACES) 1 16,11 (U)* 14,12 (U)* 2,92 (U)"ab
ATF6 pACES) 1 58,48 (U)" 1,36 (U) 1,20 (D)
Beclin-1 pACES) 1 1,93 (U) 9,06 (U)" 8,22 (U)"
CHOP 2°(ancy 1 66,25 (U)"cd 27,09 (V)" 2,12 (D)#
Grp78/Bip 2°(ancy 1 5,35 (U)" 5,02 (U)” 2,12 (U)"
PERK-1 2440y 1 8,05 (U)" 21,40 (U)*® 2,67 (D)*
p62 2440y 1 11,08 (U)” 4,85 (U)" 2,67 (V)"
IRE1 2440y 1 2,44 (U)" 2,73 (U)" 2,94 (D)#
LCa3ll 2440y 1 15,77 (D)* 3,24 (D)* 4,05 (U)~f
D: mRNA ekspresyon seviyesinde azalma U: mRNA ekspresyon seviyesinde artig
*: Kontrol grubuna gore anlamli artis #: Kontrol grubuna gore anlamli azalis

. . b: Parkinson+BRCC3 grubunda, Parkinson+Bos
a: Parkinson+BRCC3 grubunda, Parkinson grubuna )
Niozom grubuna gére 4,83 kat daha az eksprese
gore 5,51 kat daha az eksprese ediliyor. -
ediliyor

76



c: Parkinson grubunda, Parkinson+Bog Niozom

grubuna oranla 2 kat fazla eksprese ediliyor

e: Parkinson+Bos Niozom grubunda,
Parkinson+Niozom-siRNA grubuna oranla 57,13 kat
fazla eksprese ediliyor

d: Parkinson grubunda, Parkinson+Bos Niozom

grubuna oranla 139,10 kat fazla eksprese ediliyor

f: Parkinson+Niozom-siRNA, grubunda Parkinson
grubuna oranla 63,86 kat daha fazla eksprese ediliyor
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Tartisma

Parkinson Hastaligi (PH), en karakteristik belirtileri tremor, bradikinezi, muskiiler
rijidite ve postrutal instabilite olan norodejenaratif bir hastaliktir (Ye ve digerleri,
2023). Modern tip literatiiriine ilk kez 1817 yilinda Ingiliz hekim James Parkinson
tarafindan kazandirilan ve 2018 y1l1 verilerine gore diinya genelinde yaklagik 7 ila 10
milyon kisiyi etkiledigi bilinen (Kustrimovic ve digerleri, 2018) bu hastalik tizerinde
gerceklestirilen preklinik ve klinik ¢alismalardan elde edilen kanitlar; mitokondriyal
disfonksiyon, oksidatif stress, endoplazmik retikulum stresi ve néroinflamasyon gibi
molekiiler siireglerin PH’nin noropatolojisinde rol oynadigini ortaya koymaktadir
(Alharthy ve digerleri, 2023; Clemente-Suarez ve digerleri, 2023). Bununla birlikte,
karmasik dogasi nedeniyle etiyolojisi hala tam anlamiyla aydinlatilamamis olan bu
hastaligin giintimiizde dahi kesin bir tedavisi bulunmamaktadir (Acharya, Chakraborty
ve Chakraborty, 2019). Oyle ki, giiniimiizde PH tedavisinde kullanilan levadopa ve
dopamin agonistleri temelli yaklasimlar semptomatik olup, uzun zamanh
kullanimlarinda ciddi yan etkiler olusturmaktadir (Lees ve digerleri, 2023). Bu
nedenle, PH ile iliskilendirilmis molekiiler siireglerin  diizenlenmesinde
hedeflenebilecek gen ve gen tirlinlerinin arastirildig1 preklinik ve klinik ¢aligmalara
ithtiya¢c duyulmaktadir. Bu baglamda, hedef genlerin siRNA’lar gibi komplementer
niikleik asitler ile susturuldugu RNA interferens (RNA1) yaklasim1 PH’ nin tedavisinde
umut vaat etmektedir (D. Li, Mastaglia, Fletcher ve Wilton, 2020). Ote yandan, SiRNA
bazli tedavi protokollerinde karsilagilan en 6nemli zorluk, siRNA’larin ektraseliiler
alanda enzimatik ve fagositik degredasyonu, hiicresel bariyerler ve siRNA’lara kars1
olusturulan immiin cevap nedeniyle hedef genlerin susturulamamasidir (Tatiparti, Sau,
Kashaw ve lyer, 2017). Bu nedenle, in vitro ve in vivo siRNA susturumlarinda tastyici
sistem kullanimi, siRNA bazl tedavi yaklagimlarinin basarisini arttirmak i¢in énemli
bir olgudur (Dong, Siegwart ve Anderson, 2019). Non-iyonik surfaktanlarin hidrolizi
ile elde edilebilen lipozom benzeri sentetik vezikiiller olan niozomlarin (S. Chen ve
digerleri, 2019), tasiyici sitem olarak kullanildigi bir¢ok preklinik c¢alismada bu
sentetik vezikiillerin subkutan, intravendz, peroral ve transdermal olarak uygulanan
terapotik ajanlarin etkinligini arttirdigina, buna karsin bu maddelerin yan etkilerini
azalttigina dair kanitlar sunan ¢aligmalarin (Abdelrahman ve digerleri, 2017; S. Chen
ve digerleri, 2019; Zidan ve Habib, 2014) yani1 sira siRNA gibi biyo-stabilitesi diisiik

