T.C. &“/“%%
al
/Tt

EGE UNIVERSITESI 5
SAGLIK BILIMLERIi ENSTITUSU

o

_v‘\‘)‘" s
G-‘

=)
<
D

i
Sy
Unem &

PARKINSON HASTALIGI DENEY MODELINDE
PEROKSIZOM PROLIFERATOR ILE AKTIVE EDILEN
RESEPTOR
GAMA AGONISTI AJANLARIN OKSIDATIF STRES ILE
ILISKILIi
PROTEINLER UZERINE ETKISI

Yiiksek Lisans Tezi

Tugee BILGIC

Fizyoloji Anabilim Dali

[zmir
2022



T.C.
EGE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU

PARKINSON HASTALIGI DENEY MODELINDE
PEROKSIZOM PROLIFERATOR ILE AKTIVE EDILEN
RESEPTOR
GAMA AGONISTI AJANLARIN OKSIDATIF STRES iLE
ILISKILi
PROTEINLER UZERINE ETKISI

Tugce BILGIC

Danisman

PROF. DR. TANER DAGCI

Fizyoloji Anabilim Dali

Tezli Yiksek Lisans Programi

[zmir

2022



Tez Degerlendirme Kurulu Uyeleri

(Ad1 Soyad)

(imza)

Baskan TPIOf. Dr. e
(Damsman)

Uye TPIOF. D o e,
Uye TPIOF. DI, o,
Uye SProf4i...... 4 . A A ...,
Uye “Profgi...... 4. . 4 @ O W

Yiiksek Lisans Tezinin kabul edildigi tarih: .............



Ozet

Parkinson Hastahig1 Deney Modelinde Peroksizom Proliferator ile Aktive Edilen
Reseptor Gama Agonisti Ajanlarin Oksidatif Stres ile iliskili Proteinler Uzerine
Etkisi

Parkinson Hastali§1 Alzheimer Hastaligi’ndan sonra diinya popiilasyonunun
%0.1’inde ve 65 yas lstii insanlarda %3 oraninda goriilen, diinyanin ikinci en yaygin
hareket bozuklugu hastaligidir. Bircok neden iizerinde durulmakla birlikte, hastaligin
ortaya ¢ikis nedeni tam olarak bilinmemektedir. Bunun yaninda, hastaligin ortaya
¢ikis ve ilerlemesinde rol oynayan temel mekanizmalardan birinin oksidatif stres
oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir.

Oksidatif stres durumunda, transkripsiyon faktor NF-E2-iliskili faktoriin (Nrf2)
antioksidan yanit elementine (ARE) baglanarak, antioksidan ve faz2 detoksifikasyon
enzimlerini indiikledigi bilinmektedir.

Bu projedeki amacimiz, dopaminerjik néronal hasarda peroksizom proliferator ile
aktive edilen reseptér gama (PPARY) agonisti ajanlarin oksidatif stresle iligkili
proteinler tizerine etkisini incelemek ve oksidatif stresle iliskili molekiiler
mekanizmalar1 (Nrf2-ARE yolag1) arastirmaktir. Proje kapsaminda MPP” ile
indiiklenen néronal hiicrelerde basta pioglitazon olmak iizere tideglusibin GSH ve
GST, GR gibi glutatyonla iliskili enzim aktivitesine etkisi ELISA testler kullanilarak
Olciilmiistiir. Ayrica uygulamalarin Nrf2 mRNA ve PPARYy protein diizeyine etkisi
sirastyla real-time PCR ve Western Blot yontemleriyle tespit edilmistir.

PPARY agonisti uygulamasiyla sitotoksisite azalmis, antioksidan enzim aktivitesi
anlamli diizeyde artmstir (p<0.05). Ayrica dopaminerjik hasarda azalan Nrf2 mRNA
diizeyinin pioglitazon uygulamasiyla arttigi gosterilmistir. Bu sonuglar, s6z konusu
reseptOr aracili noroproteksiyonun gézlenmesinde hem glutatyonla iliskili enzimlerin
hem de Nrf2 yolaginin etkin oldugunu; 6zellikle ndronal korumada reseptorlerin

onemli bir rol aldigmi desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: oksidatif stres, PPARy, Parkinson Hastaligi, Nrf2-ARE yolag1






Abstract

The Effects Of Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma Agonists
On Oxidative Stress Related Proteins In Parkinson’s Disease Model

Parkinson's Disease is the second most common movement disorder in the world,
effecting 0.1% of the world population and 3% of people over 65 years of age.
Although many reasons are emphasized, the reason for the emergence of the disease
is not known exactly. Besides, there are studies showing that one of the basic
mechanisms that play a role in the emergence and progression of the disease is
oxidative stress. In the case of oxidative stress, the transcription factor NF-E2-related
factor (Nrf2) is known to bind to the antioxidant response element (ARE), inducing
antioxidant and phase2 detoxification enzymes.

Our aim in this project is to investigate the effect of peroxisome proliferator-
activated receptor gamma (PPARY) agonists on oxidative stress-related proteins and
to investigate the molecular mechanisms associated with oxidative stress (Nrf2) in
dopaminergic neuronal damage. Within the scope of the project, the effects of
pioglitazone and tideglusib on glutathione-related enzyme activity such as GSH and
GST, GR were measured using ELISA assays. In addition, the effects of treatments
on Nrf2 mRNA and PPARYy protein levels were determined by real-time PCR and
Western Blot methods, respectively.

Cytotoxicity decreased and antioxidant enzyme activity increased significantly with
PPARYy agonist treatments (p<0.05). In addition, decreased Nrf2 mRNA levels in
dopaminergic damage has been shown to increase with pioglitazone. These results
indicate that both glutathione-related enzymes and Nrf2 pathway are effective in
observing receptor-mediated neuroprotection; it supports that receptors play an

important role especially in neuronal protection.

Key Words: oxidative stress, PPARYy, Parkinson’s Disease, Nrf2-ARE pathway
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Giris

1.1. Arastirmanin Problemi

Insan mriiniin uzamasiyla birlikte Alzheimer, Parkinson, Huntington ve ALS gibi
norodejeneratif hastaliklardaki artis ve bu hastaliklara dair kesin bir tedavi yontemi
bulunamamasi, giiniimiizde bu hastaliklar1 en 6nemli saglik sorunlarindan biri haline
getirmistir. Parkinson Hastaligi, diinyada Alzheimer Hastaligi’ndan sonra ikinci en sik
goriilen norodejeneratif hastaliktir. Substantia nigra pars kompakta’daki dopaminerjik
ndronlarmm %50’den fazla kaybi ve striatum’daki dopaminin %80’den fazla azalmasi
sonucu motor semptomlar goriilmeye bagslanir. Klinikteki motor bulgular arasinda
hareketlerin yavaslamasi, dinlenme halinde tremor, kas rijiditesi, postural reflekslerde
kayip ve durus bozuklugu bulunmaktadir. Norolojik bulgular arasinda ise 6zellikle
substantia nigra pars kompakta’daki dopaminerjik noronlarin kaybina bagh olarak, o-
siniiklein (a-Syn) ve iibikiitin gibi protein agregatlar1 depolayan Lewy cisimciklerinin
varlig1 goze carpmaktadir. Parkinson Hastali§i’na neden olan etkenler tam
aydinlatilamamakla birlikte sebepler arasinda 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin
(MPTP), agir metaller, organik soluanlar ve 6-hidroksidopamin (6-OHDA) gibi
toksinlerin de Parkinson Hastaligi’na sebep olabildigi bilinmektedir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarda Parkinson Hastaligi’ndaki dopaminerjik ndron dejenerasyonunda
oksidatif stresin temel rol oynadig1 gosterilmistir. Oksidatif stres, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) yapimi ile bu ara maddelerin detoksifike edilmesini saglayan sistem
arasindaki dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikar ve hiicreler i¢in geri doniistimsiiz
dejenerasyonlara sebep olur. Parkinson Hastalig1 olan bireylerde okside lipitler ve DNA
diizeyleri artmis ve detoksifikasyon sistem enzim ve protein miktarlar1 (glutatyon
(GSH)) diigsmiistiir. Peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptor gama (PPARY),
oksidatif stres ve inflamatuvar cevap mekanizmalarina katilan niikleer bir reseptordiir.
PPARYy agonisti ajanlar, Parkinson hastalig1 dahil olmak tizere pek ¢cok ndrolojik

bozuklugun tedavisi i¢in umut verici bir yaklagim olmaktadir.



1.2. Arastirmanin Sorusu

In vitro Parkinson deney modelinde tideglusib ve pioglitazonun oksidatif stres ile iligkili

proteinler tizerinde etkili midir?

1.3. Arastirmanin Hipotezleri
Hipotez 1: 1-metil-4-fenilpiridinyum iodid (MPP*), SH-SY5Y hiicrelerinde oksidatif

strese bagli norotoksisite olusturmaktadir.

Hipotez 2: Olusan oksidatif strese karst PPARy agonistleri tideglusib ve pioglitazon

hlcre koruyucu etki gostermektedir.
Hipotez 3: MPP*, SH-SY5Y hiicrelerinde apoptoza neden olmaktadir.

Hipotez 4: Tideglusib ve pioglitazon, oksidatif stresin, hiicrelerin 6liimiine yol agtigi
yolaklar1 inhibe etmektedir.

1.4, Arastirmanin Varsayimlari

1.Tez ¢alismasinda insan noroblastoma hiicre hatt1 kullanilmustir.
2. Tez ¢alismasinda hicre dlumundn belirlenmesinde kullanilan LDH Sitotoksisite Kiti

arastirmanin amacini gergeklestirecek dzelliktedir.
1.5. Arastirmanin Sinirhhiklarn
Tez galismasi yuratulurken hicbir glclik yasanmamustir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Tez calismasinin amaci, in vitro Parkinson Hastalig1 deney modeli olusturulmus
hiicrelerde PPARY agonisti oldugu bilinen tideglusib ve pioglitazonun, oksidatif stresle
iligkili proteinler diizeylerindeki degisim etkisinin arastirilmasi ve yeni teropotik tedavi

yontemlerinin gelistirilmesine katki saglamaktir.






Genel Bilgiler

2.1. Norodejenerasyon - Norodejeneratif Hastahklar

Chen ve digerleri (2015), ndrodejenerasyonu Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’nde
meydana gelen ve noronal yapi ile fonksiyon kaybinin ayirici 6zellik oldugu bir
fenomen olarak tanimlamustir. NGrodejenerasyonun nedenleri tam olarak
anlagilamamakla birlikte nérodejenerasyon goriilme siklig1 yetiskinligin orta ve geg
donemlerine dogru, yasin ilerlemesi ile artar ve daha ¢ok yasli niifusta goriilen
Parkinson Hastaligi (PH), Alzheimer Hastalig1 (AH) gibi norodejeneratif hastaliklar,
virlslerin, noronlar1 direkt 6ldiirme ya da apoptozu indiikkleme gibi yollarla néronlara
dogrudan zarar vererek nérodejenerasyona yol agmasiyla ortaya ¢ikar (Chen vd., 2015).
Przedborski ve digerleri (2003), nérodejenerasyondaki hiicre 6ltimda tiplerinin
cogunlukla ihmal edilmekte ve yazarlarin genellikle apoptoz ve nekroz uzerinde
yogunlasmakta oldugunu belirtmistir. Artmis oksidatif stres, nérodejeneratif
hastaliklarin yaygin sebeplerinden biri olarak belirtilmistir. Gittikge artan oksidatif stres,
hiicresel hasari, DNA onariminda bozulmay1 ve mitokondriyal disfonksiyonu
tetikleyebilir ki bunlar ndrodejeneratif hastaliklarin gelismesinde ve yaslanma siirecinin
hizlanmasinda anahtar faktorlerdir (Ciccone vd., 2013). Norodejeneratif hastaliklar, en
zayiflatici hastaliklardan olup diisiinmeyi, becerisel hareketleri, zihinsel fonksiyonlar1
ve hafizayi etkiler. Klinik teshislerindeki farkliliklara ragmen yasamin geg evrelerinde
ortaya ¢ikma, genis capli ndronal kayip ve beyinde protein agregatlarinin ve plaklarin
birikimi, norodejeneratif hastaliklarin ortak 6zelliklerindendir (Chowhan vd., 2013).
Norodejeneratif hastaliklar, yiizyilin en biiyiik saglik sorunlari arasindadir. En ¢ok
karsilasilanlar AD ve PD’dir. Bunlarin disinda ALS, MS ve HD de 6nemli
norodejeneratif hastaliklardandir (Buendia vd., 2015).

Norodejeneratif hastaliklarin sebepleri arasinda genetik, ¢evresel etkenler, yaslanma ve

oksidatif stres en yaygin olan faktorlerdir.

2.1.1. Genetik

Son 20 yilda, genetik kesiflerin norodejeneratif hastaliklarin anlagilmasindaki etkisi

blaydktir (Pihlstrom vd., 2017). Bu kesiflerden birisi olan gen terapisi ile



ndrodejeneratif hastaliklarin erken teshisi ve tedavisinde biiyiik ilerleme kaydedilmekte,
hiicre kayb1 ¢ok ileri seviyelere ulasmadan miidahale edilebilmektedir (O’Connor &

Boulis, 2015).

2.1.2. Cevresel Etkenler

Norodejeneratif hastaliklarin, demasin bir¢ok tiirii de dahil olmak {izere ¢evresel
etkenlere maruziyet sonucu olusabildigi diisiiniilmektedir. Baz1 ¢calismalar kirsal alanda
yasayan, zirai ilaglara ve bakir siilfata maruz kalan kisilerde Parkinson Hastalig1 ile
iliskili risk faktorleri olustugunu gostermistir (Migliore & Coppede, 2002). Bir opioid
analjezik ilag olan 1-metil-4- fenil-4-propionoksipiperidinin sentezi sirasinda agiga
¢ikan bir yan iiriin olarak MPTP’ye maruz kalinmasi1 da PH’nin risk faktorleri arasinda

gosterilmektedir (Cannon & Greenamyre, 2011).
2.1.3. Enerji, Metabolizma ve Yaslanma

Parkinson hastalarinin enerji metabolizmalari, yaslarina gore ¢ok daha fazla bozukluk
gOsterebilir. Noronal dejenerasyonda metabolizmadaki bozukluklarin etkisi ile ilgili
onemli kanitlar istemeden MPTP’ye maruz kalan bireyler {izerinde yapilan ¢caligmalarla
elde edilmistir. flacn kullanimi ciddi ve déniisiimsiiz parkinsonizm belirtileri ile
sonuglanmaktadir. Takip eden g¢aligmalar, MPTP’nin metabolitinin PH’de néronlarin
dejenerasyonunu tetikledigi ve bu dejenerasyonun etki mekanizmasmin dopaminerjik
noronlarda mitokondriyal solunum metabolizmasini  bozdugunu gdostermektedir
(Langston, 2017).