molekiillerin viicut i¢i taginiminda etkili oldugunu (Yang ve digerleri, 2018) ve kan
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beyin bariyerini kolaylikla gegebildigini (Gharbavi ve digerleri, 2018) gdsteren
calismalarin varligit RNAi bazli tedavilerde tasiyici sistem olarak niozomlarin
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Bu literatiir bilgileri dogrultusunda
distintildiigiinde, tez ¢alismasi kapsaminda rotenon ile indiiklenen in vitro ve in vivo
PH modellerinde niozom-siRNA kompleksleri ile gergeklestirilen gen nakavtinin
“PH’nin tedavisinde kullanilma olasilig1 olan bir terapétik yaklagim tanimlanmasina
preklinik veri saglama” potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir. Ote yandan
gerceklestirilen tez c¢alismasinda olusturulan niozom-SiRNA komplekslerinin
enjeksiyondan sonraki 5 saat igerisinde beyine ulastiginin ve bu kompleksin 24 saatten
fazla dolasimda kaldigimin IVIS analizleri ile gosterilmis olmasi bu niozom-siRNA
komplekslerinin in vivo gen susturumu i¢in uygun bir ara¢ olabilecegini ortaya

koymaktadir.

PH iizerinde yapilan epidemiyolojik c¢alismalar PH wvakalarmin biyiik bir
cogunlugunun sporadik formda oldugunu ortaya koymaktadir (Ganguly ve digerleri,
2021). Bu nedenle tez ¢alismasi kapsaminda rotenon ile indiiklenen in vitro ve in vivo
sporadik PH modeli (Zeng, Geng ve Jia, 2018) olusturulmustur. Tez ¢alismasi
kapsaminda PH modeli indiiksiyonunda kullanilan rotenonun, mitokondriyal
kompleks I'1 inhibe ederek mitokondriyal disfonksiyona ve oksidatif strese neden
oldugu bdylece dopaminerjik noronlarda hiicresel oliim stireclerini tetikledigi
bilinmektedir (Chithra ve digerleri, 2023). Buna ek olarak, rotenonun dopamin tasiyict
proteine baglanarak kolaylikla kan beyin bariyerini gegtigi ve SNpc bolgesindeki
dopaminerjik ndronlarda a-syn birikimini ve Lewy Cisimcigi formasyonunu
tetikledigi bildirilmistir (Peshattiwar ve digerleri, 2020). Ornegin, Radad ve ark, 20
nM rotenon ile 48 saat boyunca inkiibe edilen sican primer orta beyin dopaminerjik
ndron hattinda TH pozitif hiicre sayisinin anlaml 6l¢iide azaldigini ortaya koymustur
(Radad, Rausch ve Gille, 2006). Mohamed ve ark., ise ratlara 35 giin boyunca 2 mg/kg
subkutan enjekte edilen rotenonun, bu ratlarin SNpc bdlgesinde TH pozitif hiicre
sayisinda azalmaya, a-syn ekspresyonunda ise artisa neden oldugunu rapor etmistir
(Mohamed, Abdel-Fattah, Abdel-Aleem, EI-Sheikh ve Elbatch, 2023). Bu baglamda
TH’nin 6nemli bir dopaminerjik noron belirtici, a-syn birikiminin ise PH’nin
noroatolojisi ile iligkili bir siire¢ oldugu diisiintildiiglinde rotenonun sporadik PH
modellemesinde etkili bir ajan oldugu anlagilmaktadir (Giraldez-Pérez ve digerleri,

2014). Ote yandan, tez ¢alismasi kapsaminda 48 saat boyunca 20 nM rotenon ile
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inkiibe edilen primer orta beyin dopaminerjik hiicre hattinda TH pozitif hiicre
sayisinda goriilen anlamli azalmaya ek olarak 35 giin boyunca hergiin 2 mg/kg
subkutan rotenon enjekte edilen siganlarda gézlemlenen TH pozitif hiicre sayisindaki
azalisa karsin a-syn birikimindeki artis literatiirle uyumlu olup, tez kapsaminda
indiiklenmek istenilen in vitro ve in vivo PH modellerinin uygun bigimde
gerceklestirildigini  gdstermektedir. Bununla birlikte, tez calismasi kapsaminda
olsturulan in vitro ve in vivo PH modellerinde niozom-siRNA kompleksi ile BRCC3
gen nakavt1 gerceklestirilen Parkinson+Niozom-siRNA gruplarinda TH pozitif hiicre
sayilarinin ve TH ekspresyon seviyelerinin Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom
gruplarina oranla yiiksek olmast BRCC3 gen nakavtinin PH modellerinde koruyucu
bir etki olugturabilecegine diisiindiirmektedir. Cheng ve ark. tarafindan 2020 yilinda
yayinlanan bir ¢alismada primer kortikal hiicre hattinda MPTP ile indiiklenen in vitro
PH modelinde shRNA ile gerceklestirilen BRCC3 gen nakavtinin bu hiicreleri NLRP3
inflamazom tarafindan indiiklenen néroinflamasyona kars1 korudugunun gosterilmis

olmasi bu diisiinceyi desteklemektedir (Cheng ve digerleri, 2020).

PH’de go6zlemlenen bradikinezi ve yiriiylis bozuklugu gibi motor aktivite
defektlerinin beyinde ortaya ¢ikan histopatolojik degisimler ile yakindan iliskili
oldugu bilinmektedir (Magrinelli ve digerleri, 2016). Buna ek olarak, rotenon ile PH
modeli indiiklenen hayvanlarda lokomotor aktivite defektlerinin yan1 sira orta beyin
dokularinda Lewy Cisimcikleri ve gliozis gibi histopatolojik degisikliklerin ortaya
ciktig1 bircok caligma ile ortaya konulmustur (L. X. Liu ve digerleri, 2018; S. M.
Rocha ve digerleri, 2022). Tez ¢alismas1 kapsaminda gerceklestirilen davranis testleri
ve histokimyasal analizlerden elde edilen bulgular literatiirle uyumlu sekilde rotenon
ile PH modeli indiiklenen gruptaki hayvanlarda Lewy Cisimcigi benzeri inkliizyonlar,
gliozis ve yogun dopaminerjik ndron kayiplar: gibi histopatolojik degisikliklerin yani
sira motor aktivite defektlerinin ortaya ¢iktigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte,
in vivo PH modelinde niozom-siRNA kompleksi ile BRCC3 gen nakavti
gerceklestirilen Parkinson+Niozom-SiRNA grubunda hem histopatolojik degisimlerin
hem de motor aktivite defektlerinin Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom gruplarina
oranla diistis gostermesi, BRCC3 gen nakavtinin dopaminerjik néronlarda koruyucu

bir etki olusturabilecegi diisiincesini desteklemektedir.