2.1.4. Oksidatif Stres

Norodejeneratif hastaliklarin etiyolojisi tamamen bilinmemekle birlikte artan oksidatif
stresin ¢esitli norodejeneratif haslaliklarda ortak rol oynadigi bilinmektedir. Sinir
hiicreleri yasamlarmi devam ettirebilmek i¢in oksidatif metabolizmaya gereksinim
duyarlar. Reaktif oksijen tiirleri (ROT), oksijenden koken alan, genellikle kisa yasam
streli ve son derece yiksek reaktif dzelliklere sahip molekillerdir. Hidrojen peroksit
(H202), hidroksil radikalleri (OH) ve serbest radikaller (O2) bu molekdllere 6rnektir
(Kim vd., 2015). Bu tiirevler DNA hasari, hiicre zarindaki lipidlerin peroksidasyonu,



protein oksidasyonunu takiben noronal Olume sebep olabilmektedir. Dopamin
metabolizmasi tarafindan uyarilan oksidatif stres sonucunda dopaminerjik noronlar
hasara ugramaktadir. Dopaminin 3,4-dihidroksifenilasetik asite (DOPAC) yikim yolagi
monoamin oksidaz (MAQ) enzimi tarafindan katalizlenmektedir. Bu tepkime hidrojen
peroksit (H202) olusturur. Hidrojen peroksit bazal ganglionlarda fazla bulunan ferréz
demir (Fe*?) iyonlarinin varhginda hidroksil (OH.) radikali olusturabilir (Fenton
reaksiyonu). Bu hipotez PH’de tedavi yaklasimlarinda da yenilikler saglamistir (Singh
A vd., 2019).

Oxygen (O,) Superoxide anion (-0,) Peroxide (-0, 2)
H:0:0:H ‘O'H ‘O H
Hydrogen Peroxide (H,0;) Hydroxyl radical (-OH) Hydroxyl ion (OH-)

Sekil 1. Elektron eklenerek yapilarindaki oksijeni azaltmalar1 sonucu olusan yaygin
ROT molekiilleri. Kirmizi noktalar eslenmemis elektronlar1 gosterir (Kim vd., 2015).

2.2.Parkinson Hastahg

Parkinson Hastaligi’nin detayli ilk tanimmin yaklasik iki yiizyil once yapilmasina
ragmen, hastaligin kavramsallastirilmas1 giiniimiizde de devam etmektedir (Kalia &
Lang, 2015). James Parkinson, semptomlara ve otopsi sonug¢larina bakarak primer
lezyonun medullada oldugunu tanimlamistir. Fritz Jacob Lewy, intraselliiler protein
agregatlari olan Lewy cisimciklerini kesfetmistir. Bu agregatlar Lewy cisimcikleri (LB)
ve sinir hiicrelerinin olusturdugu akson benzeri sitoplazmik uzantilar olan Lewy
noritleri (LN) olarak da bilinmektedir. Alfa-siniiklein (a-SYN), Lewy Patolojisi
(LP)’nin ana bilesenidir (Sulzer & Surmeier, 2013). Parkinson Hastaligi, yasla birlikte
ilerleyen kronik bir hastalik olup erkeklerde daha sik goriilmektedir.



Parkinson Hastaligi’ndaki hareket disfonksiyonu, substantia nigra pars kompakta (SNc)
bolgesindeki dopaminerjik noronlarin 6liimii sonucu olusur. Arastirmalar Parkinson
Hastalig1’nin tiim formlarimdaki dopaminerjik nérodejenerasyonda oksidatif stresin ana
rol oynadigimi gostermektedir (Trist vd., 2019). Dopamin, vicut hareketlerini kontrol
eden, beyin bolgeleri arasinda mesajlar ileten bir kimyasaldir. Hareketlerin akici ve
birbiri ile uyumlu olmasini saglar. Dopamin {ireten hiicrelerin kayb1 sonucu yeterli
miktarda dopamin iiretilemez ve Parkinson hastaliginin motor belirtileri olan titreme,
kas sertligi, yiirlime bozuklugu, diisme egilimi, viicut hareketlerinin yavaslamasi ortaya
cikar. Substantia nigra orta beyinde bulunur. Beyinde motor hareketin diizenlenmesi
gorevini listlenmis olan bazal ganglia ile yakindan iliskilidir. Substantia nigradaki
hiicrelerin zamanindan 6nce 6lmesi sonucunda bazal gangliaya yeterli dopaminerjik
sinyal gitmez. Buna bagli olarak bazal ganglianin beyin korteksindeki uyarici etkisi

azalir ve hareketlerin yavaslamasi, titreme, denge kayiplari gibi durumlar olusur.

Substantia
Nigra

Sekil 2. Substantia Nigra

Dopamin beyin sapinn {ist kisimlarinda merkezi hareket kontroliiniin yapildigi
bdlgelerdeki aksonlarda transmitter olarak gorev yapan ve tirozin amino asidinden
sentezlenen bir hormondur. Ogrenmeyi pekistirme, davranisy, bilissel islevleri, duygu
durumunu, uykuyu ve dikkati kontrol etme ve motor kontrol gibi gorevleri vardir.
Merkezi hareket kontroliiniin yapildig1 bolgelerde dopamin fonksiyonlarinin

bozulmasiyla Parkinson hastaligi ortaya ¢ikmaktadir (Birtwistle & Baldwin, 1998).
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Sekil 3. Dopamin metabolizmasi ve ROT iiretimi. Dopaminin homovanilik aside

enzimatik bozunumu, monoamin oksidaz (MAOQ), katekol-o-metil transferaz (COMT)

ve aldehid dehidrojenaz (ALDH) ile diizenlenir. Diger taraftan dopamin, kararsiz demir

iyonu (Fe®"), siklooksijenaz (COX) ya da tirozinaz (Tyr) tarafindan dopamin-0-kinona

okside edilir. Dopamin-o-kinon, Fe** tarafindan okside edilerek 6-hidroksidopamine,

asetaldehit tarafidan R-salsolinole doniistiiriiliir ki bu molekiiller daha zararh

bilesenlerdir. H2O2, dopamin ve dopamin-o-kinon oksidasyonu, Fenton reaksiyonuna

katilabilir ve karasiz Fe?* ile tepkimeye girip oksidatif strese neden olan hidroksil
radikallerini (OH) retir (Trist vd., 2019).



2.2.1. Parkinson Hastahg1 Tan Kriterleri

Son yillarda Parkinson Hastalig1’nin motor olmayan belirtileri (NMS), saglik
hizmetlerinde 6n plana ¢ikmistir. Motor belirtilerin daha 6n planda olmasina karsin,
1817 yilinda James Parkinson motor olmayan belirtileri tanimlamistir. Yorgunluk,
anksiyete, bacak agrisi, uykusuzluk, idrar kagirma ve geceleri daha sik idrar yapma,
asir1 tiikiiriik salgisi, konsantrasyon giicliigli ve depresyon motor olmayan belirtilerin en
yaygin olanlaridir (Costa vd., 2011).

Parkinson Hastali§i’nda primer motor belirtiler ise akinezi ve bradikinezidir. Akinezi
hareketi baslatmada zorluk ¢ekme, bradikinezi ise yavas hareket etme demektir. Rijidite
ise hastanin kaslarinda sertlik hissetmesidir. Motor belirtilerden bir digeri olan tremor
(titreme) dinlenmede, postiire bagli olarak ya da harekete bagl ortaya ¢ikar. Parkinson
Hastaligi’nda goriilen en yaygin tremor ¢esidi dinlenme tremorudur (Moustafa vd.,

2016).
2.2.2. Parkinson Hastaligi’nda MPP* - MPTP Mekanizmasi

MPP* (1-metil-4- fenilpiridinyum)- MPTP mekanizmasi, Parkinson Hastalig1 deney
modellerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. MPTP insanlarda ve primatlarda
neredeyse Parkinson Hastaligindan ayirt edilemeyen parkinsonizm sendromunun
olusmasina neden olmaktadir. MPTP, yiiksek oranda lipofilik olan ve kan beyin
bariyerini kolayca gecebilen bir protoksindir. Beyne ulastigi anda bir nérotoksin olan

MPP*“ye doniisiir (Serge vd., 2004).
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Sekil 4. MPTP nin astrositlerin i¢ine girmesinden sonra olusan tepkimelerin sematik
gosterimi. Kirmizi oklar glial hiicrelerin toksikifikasyondaki rolint géstermektedir
(Smeyne & Lewis, 2005).