PH’nin noropatolojisini aydinlatmak amaciyla yapilan bir¢ok klinik ¢aligma, azalan
antioksidan enzim aktivitesi ve artan lipit peroksidasyonu nedeniyle dopaminerjik
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noronlarda ortaya ¢ikan oksidatif stres kosullarinin mitokondriyal disfonksiyona ve a-
syn birikimine neden olarak PH’nin patogenezinde rol oynadigini ortaya koymaktadir
(Chakrabarti ve Bisaglia, 2023; de Farias ve digerleri, 2016; Gokge Cokal ve digerleri,
2017). Ote yandan, rotenon ile indiiklenen in vivo PH modelinde azalan antioksidan
enzim (SOD) aktivitesi ve artan lipit peroksidasyon iiriinii (MDA) seviyelerinin a-Syn
birikimine neden oldugu rapor edilmistir (Moradi Vastegani ve digerleri, 2023). Tez
caligmas1 kapsaminda gergeklestirilen biyokimyasal analizler, rotenon enjeksiyonu
yapilan gruplardaki hayvanlarin orta beyin dokularinda, Kontrol grubuna kiyasla, SOD
aktivitesinin anlamli bir sekilde azaldigi, MDA seviyesinin ise anlamli derecede artig
gosterdigini  ortaya  koymaktadir. Buna ek  olarak, yapilan a-Syn
immiinohistokimyasinin sonuglari ise rotenon indiiklenen gruplarda o-syn protein
ekspresyonun Kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttigin1 gostermektedir. Elde
edilen bulgularin literatiir ile uyumlugu oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, niozom-
siRNA kompleksi ile BRCC3 gen nakavti gergeklestirilen Parkinson+Niozom-SiRNA
grubunda SOD ve MDA seviyelerinin Parkinson ve ParkinsontBos Niozom
gruplarina kiyasla Kontrol grubuna daha yakin bulunmustur. Ayrica, bu gruptaki o-
syn protein ekspresyonun Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom gruplarina kiyasla
anlamli derecede diisiis gosterdigi saptanmistir. Elde edilen bulgular ve literatiir
bilgileri birlikte ele alindiginda, BRCC3 gen nakavtinin antioksidan sistem

aktivasyonun geri kazanimina neden olarak a-Syn birikimini baskiladig1 sdylenebilir.

Yakin zamanda yapilan ¢aligsmalar, hiicrelerde yanlis katlanmis ve/veya katlanmamis
proteinlerin yikiminda gorevli olan ubikuitin proteazom sistem (UPS) ve otofaji
mekanizmalarinda meydana gelen aksamalarin, dopaminerjik néronlarda o-syn
protein agregatlarinin birikimine ve Lewy Cisimciklerinin olusumuna neden oldugunu
ortaya koymaktadir (Lee ve digerleri, 2023; Y. Li, Li ve Wu, 2022). Ote yandan,
UPS’de gorevli ligaz enzimlerince gerceklestirilen lizin 63 (K63) ubikuitinasyonunun
hiicrelerde otafajiyi tetikledigi (Kwon ve Ciechanover, 2017) ve K63 ubikuitin
paterninin insan hiicrelerinde a-syn’nin lizozomal yikimini tetikledigi rapor edilmistir
(Tofaris ve digerleri, 2011). Ayrica, bir K63 deubikuitinaz olan BRCC3’iin TRIM 14
ve USP14 ile kompleks olusturarak hiicrelerde otofajik degredasyon siirecini
baskiladgi bildirilmistir (D. Liu, Jin ve Cui, 2022). Bu literatiir bilgileri dogrultusunda
diisiiniildiiglinde, beyinde ekspresyonu ve enzimatik aktivitesi artan BRCC3’iin UPS