MPTP, glia hiicreleri araciligiyla kan beyin bariyerini asar ve astrosite girer. MPDP*’ye
doniisiir ve proton kaybederek MPP* halini alir. MPP™ tek basima hiicre disina ¢ikamaz
ama bu molekiilii hiicre digina tasiyan sistem heniiz bilinmemektedir. MPP™,
ekstraselliiler alana ¢iktiktan sonra dopamin tasiyicilar1 (DAT) tarafindan dopaminer;jik
hiicrelere taginir ve diflizyon yolu ile mitokondriye girer. Kompleks I ile birlesir ve
NADH enzimini bloke ederek hiicre solunumunu engeller (Smeyne & Lewis, 2005).
Oksidatif fosforilasyonun engellenmesi sonucu mitokondri oksijen radikallerinin
iiretimine baslar (Eberhardt & Schulz, 2003) ve hiicre éltimlerine neden olur.
Dopaminerjik ndronlarin azalmasi sonucu hareketlerin kortikal kontrolii bozulur ve
insanlarda parkinson belirtileri ortaya ¢ikar (Langston, 2017). 1976’da 23 yasindaki
kimya 6grencisi Barry Kidston, bir analjezik olan 1-metil-4-fenil-4-

propiyonoksipiperidin (desmetilpirodin, MPPP) sentezlemeye ¢aligirken yanlislikla



MPTP’yi de sentezler. Bunu kendine enjekte ettikten sonra Parkinson benzeri
semptomlar gosterir. Boylece ¢esitli kimyasal maddelerin de bu tip semptomlara neden
olabilecegi anlagilmistir. Levodopa ile tedavi edilen 6grenci uyusturucu nedeniyle
oldiigiinde, otopsisinde substantia nigrada dopaminerjik néronlarin hasar gordiigii fark

edilmistir (Fahn, 1996).
2.2.3. Parkinson Hastahgi ve Tedavi Yontemleri

Parkinson Hastaligi’nin tedavisinde kullanilan baslica ilaglar levodopa, COMT
inhibitorleri, dopamin agonistleri ve monoamin oksidaz B enziminin inhibitorleridir.

Ayrica cerrahi yontem ve kok hiicre tedavisi de tedavi yontemleri arasindadir.
2.2.3.1. Levodopa

Levodopa, Parkinson Hastaligi’nin motor bulgularinin tedavisinde kullanilan ana ilagtir.
Dopamin noéronlarin1 dopamine ¢evirir ve zamanla sinaps bosluguna salinmasini saglar.
Ancak noron hasari ilerledikce bu yolak da etkinligini kaybeder ve sinapstaki dopamnin
seviyesi levodopa seviyesini géstermeye baslar ve bu durum levodopay1 kullanan
hastanim ilaca bagimli olmasina sebep olmaktadir. Ayrica bradikinezi dahil olmak {izere
cesitli motor fonksiyonlar lizerinde agir yan etkilere sebep olmaktadir (Hauser, 2009).
Levodopa, Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin tedavisindeki ana ila¢ olmasina
ragmen, Parkinson Hastalig1 i¢in sadece semptomlar iizerinde etki gostermektedir ve

hastaligin seyri lizerinde yavaslatici etkisi olmamaktadir (Korczyn, 2022).
2.2.3.2. COMT Inhibitérleri

COMT (katekol-O-metiltransferaz), levodopanin etkinligini artiran ve dopamine
doniigsmesini engelleyen bir enzimdir. Dopamin inhibitdrleri, levodopanin yan etki
olusturdugu hastalarda kullanilmaktadir (Korczyn, 2022). COMT inhibitorleri levodopa
ile kullanilir ve beyne ulagsma miktarmi artirarak levodopanin etkinlik siiresini
uzatmaktadir (Kaakkola, 2000). COMT inhibitdrleri diskinezi riskinin artmast,
hipotansiyon ve bir¢ok yan etkiye neden olmakla birlikte, COMT inhibit6rlerinden
tolkapon, ileri derecede hepatotoksisiteye sebep olmaktadir (Cakmur, 2010).



2.2.3.3. Dopamin Agonistleri

Dopamin agonistleri, antiparkinsonizm etkilerini direkt dopaminerjik reseptorler
Uzerinde gosterir ve oksidatif yolaklarla metabolize olmadiklar1 i¢in dopamin
metabolizmasini da etkileyen serbest radikal olusumunu tetiklemezler. Eger ortamda
yiiksek konsantrasyonda ekzojenik dopamin varsa endojenik dopamin salinimini
baskiladiklar1 i¢in dopaminerjik ndronlarm hasar almasini dnleyebilirler. Parkinson
Hastaligi’nin tedavisinde etkin olmalarina karsm kusma, mide bulantisi, ortostatik

hipotansiyon ve haliisinasyon gibi yan etkileri vardir (Brooks, 2000).
2.2.3.4. MAO Inhibitérleri

Monoamin oksidaz (MAO) enzimi, ndronlarin ve néron olmayan hiicrelerin
mitokondrilerinin dis membraninda bulunur ve iki formu vardir: MAO-A ve MAO-B.
MAO inhibitorleri psikiyatride depresif hastaliklarin ve nérolojide Parkinson
Hastaligi’nin tedavisinde kullanilmaktadir. Dopamin, MAO-B tarafindan deamine
edilir. Baz1 kimyasallar ile inhibe edilen MAO-B, beyinde dopaminin deaminasyon
mekanizmasini olumsuz etkileyerek dopamin miktarmin artmasina neden olmaktadir

(Yamada & Yasuhara, 2004).
2.2.3.5. Cerrahi Yoéntem

Ciddi derecede motor fonksiyon kaybi1 olan hastalara cerrahi tedavi yontemi de
uygulanmaktadir ama bu yontem hastanin levodopaya olan cevabini1 6nemli 6lgiide

artrrmamaktadir (Walter ve Vitek, 2004).

2.2.3.6. Kok Hucre Tedavisi

Parkinson Hastaligi’nin bir diger tedavi yontemi de kok hiicre tedavisidir. Dopaminer;jik
prekirsorlerin transplantasyonu ile motor fonksiyonlarda ilerleme gozlense de kok
hiicre tedavisi, kok hiicrelerin heniiz farklilagsma yetenegi olmadigi i¢in karmasik ve

uygulanmasi zor bir yontemdir (Pradhan vd., 2022).
2.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Norodejeneratif hastaliklarin etiyolojisi heniiz tam olarak bilinememekle beraber artmis

oksidatif stresin potansiyel sebepler arasinda oldugu agiklanmistir. Biriken oksidatif



stres, hiicresel hasara, DNA onarim sisteminde bozukluklara ve mitokondriyel
disfonksiyona sebep olur ki bu belirtiler de yaslanmada ve norodejeneratif hastaliklarin

olusmasinda biiyiik rol oynamaktadir (Kim vd., 2015).
2.3.1. Glutatyon (GSH)

1960’larda superoksitin kesfi ile reaktif oksijen tiirlerinin biyolojik dnemi de artmaya
baslamistir. Bu durum bitkilerdeki glutatyona ilgiyi tetiklemistir. Glutatyon bitkilerde
strese dayaniklilikta 6nemli rol oynamaktadir. Goriisler glutatyonun gelismeye baslayan
oksidatif stres sinyallerinin iletilmesinde rol aldig1 yoniindedir. Giiniimiizde glutatyonun
bitkilerde redoks reaksiyonlarinda, hiicre homeostasisinde ve hiicre savunma
mekanizmasinda 6nemli rol oynadigi ¢ok agiktir (Noctor vd., 2011). Noronlar vicuttaki
en aktif hiicrelerdir ve saglikli calisabilmeleri i¢in yeterli miktarda oksijene ve glukoza
ihtiya¢ duymaktadirlar. Ancak serbest oksijen radikallerinin miktar1 hiicrelerin yok
edemeyecegi kadar artarsa, oksidatif stres meydana gelir ve ndrodejeneratif hastaliklarin
olusumuna katk1 saglanir. Serbest oksijen radikalleri lipid membranlara, DNA
biitlinliigiine ve hiicre solunumuna negatif etki etmektedir. Sinir sisteminin diger
bolgelerindeki kayiplarla beraber 6zellikle substantia nigra pars compactadaki
dopaminerjik néronlarin kaybi1 Parkinson Hastaligi’nin ana sebebidir. Substantia
nigranm neden bu kadar etkilendigi bilinmemekle birlikte, substantia nigray1 oksidatif
strese kars1 savunmasiz yapan birgok 6zelligi vardir (Smeyne vd., 2013). Hidrojen
peroksit (H20.), superoksit anyonu ve hidroksil radikali (HO) reaktif oksijen tirlerinin
orneklerindendir (Imlay & Linn, 1988). Beyindeki serbest radikallerin
uzaklastirilmasinda GSH 6nemli bir yere sahiptir. Glutatyon ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda gorevli bir antioksidan olup izomerizasyon reaksiyonlarinda
kofaktor olarak gorev yapmakta, sisteinin depolanmasinda ve tasinmasinda goérev
almaktadir. Hiicre sayismin artmasmda 6nemlidir ve ribonukleotidlerin
deoksiriboniikleotidlere indirgenmesini saglamaktadir. Hiicre igerisinde glutatyonun
yiksek konsantrasyonlari, reaktif oksijen tlrlerine kars1 hiicrenin savunma sisteminde
oldukca 6nem arz etmektedir. GSH, enzimatik olmayan yolaklar ile radikallerle
etkilesime girmekte ve peroksitlerin indirgenmesinde elektron vericisi olarak gorev
yapmaktadir (Poole, 2015).
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Sekil 5. Glutatyon yapisi

2.3.2. Glutatyon Sentezi

Glutatyon, glutamat sistein ligaz (y-glutamilsistein sentaz) ve glutatyon sentaz (y- L-
glutamil-L- sistein: glisin ligaz) enzimlerinin katalizledigi iki asamali bir mekanizmayla
glutamat, sistein ve glisinden sentezlenir (Sekhar vd., 2011). Glutatyonun biyuk bir
kism1 hiicre sitoplazmasinda, 5%-15%’lik kism1 da glutamat sistein ligaz (GCL) enzimi
yeterli olmadig1 icin kendisi sentezleyememesine ragmen mitokondride bulunmaktadir.
GCL, glutamat ve sisteinin y-glutamilsistein (yGluCys) dipeptidini olusturdugu ilk
asamay1 diizenlemektedir. y-glutamil-sistein, GSH sentetaz enziminin katalizlemesiyle
glisin ile tepkimeye girer ve glutatyonu olusturur. Glutatyon GCL’nin feedback
inhibisyonu sayesinde kendi sentez tepkimelerini diizenleyebilmektedir. ikinci
tepkimede ise EAACI enzimi glutamat ve sisteini birlestirmekte ve y-glutamilsistein
olugturmaktadir. Sonrasinda y-glutamilsistein, glisin ile tepkimeye girmekte ve
glutatyon olusmaktadir. Bu tepkimeler ATP kullanilarak devam etmektedir. Beyin,
viicut agirhginin 2% ’sini olusturmakla birlikte viicudun iirettigi ATP nin 20%’sini

kullanmaktadir (Aoyama vd., 2008).
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Sekil 6. Glutatyon sentez metabolizmasi. Glutatyon sentezi glutamat, glisin ve sistin
aminoasitlerini gerektirir ve ATP’nin kullanildig1 iki asamada sentezlenir (Aoyama vd.,
2008).

2.3.3. Glutatyon Metabolizmasi

Glutatyon, hiicreleri reaktif oksijen tiirlerinin de dahil oldugu i¢ ve dis toksinlerden
korumaktadir. Bu radikaller glutatyon ile herhangi bir enzime ihtiya¢g duyulmadan
tepkimeye girmektedir ancak hidroperoksitin etkilesimi glutatyon proksidaz enzimini
gerektirmektedir (Martin & Teismann, 2009). Glutatyon ile etkilesime giren reaktif
oksijen tirleri hidroksil radikalleri, lipid peroksil radikalleri, peroksinitrit ve H20- gibi
molekiillerdir. Bu tepkimelerde, GSH osidasyona ugrayarak glutatyon distiilfite (GSSG)
doniismekte ve glutatyon rediiktaz tarafindan tekrar GSH sentezlenerek yerine
konmaktadir. Glutatyon peroksidaz, H>O>’nin ve diger peroksitlerin GSH-bagimli
reduksiyonunu katalizlemektedir (Wu vd., 2004).

2.4. Peroksizom Proliferator Aktivator Reseptorleri (PPAR)

PPAR, hiicre farklilagmasu ile ilgili genleri kontrol eden niikleer hormon ailesindendir.

Lipid, glikoz ve enerji homeostazisinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.



PPARa, PPARB/S ve PPARY olmak iizere {i¢ formu vardir. Tiim PPAR’lar homeostazi,
lipid ve glikoz metabolizmasi, hiicresel farklilagsma gibi metabolik olaylarda rol
almaktadirlar. PPAR’lar ligand baglanmasiyla bazi reseptorler ile etkileserek gen
ekpresyonunu diizenlemektedirler (Mirza vd., 2019). PPARy adipoz dokuda, endotel
hiicrelerde ve dolagim sistemindeki diiz kas hiicrelerinde bulunmakta ve inflamasyon ile

aterosklerozu azaltmaktadir. PPARY lipid ve glikoz metabolizmasini diizenlemekte ve

glitazonlar grubundan sentetik ligandlar, insiilin ve glikoz verilerini iyilestirmektedir

(Janani & Kumari, 2015).

4cid.pdb: PPAR-a 30z0.pdb: PPAR-5 6enq.pdb: Human PPAR-y

Sekil 7. PPAR izoformlari. Mavi ile gosterilen PPAR’lar N-terminusu, beyaz ve kirmizi
ile gosterilenler C-terminusu géstermektedir (Mirza vd., 2019).