ve otofaji siireclerini baskilayarak PH patogenezinde rol oynayabilecegine dair bir
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¢ikarimda bulunulabilir. Bununla birlikte, tez calismasinin in vitro ve in vivo
basamaklarin gergeklestirilen immiinohistokimya ve RT-qPCR analizlerinde
Parkinson gruplarindaki BRCC3 protein ve mRNA ekspresyon seviyelerindeki artisa
karsin ayni gruplarda otofajinin temel belirteci olarak kabul edilen LC3Il (Kuscu,
Giirel, Buhur, Oltulu, ve digerleri, 2022) ekspresyonundaki azalis bu ¢ikarimi
desteklemektedir. Diger taraftan, niozom-siRNA kompleksi ile gen nakavti
gerceklestirilen Parkinson+Niozom-SiRNA gruplarinda ise LC3Il ile Beclin-1’in
MRNA ve protein ekspresyon seviyelerinin hem Kontrol hem de Parkinson grubuna
kiyasla yiiksek ¢ikmasi bu ¢ikarimi destekleyen bir diger olgudur. Ote yandan, UPS
ile otofajinin kesisim noktasinda bulunan (Shin, Park ve Chung, 2020) ve MPTP ile
indiiklenen PH modelinde dopaminerjik néron hasarma karst koruyucu bir rol
iistlendigi gosterilen p62 (Y. Liu ve digerleri, 2021) i¢in elde edilen ve literatiir ile
ortiismeyen sonuglar ise PH modellerinde BRCC3’{in roliiniin arastirildig1 daha ileri

caligmalara ihtiya¢ oldugunu ortaya koymaktadir.

Hiicrelerde kalsiyum homeostazisinin bozulmasi, hipoksi ve oksidatif stres
durumlarinda endoplazmik retikulum liimeninde katlanmamis ya da yanlis katlanmis
polipeptidlerin birikimi sonucunda ortaya ¢ikan endoplazmik retikulum stresi (ERS),
PH patogenezinde rol oynayan 6nemli bir molekiiler aktordiir (Colla, 2019; Omura ve
digerleri, 2013). Oyle ki, Conn ve ark. tarafindan yapilan postmortem beyin érnekleri
tizerinde gergeklestirilen caligmada, ERS cevabmin olusumunda gorevli olan
PERK/elF2a gibi proteinlerin Lewy Cisimcikleri igerisinde yogun sekilde biriktigi
gosterilmistir (Conn ve digerleri, 2004). Buna ek olarak, yakin zamanda yapilan
caligmalarda rotenon ile indiiklenen PH modellerinde Grp78/Bip, PERK ve CHOP gibi
ERS iligkili molekiillerin dopaminerjik noronlardaki ekspresyon seviyelerinin
yiikseldigi bildirilmistir (Michel ve digerleri, 2022; Motawi ve digerleri, 2022). Tez
¢alismasinin in vitro ve in vivo basamaginda gergeklestirilen immiinohistokimya ve
RT-qPCR analizlerinden elde edilen sonuglar, literatiire benzer sekilde Parkinson ve
Parkinson+Bos Niozom gruplarinda ERS iliskili genlere ait mRNA ve protein
ekspresyon seviyelerinin anlaml bir sekilde yiikseldigini ortaya koymustur. Bununla
birlikte, niozom-siRNA kompleksi ile BRCC3 gen nakavti gergeklestirilen
Parkinson+Niozom-siRNA grubunda ise ERS iligkili bu molekiillerin hem mRNA
hem de protein ekspresyon seviyelerinin Parkinson ve Parkinson+Bos Niozom

gruplarina oranla anlamli derecede diisiis gosterdigi saptanmistir. Elde edilen bu
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bulgular, in vitro ve in vivo PH modellerinde gergeklestirilen BRCC3 nakavtinin
rotenon maruziyeti sonrasi artig gosteren ve a-syn birikimi ile yakindan iliskili olan
ERS’nin (Colla, 2019) baskilanmasi {izerinden dopaminerjik noronlarda koruyucu bir
etki olusturabilecegini diisiindiirmektedir. Diger taraftan, 2019 yilinda fare spinal kord
noronlart iizerinde yapilan bir ¢alismada mitokondriyal ubikuitin ligaz (MITOL)
enzimi tarafindan gergeklestirilen IREla K63 poli-ubikuitinasyonunun, ERS’nin
hafifletilmesin ve ERS bagintili apoptozun baskilanmasinda kritik bir basamak
olabileceginin gosterilmis olmasi (Takeda ve digerleri, 2019), bir K63 deubikuitinaz
olan BRCC3’iin nakavtinin dopaminerjik noronlarda ERS bagintili patolojik
stireclerin ~ baskilanmasinda etkili bir yaklasim olabilecegi diislincesini
desteklemektedir. Bununla birlikte, in vitro ve in vivo PH modellerinde, glial
aktivasyon ve a-syn yikimu siiregleri tizerinden dopaminerjik néronlarda koruyucu etki
olusturdugu bilinen ATF6 (Credle ve digerleri, 2015; Hashida ve digerleri, 2012)
mRNA ve protein ekspresyonlarinin BRCC3 gen nakavti gergeklestirilen
Parkinson+Niozom-siRNA grubunda diger biitiin gruplara kiyasla anlamli bir disiis
gosterdiginin saptanmis olmas1t BRCC3 gen nakavtinin ATF6 aracili yolak ile iliskisini
gostermekle birlikte literatiir ile drtlismeyen bu sonuglar PH modellerinde BRCC3’iin
roliiniin aragtirildigr daha ileri c¢aligmalara ihtiya¢ olduguna dair diislinceyi