2.4.1. PPARy Agonistleri

PPARY molekiiler sensor gibi davranmaktadir. Yapilan son ¢alismalarda PPARy nin,
beyinde antiinflamatuar gorev yaptigi ve daha ¢ok mikroglia ve astrositlerde bulundugu
gosterilmektedir. Son yillarda yapilan hayvan deneylerinde ndrolojik ve
kardiyovaskiiler hastaliklarda PPARy’nin koruyucu etkileri dikkat ¢ekmektedir.
Romatoid artritin sebep oldugu inflamasyon, hastalarin ilerleyen donemlerde
aterogeneze bagli koroner hastaliga sahip olma riskini artirmaktadir. PPARYy

agonistlerinin romatoid artrite bagl inflamasyonu azaltti31 saptanmigtir. Koroner



arterlerdeki hicrelerde reaktif oksijen tirlerinin tretimini azaltmaktadir. Ayn1 zamanda
Parkinson Hastaligi’na bagli semptomlarda azalma ve dopaminerjik néronlarin

korunmasinin iyilesmesi de bulgular arasindavdir (Kapadia vd., 2009).
2.4.1.1. Pioglitazon

PPARYy agonisti tiyazolidindiyon (TZDs) grubu ilaglar, diyabet tedavisinde insilin
direnci lizerinde kullanilmaktadirlar. Ayn1 zamanda aterosklerotik plaklarin olusumunu
baskilayic1 6zellikleri vardir. C- reaktif proteinler (CRP) gibi inflamatuar isaretleyici
molekiilleri azaltarak inflamasyonu azaltirlar (Xu vd., 2018). Son yillarda, PPARYy
agonistlerinin inflamasyonu azaltici, oksidatif stresi ve apoptozu onleyici
ozelliklerinden dolay1 ndrolojik hastaliklar umut vermektedirler. MS, Alzheimer
Hastalig1, Parkinson Hastalig1 ve serebral iskemi {izerindeki noroprotektif 6zellikler
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Laloux vd., 2012). Lipopolisakkaritler kullanilarak
olusturulan bir noroinflamasyon modelinde pioglitazon, glia aktivitesini azaltmus,
mitokondri aktivitesini artirmus, striatal dopamini eski diizeyine getirmis ve oksidatif
stresi azaltmistir. MPTP ile olusturulan in vivo Parkinson Hastaligi modelinde,
pioglitazon agi1z yoluyla kullanildiginda substantia nigra pars kompaktadaki
dopaminerjik néron kaybini azalttigi goriilmiistiir (Swanson vd., 2011). In vitro ve
preklinik ¢alismalarda glitazonlarin nérodejeneratif hastaliklarda néroprotektif olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Buna ragmen hangi PPAR gama agonistinin daha
etkin oldugu ve s6z konusu reseptdr harici farkli koruyucu mekanizmalar1 da

kullananlarm olabilecegi belirsizligini korumaktadir.
2.4.1.2. Tideglusib

Tideglusib tiyadiyazolidinyon ailesinden bir glikojen sentez kinaz 3 (GSK-3p)
inhibitorudir. GSK-3, a. ve B olarak iki izoformu olan ve hicre 6lumtinde 6nemli rol
oynayan bir pleitropik kinazdir. GSK-3f inhibisyonu Parkinson tedavisinde potansiyel
bir segenek olarak goriilmektedir. Son zamanlarda yapilan bir ¢aligmada tideglusibin
niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2-ARE)’nin hiicre yagamini artirabildigi
ve Parkinson etkenlerinin zitt1 seklinde davranabildigi gosterilmistir (Li vd., 2020).
Ancak bu konuda heniiz yeteri kadar ¢caligma yapilmadigi i¢in tideglusibin hiicre

canliligin1 artirmadaki rolii tam olarak bilinmemektedir.



2.5. Nrf2-ARE Yolag

Hiicrelerin oksidatif strese verdigi tepkiler farkli savunma sistemleri ile
diizenlenmektedir. Faz Il antioksidant tepkisi, bu savunma yolaklarmin en 6nemlisi
olarak kabul edilmektedir ve transkripsiyon faktor (Nrf2) ile dizenlenmektedir. Nrf2,
GR, GST, y-glutamilsistein sentetaz (y-GCS) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi birgok
enzimin kurucu ve indiikleyici genlerinden sorumlu bir yolaktir (Buendia vd., 2016).
Normal sartlarda Nrf2, Kelch benzeri ECH iligkili protein 1 (Keap1) tarafindan inhibe
edilir ve sitoplazmada tutulur ancak hiicreler ROT benzeri oksidatif strese maruz
kaldiklar1 zaman Keap1 bloke edilir ve Nrf2’y1 inhibe edemez ve Nrf2 hiicre
cekirdegine girer. Kiicik Maf proteini (sMaf) antioksidan cevap elementine (ARE)
baglanir ve ARE genleri aktive edilerek antioksidan cevap ortaya ¢ikar. GSK-3,
Nrf2’nin ¢ekirdekteki inhibisyonunu saglar (Barancik vd., 2016).
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2.6. Parkinson Deney Modeli Olusturma

Parkinson Hastalig1 sadece semptomatik tedavisi olan ve hastalarin giinliik yasamlarini
olumsuz etkileyen ilerleyici bir hastaliktir. Giinlimiizde uygulanan tedavilerin ve
hastaligi tedavi edici ilaglarm gelistirilebilmesi igin in vivo ve in vitro modeller Gizerinde

caligma yapilmasi gerekmektedir.
2.6.1. In Vitro Model SH-SY5Y Hiicre Hatt1

SH-SYS5Y hiicre hatti, ndrodejeneratif hastaliklar ile ilgili hiicresel diizeyde
caligmalarda kullanilan ve SK-N-SH hiicre hattinin bir alt hatt1 olan néroblastoma hiicre
hattidir. 1970 yi1linda metastatic ndroblastoma hastasi olan bir kiz cocugunun kemik iligi
biyopsisi alinmasi ile kesfedilmistir (Xicoy vd., 2017). SH-SY5Y hucreleri dopamine
iiretme 6zelligine sahiptir ve sadece dopaminerjik néronlarda bulunan dopamine
tastyicilarini (DAT) bulundurur. Son olarak SH-SY5Y hiicreleri sadece diisiik
seviyedeki dopamin reseptorlerini gosterir bu nedenle dopamin agonistlerinin
noroprotektif 6zellikleri gdsterilebilir. Yukarida sayilan 6zellikler ile SH-SY5Y
hicreleri dopaminerjik néronlara ¢ok benzemekte ve Parkinson Hastaligi in vitro deney

modellerinde en ¢ok kullanilan hiicre hatt1 olmaktadir (Xie vd., 2010).






Gereg ve YOntem

3.1. Tez Cahsmasinda Kullanilan Araclar

o MPP™ (1-metil-4-fenilpiridinyum) (Sigma)

. LDH (Sigma)

o DMEM-F12 besiyeri (Sigma)

o FBS (fetal sigir serumu) (Biowest)

. Tripsin

. PBS

. Tideglusib (NP-12, NP031112) (Sigma)

o Pioglitazon (Sigma)

o Antikorlar (anti Nrf2, anti-HO-1, anti-NQO1, anti-GSK-3p) (Cell Signaling)
o Revers Transkriptaz PCR (cDNA sentezi) Kiti (Thermo Scientific)

o Glutatyon Rediiktaz Kit (ECGR-100) (EnzyChrom)

o Glutatyon S-Transferaz Aktivite Kalorimetrik Tayin Kiti (Biovision®, ABD)
o Glutatyon GSH/GSSG Tayin Kiti (Biovision®, ABD)

o LDH Sitotoksisite Kiti (88953) (Pierce)

o BCA Protein Miktar Tayin Kiti (Thermo)

. MasterPure RNA izolasyon Kiti (Epicentre)

o LightCycler 480 SYBR Green | Master Kit (Roche)

3.2. Tez Cahsmasinda Kullanilan Cozeltiler

20mM MPP* (MA= 297.13):

29.71mg MPP* tartildi. DMEM (FBS ve L-glutamin icermeyen) besiyeri icerisinde 5ml
olacak sekilde hazirlandi. Istenen konsantrasyonlar besiyeri icinde seyreltilerek
hazirlandi. Karanlikta muhafaza edildi.

25uM Tideglusib (MA= 334.39):

1.5mg tideglusib tartild1 ve 8.89ml DMSO igerisinde ¢oziindiiriilerek 500uM olacak
sekilde hazirlandi. Hazirlanan karisimdan 50ul, igerisinde 950ul DMEM besiyeri
bulunan bagka bir ependorfa aktarilarak 25uM tideglusib hazirland:. Istenen



konsantrasyonlar, kullanilacagi zaman stok ¢ozeltiden besiyeri ile seyreltilerek
hazirland.