desteklemektedir.

Ozetle, tez ¢alismas1 kapsaminda olusturulan in vitro ve in vivo PH modellerinde
niozom-siRNA kompleksi ile gergeklestirilen BRCC3 gen nakavtinin, otofaji ve
ERS’de gorevli molekiillerin ekspresyon seviyelerinin diizenlenmesi ve antioksidan
sistem aktivasyonunun geri kazanimi yoluyla dopaminerjik ndronlar iizerinde
koruyucu bir etki olusturdugu anlasilmistir. Yapilan analizlerden elde edilen bulgular
literatiir bilgileri ile birlikte ele alindiginda, bu koruyucu etkinin altinda yatan temel
molekiiler mekanizmanin noronlarda otofaji, UPS ve ERS’nin diizenlenmesinde
gorevli oldugu bilinen K63 ubikuitinasyon siirecinin, K63 deubikuitinaz aktivitesine
sahip BRCC3 nakavti ile diizenlenmesi olabilecegi goriilmiistiir. Ote yandan, p62 ve
ATF6 ekspresyonlarinda elde edilen ve literatiir ile uyugsmayan bulgular BRCC3’iin

PH ile iliskisini arastiran daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ olduguna isaret etmektedir.
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Sonug¢ ve Oneriler

Tez galismasi kapsaminda rotenon ile indiiklenen in vitro ve in vivo PH modellerinde
niozom-siRNA kompleksi ile gergeklestirilen BRCC3 gen nakavtinin otofaji ve ERS
ile iligkili molekiillerin regiilasyonu ve antioksidan sistemin geri kazanimi yoluyla
dopaminerjik noéronlar iizerinde koruyucu bir etki olusturdugu; bu koruyucu etkinin
ise rotenon maruziyeti sonrasi orta beyinde goézlemlenen histopatolojik degisimlerin
ve hayvanlarda ortaya c¢ikan motor aktivite defektlerinin hafifletilmesinde etkili
oldugu sonucuna varilmistir. Buna ek olarak, bu koruyucu etkinin altinda yatan temel
molekiiler mekanizmanin noéronlarda otofaji, UPS ve ERS’nin diizenlenmesinde
gorevli oldugu bilinen K63 ubikuitinasyon siirecinin, K63 deubikuitinaz aktivitesine

sahip BRCC3 nakavti ile diizenlenmesi olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Sonug olarak, yaptigimiz tez ¢alismasindan elde ettigimiz bulgular BRCC3’iin PH’de
potansiyel bir terapotik hedef olabilecegine dair fikir vermektedir. Bununla birlikte,
BRCC3’iin PH’de potansiyel bir terapotik hedef olarak tanimlanabilmesi i¢in bu
molekiiliin dopaminerjik néron homeostazi ve PH néropatogenezindeki roliinii farkli

molekiiler siiregler lizerinden arastiran preklinik ve klinik ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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Tesekkiir
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bana katmis oldugu akademik bilgi ve birikim nedeniyle ablam Dog. Dr. Cigir BIRAY
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Yiiksek Lisans Tez Bashgi ve Tez Damismani:
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Geninin -173 G>C Polimorfizminin Arastirilmasi. Damsman: Yrd. Dog. Dr.
Serbiilent YIGIT