50uM Pioglitazon (MA= 392.90):

1mg pioglitazon.HCI tartildi ve 10.18ml DMSO igerisinde ¢oziindiiriilerek 250uM
olarak hazirlandi. Hazirlanan karisimdan 200pl, igerisinde 800l DMEM besiyeri
bulunan bagka bir ependorfa aktarilarak 50uM pioglitazon hazirland1. Istenen
konsantrasyonlar, kullanilacagi zaman stok ¢ozeltiden besiyeri ile seyreltilerek
hazirland1.

100mM tBHQ:

1,66 mg tBHQ, 1ml DMSO igerisinde ¢ozlinduruldd. 100l 100mM tBHQ Uzerine
9.9ml FBS icermeyen DMEM eklenerek 1mM olacak sekilde hazirlandi.

3.3. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Yapilan deneylerde E.U. Tip Fakiiltesi T1bbi Biyoloji Ana Bilim Dal1 gretim iiyesi
Dog. Dr. Cigir Biray Avci’dan temin edilen insan noroblastoma hiicre hatt1 (SH-SY5Y)
kullanildi. Glutamaterjik ve dopaminerjik reseptorlere sahip olan bu hiicre serileri,
hlcresel diizeyde Parkinson hastaligi deney modeli olusturmak amaciyla
kullanilmaktadirlar. Calisma siiresince hiicreler %10 fetal sigir serumu (FBS), 2mM L-
glutamin, 100U/ml steril besi yeri kullanilarak hiicre kiiltiir kaplarina ekildi, %5 CO2 ile
37°C sicaklikta inkiibasyona birakildi ve besiyeri uygun araliklarla degistirilerek
cogaltildi, 1:4 oraninda pasajlandi. Deneyler sirasinda hiicre serilerinin kullanimi 20
pasajlama ile smirlandirildi. istenilen hiicre sayisi elde edildikten sonra, hiicreler tripsin
(%0.25) ile kiiltiir kaplarindan kaldirild1 ve santrifiij edildikten sonra supernatant atild1.
Thoma lamina yerlestirildi ve invert mikroskop ile sayildi. Caligma i¢in gereken hiicre
sayisini iceren miktarlar, deneyden 24 saat once FBS igermeyen besiyeri ile 6- ya da 96-

Kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi.
3.4. MPP*/Tideglusib, MPP*/Pioglitazon Deney Plani

MPP™ igin IC50 degeri ve siire, tideglusib ve pioglitazon i¢in doz-yanit egrileri “1-metil-
4-fenilpiridinyum (MPP™) ile Olusturulan Parkinson Hastaligi Deney Modelinde
Tideglusib ve Pioglitazonun Nrf2/ARE Yolag1 Uzerine Etkisinin Arastirilmas1” baslikh



projenin ilk kisminda belirlenmistir. Belirlenen dozlarla, ¢alismanin geri kalaninda
olusturulan deney plan1 ve hiicrelerin toplama yontemi asagidaki gibidir:

3, 6, 12 ve 24 saatlik uygulamalar yapildi. Her saat i¢in 2’ser kiiltiir kabi ile ¢alisild1.
Her kuyucuga 1x10° hiicre ekildi. Hiicreler ¢calisma saatinden 24 saat dnce ekildi.

100X konsantrasyonda hazirlanan ajanlardan gerekli dozlarda seyreltmeler yapilarak
kullanildi.

3.4.1. Ajanlarla Muamele

6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda her kuyucuga 1x10° hiicre ve 1ml/kuyucuk DMEM
ekildi. Hiicrelerin yapismasi i¢in 24 saat beklendi. Ajan uygulamalar1 asagidaki dozlarla
yapildi:

. Sadece MPP*’1i gruplara, 150ul 20mM MPP* + 350ul besiyeri

. MPP™ + tideglusib gruplarma, 150l 20mM MPP* + 150ul 25uM tideglusib +
200ul besiyeri

o MPP™ + pioglitazon gruplarina, 150l 20mM MPP* + 150ul 50uM pioglitazon +
200ul besiyeri

o Sadece tBHQ gruplarina, 150ul 1mM tBHQ + 350ul besiyeri

Hucreler ekildikten sonra 3, 6, 12 ve 24 saatlik uygulamalar icin pre-treatment
uygulamasi yapildi. Pre-treatment uygulamada sadece MPP*’li gruplara 350ul besiyeri,
MPP* + tideglusib gruplarma 150ul 25uM tideglusib ve 200ul besiyeri, MPP* +
pioglitazon gruplarina 150ul 50uM pioglitazon ve 200ul besiyeri, sadece tBHQ
gruplarina, 150ul 1mM tBHQ ve 350ul besiyeri eklendi. %5 CO; ve 37°C’de 1 saat
inkiibe edildi. 1 saat sonunda kontrol ve tBHQ gruplar1 hari¢ 150ul MPP* eklendi ve 3,
6, 12, 24 saat karbondioksit inktbatdriinde beklendi.

3.4.2. Hiicrelerin Toplanmasi

6-kuyucuklu plakalar buz {izerine alindi. Bu asamadan sonra islemlere kabin diginda
devam edildi. Plakalardaki besiyerleri pipet yardimi ile uzaklastirildi. Kuyucuklara 1ml
soguk 1XPBS konuldu ve 10 kez pipet ucu ile ¢ek-birak yapilarak hiicrelerin kalkmas1
sagland1. Her grup kendi adinin yazili oldugu ependorflara alindi. Kuyucuklara tekrar
Iml soguk 1XPBS konuldu ve buz zerinde bekletildi. Ependorflar 10.000rpmx1dKk.



stireyle +4°C’de santrifiij edildi. Supernatant atildi. Kuyucuklardaki PBS tekrar 10 kez
cek-birak yapilarak ayni ependorflara aktarildi. Kuyucuklara tekrar 1ml soguk PBS
konuldu. Bu islem toplam 3 kez tekrarlandi. En son iistteki siv1 alindiktan sonra hiicreler
tekrar santriflij edildi. Hiicrelerin iizerinde hi¢ sivi kalmamasina dikkat edilerek kalan

siv1 topland1 ve hiicreler -80°C’ye kaldirildi.
3.5. Hiicrelerden LDH Salimmmnin Olgiilerek Hiicre Oliimiiniin Tespiti

LDH, bir¢ok farkl hiicre tipinde bulunan sitozolik bir enzimdir. Hiicre membrani
hasarlandiginda, sitozoldeki LDH hiicre digina salinir. Bu yontemle uygulanan ajanlarin
hiicre 6liimiine katkis1 veya hiicre 6liimiinii azaltici etkilerini belirlemek tizere laktat
dehidrogenaz enziminin sitoplazmadan kiiltiir ortamia gegisine bakildi. LDH salinimi1
LDH Sitotoksisite Kiti (Pierce, 88953) kullanilarak belirlendi. Tideglusib, pioglitazon,
tBHQ ile MPP™ ajanlar1 uygulandi. Reaksiyon karigimi hazirlamak igin 1sise substrat
karigimi1 11.4ml distile suda ¢oziindiiriildii. 1 sise deney tamponu (assay buffer) (0.6ml)
oda sicakliginda, 1s1iktan korunarak bekletildi. Reaksiyon karigimi degerlendirme
tamponu ve substrat karigimi kullanilarak hazirlandi ve 1siktan korundu. Pozitif kontrol
icin, 1ul LDH Positive Control 10ml PBS ile karistirilarak hazirland.