Doksorubisin ile Indiiklenen Sican Testis Hasari Modelinde Fluvastatinin Olasi
Koruyucu ve Tedavi Edici Etkilerinin Histokimyasal ve Immiinohistokimyasal Olarak

Degerlendirilmesi. Damsman: Prof. Dr. Altug YAVASOGLU
Doktora Tez Bashgi ve Tez Danismani:

Deneysel Parkinson Hastaligt Modelinde BRCC3 Gen Nakavtimin Otofaji ve
Endoplazmik Retikulum Stresi Uzerine Etkilerinin Arastirilmas:. Damsman: Prof. Dr.
Altug YAVASOGLU

Bilimsel Kuruluslara Uyelikler:

Tiirk Histoloji- Embriyoloji Dernegi
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Altug Yavasoglu A. Doksorubisin ile Indiiklenen Sican Testis Hasar1 Modelinde
Fluvastatinin Olast Koruyucu ve Tedavi Edici Etkilerinin Histokimyasal ve
Immiinohistokimyasal Olarak Degerlendirilmesi, 14. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji
Kongresi 10-13 May1s 2018, Antalya. Sozlii Bildiri.
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C. Arastirma Faalivetleri

C1. Ulusal Kaynakh Arastirma Projeleri:

C1.1. Doksorubisin ile indiiklenen sigan nefrotoksisite ve kardiyotoksisite modelinde
fluvastatin’in olast koruyucu ve tedavi edici etkilerinin histokimyasal ve
immiiniihistokimyasal olarak degerlendirilmesi. Ege Universitesi Arastirma Fonu.
Genel Arastirma Projesi (GAP). 18/TIP/016. Arastirmaci, 2020.

C1.2. Rotenon ile Indiiklenen Parkinson Hastalig1 Modelinde BRCC3 Gen Nakavtinin
Otofaji ve Endoplazmik Retikulum Stresi Yolaklar1 Uzerine Etkilerinin Arastirilmast.
Ege Universitesi Arastirma Fonu. Cok Disiplinli Oncelikli Alan Arastirma Projesi
(ONAP). TOA-2021-23270. Arastirmaci, Devam ediyor.

C1.3. Sialiltransferaz regiilasyonunun meme kanseri gelisimi ve metastatik siirece
etkilerinin incelenmesi. Ege Universitesi Arastirma Fonu. Genel Arastirma Projesi
(GAP). TGA-2022-23366. Arastirmaci, Devam ediyor

C1.4. implante Medikal Cihazlar i¢in 3b Yazicida Basilan, Viicut I¢ine Yerlestirilen
Termoelektrik Giic Uretim Sisteminin Gelistirilmesi. TUBITAK 1001 Projesi.
121M532. Bursiyer, Devam Ediyor.

C1.5. Akalazya alt tiplerinin etyopatogenezinde yer alan hiicresel mekanizmalarin
incelenmesi. Ege Universitesi Arastirma Fonu. Cok Disiplinli Oncelikli Alan Projesi
(ONAP). TOA 2021-23040. Arastirmaci, Devam Ediyor.
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Retikulum Stresi Inhibisyonunun Ovaryum Dokusu Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi.
TUBITAK 1002 A Projesi. 2225309. Arastirmaci, Devam Ediyor

C1.7. Deneysel Endometrium Kanser Modelinde Kemoterapotik Tedaviye Adjuvan
Olarak Uygulanan Propofoliin Kemorezistans Ve Metastaz Yolaklar1 Uzerine
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Terapotik Olarak Hedeflenmeleri. TUBITAK 1001 Projesi. 123Z612. Arastirmaci,
Devam Ediyor

C1.9. Xenograft Over Kanseri Modelinde Kanser Kokliiliik Kinaz Inhibitorii Olan
Amcasertib’in in vivo Anti-tiimoral Etkilerinin Arastirilmasi. TUSEB A Grubu
Arastirma Projesi. 18036. Arastirmaci, Devam Ediyor

C1.10. Uglii Negatif Meme Kanseri Konvansiyonel Tedavisinde Epigenetik Ajan ile
Adjuvan Immunoterapi Kombine Kullanimi: Yeni Nesil Ilag Stratejisinin
Gelistirilmesi ve Etkinliginin Arastirilmasi. TUSEB B Grubu Arastirma Projesi.
24430. Arastirmaci, Devam Ediyor.

C1.11. Deneysel Parkinson Hastaligi Modelinde PCAF Gen Nakavtinin
Norodejenerasyonla iliskili Siirecler Uzerine Etkileri. TUSEB B Grubu Arastirma
Projesi. 22703. Arastirmaci, Devam Ediyor.

D. Diger Faaliyetler

D1. Katildig1 Kurslar:

D1.1. Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (EUHADYEK) tarafinda

diizenlenen “80 saatlik Deney Hayvam Kullanimi” Sertifikas1 (Mart 2017, Izmir).
D1.2. istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Molekiiler
Tip Anabilim Dali tarafindan diizenlenen “Molekiiler Tipta Kullanilan Teknikler
Kursu IV. Modiil Western Blotting Kullanim Kursu” Sertifikas1 (Mayis 2018,
Istanbul).

D1.3. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi ve Dokuz Eyliil Universitesi Ulusal
Klinik Arastirma Altyap1 Ag1 (TUCRIN) Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan
diizenlenen “Temel Klinik Arastirma (fyi Klinik Uygulama) Egitimi” Sertifikas1
(Nisan 2021, Online).
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D2. Katildig1 Toplantilar:

D2.1. Tiirk Histoloji ve Embriyoloji Dernegi ve Manisa Celal Bayar Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitlisii ve Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji AD tarafindan
diizenlenen “Tiirk¢e Bilim Dili” ¢alistaymna katilim (20 Kasim 2015, Manisa).

D2.2. Manisa Celal Bayar Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii ve Tip Fakiiltesi
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14. Toplantisi’na” katilim (21 Kasim 2015, Manisa).

D2.3. Tiirk Histoloji ve Embriyoloji Dernegi ve Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
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Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi’ne” katilim (30 Nisan-3 May1s 2016, izmir).
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D2.5. Mugla Sitki Kocaman Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Biyoetik Egitim
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Hiicre ve Biyoetik Sempozyumu’na” katilim (13 Mayis 2016, Mugla).

D2.6. “14. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi’ne” katilim (10-13 Mayi1s 2018,
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2018, izmir).
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D2.9. Istanbul Universitesi Biyolojik Bilimler Kuliibii tarafindan diizenlenen
“Biyolojinin Hayat Agaci: Nisan” etkinligine katilim (10-11 Nisan 2021, Online).
D2.10. Yeditepe Universitesi Biyoteknoloji Toplulugu tarafindan diizenlenen “8.
Ulusal Genetik ve Biyomiihendislik Kongresi'ne” katilim (17 Nisan 2021, Online).
D2.11. Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi ABANT KOK K&k Hiicre Toplulugu
tarafindan diizenlenen “1. Kok Hiicre Sempozyumu’na” katilim (24 Nisan 2021,
Online).

D2.12. Ankara Yildinm Beyazit Universitesi Neocortex Kuliibii tarafindan
diizenlenen “3. Sinirbilim Giinleri’ne” katilim (24-25 Nisan 2021, Online).
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D2.13. Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi Genetik ve Bilim Kuliibii tarafindan
diizenlenen “Biyoteknoloji ve Yapay Zeka Konferansi’na” katilim (24-25 Nisan 2021,
Online).

D2.14. Ege Universitesi Ege Bilimsel Arastrma Toplulugu EBAT tarafindan
diizenlenen “Sinirbilim Sempozyumu’na” katilim (24-25 Nisan 2021, Online).
D2.15. Bursa Uludag Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Toplulugu Ulugen
tarafindan diizenlenen “Ulugen Kanser Sempozyumu’na” katilim (1-2 Mayis 2021,
Online).

D2.16. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Egitim Laboratuvari AREL
tarafindan diizenlenen “International Symposium of Cellular Therapies and Cancer:
From Lab Bench to Clinic” katilim (19-20 May1s 2021, Online).

D2.17. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Egitim Laboratuvari AREL
tarafindan diizenlenen “International Symposium of Cellular Therapies and
Regenerative Medicine: From Lab Bench to Clinic” katilim (21-22 Mayis 2021,
Online)
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