Ajanlarin uygulandig1 kuyucuklarin her birisine 10l lizis tamponu (10X) eklendi ve
hafif¢e galkalandi. %5 CO», 37°C’de 45dk. inkiibe edildi. Kuyucuklardan 50ul medium
aliarak temiz 96-kuyucuklu plakaya aktarildi. Uzerine 50pl reaksiyon karisimi ilave
edildi. Plaka, 30dk. boyunca 1siktan korunarak oda sicakliginda bekletildi. Reaksiyon,
kuyucuklara 50ul durdurma c¢ozeltisi eklenerek durduruldu. 490nm dalga boyunda,
mikroplaka okuyucuda (Multiscan Go, Thermo Scientific) absorbanslar 6lculdu.
Referans dalga boyu olarak 680nm kullanildi. Ayrica ajan uygulanan 6rneklerle birlikte
sadece lizis ¢Ozeltisi ve hiicre iceren bir pozitif kontrol grubu ile herhangi bir uygulama

yapilmamis kontrol grubu kullanildi. Hesaplamada kontrole gére degisim (%) olarak

ifade edildi.



3.6. Hicrelerin Homojenize Edilmesi ve Protein Miktar: Tayini

3.6.1. Hucrelerin Homojenizasyonu

6-kuyucuklu petri kaplarna ekilen ve ajanlar uygulandiktan sonra tripsin yardimiyla
kaldirilan ve -80°C’de saklanilan hiicre pelletleri ¢ikarildi, 30dk. buzda bekletildi.
Uzerlerine 1X halt proteaz inhibitdr kokteyli igeren ve deney giinii hazirlanan soguk
lizis tamponundan 80pl eklendi. Ependorflar 6nce 20sn. vortekslendi ve 5dk. buzda
bekletildi. Daha sonra 10sn. vortekslendi ve 5dk. buzda bekletildi. En son 5’er sn.
vortekslenip 5’er sn. buzda bekletilerek 30dk. tamamlandi. 30dk. sonunda ependorflar,
14.000rpm x 15dk. +4°C’de santrifiij edildi. Ependorflardaki supernatant,
pelletlenmemesine dikkat edilerek temiz ependorflara alindi. Bu kisim sitoplazmik
ekstrakti iceren supernatanttir. Hiicre pelletleri -80°C’ye kaldirildi. Supernatantlar

protein miktar tayini i¢in kullanildi.

3.6.2. Protein Miktan Tayini

Bikinkoninik asit (BCA) Protein Assay Kiti, total proteinin miktarinin ya da

+2>5 +:|,9e

kalorimetrik olarak belirlenmesini esas alir. Bu yontemin asli, Cu™’nin Cu

indirgenmesi ile ortamda artan Cu*¥’in kalorimetrik olarak dl¢iilmesine dayanir.
BCA’nin, 562nm’de koyu mor renk vermesiyle karakterize olur. BCA ile birlikte dort
amino asit (sistein, sistin, triptofan, tirozin) bu tepkimede gorev alir. Bu yontemle
birlikte glutatyon ile iliskili protein (GR, GSTs, GSH) analizi yapildi. PPARy ve Nrf2

ile Keapl yolaklarindaki degisimler gosterildi.
3.6.2.1. Standartlarin ve Calisma Cozeltisinin Hazirlanmasi

Standart olarak kullanilacak olan sigir serum albiimini (BSA), calisma ¢ozeltisine gore
orani (sample to WR ratio) 1:8 olacak sekilde distile su ile seyreltildi. Calisma ¢ozeltisi
olarak 50:1 oraninda Reagent A:B hazirland1 (Ornek sayisix 200ul). 6ml Reagent A ve
120l Reagent B kullanildi.

Orneklerden 25ul elde edebilmek igin protein konsantrasyonlarindaki farklihiga gore 1:5

oraninda lizis tamponu ile seyreltildi (Sul 6rnek + 20ul lizis tamponu). Mikroplakaya



25ul 6rnek/standart konuldu. Korler, i¢in sadece 25ul lizis tamponu kullanildi.
Uzerlerine 200ul WR ilave edildi ve calkalayicida 30sn. calkalandi. Mikroplakanin
Uzeri aliiminyum folyo ile kapatilarak, mikroplaka 37°C’de 30dk. inkiibasyona birakildu.
Daha sonra oda sicakligina (25°C) getirilerek 562nm dalga boyunda, mikroplaka
okuyucu (Multiskan Go, Thermo Scientific) ile absorbans dl¢ildi. Bilinen BSA
konsantrasyonlarina kars1 okunan absorbans degerleri kullanilarak ¢izilen standart egri

grafigi yardimi ile 6rneklerdeki protein miktar tayin edildi.

3.7. Glutatyon ile iliskili Protein Analizi

3.7.1. Glutatyon Reduktaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Calisma ¢ozeltisi (WR), 15 6rnek olacak sekilde hazirlandi. Cozeltiye; 120ul substrat,
120ul co-substrat, 151l GDH, 7.5ul DTNB ve 1050ul Assay Buffer konuldu. 96-
kuyucuklu kiiltiir plakasinda koérlere 20l lizis tamponu ve kalibratorlere 100ul
kalibrator ve 100ul assay buffer konuldu. Kuyucuklara her érnekten 20ul konuldu ve
uzerine 80ul WR eklendi. Plaka 25°C’de 10 dk inkiibe edildikten sonra 412nm ile

okundu. 30 dk sonra okuma islemi tekrarland1.
3.7.2. Glutatyon S-Transferaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Her kuyucukta son hacim 200ul olacak sekilde kor gruplar igin, 3 kuyucuga 170l assay
buffer ve 20ul glutatyon eklendi. Pozitif kontrol gruplari igin, 3 kuyucuga 150l assay
buffer, 20ul glutatyon ve 20ul seyreltilmis GST konuldu. Ornek kuyucuklari igin, 150pl
assay buffer, 20ul glutatyon ve 20ul 6rnek konuldu. Kuyucuklara eklenen 6rnek
miktarlar1 her zaman 20ul’dir. Daha sonra her bir kuyucuga 10ul CDNB ekleyerek
tepkime baslatildi. 96-kuyucuklu plaka hafifce ¢alkalanarak karistirildi ve 10dk boyunca
her dakikada 340nm ile okuma islemi yapildu.

3.7.3. Toplam Glutatyon Miktar degerlendirilmesi

Scavenger, DTNB ve assay buffer oda sicakliginda bekletildi. 2X assay buffer, 2X
dH-0 ile seyreltildi.

Deproteinizasyon prosedir:



0,1g TCA ve 1ml distile su kullanilarak MPA ayraci deney giinii taze olarak hazirland.
MPA ayracindan 65l alinarak 25ul’lik 6rneklerin iizerine eklendi ve vortekslendi.
Daha sonra 14.000rpm’de 5dk santrifiij edildi. Her kuyucugun toplam hacmi 200ul
olacak sekilde 6rnek sayisina gore hesaplandi ve yeni ependorflara alinan 12l
supernatant tizerine 488l assay buffer eklendi. Bu islemi takiben 96-kuyucuklu plakaya
kullanilan her kuyucukta 200ul son hacim olacak sekilde drnekler paylastirildi.
Glutatyon degerlendirmesi:

Standartlar1 hazirlamak igin 6l 100uM standart, 1994l dH.O ile 300uM olacak
sekilde seyreltildi. Daha sonra 3uM’lik premix hazirlamak i¢in 10l 300uM GSH ve
990ul assay buffer karistirildi. Standartlar dort ayr1 ependorfta;

1.  ependorfta 500ul premix ve Oul assay buffer,

2. ependorfta 300ul premix ve 200ul assay buffer,

3. ependorfta 150ul premix ve 350ul assay buffer,

4.  ependorfta Oul premix ve 500ul assay buffer olacak sekilde seyreltildi.

Daha sonra her kuyucuga 200ul son hacim olacak sekilde standartlardan konuldu.
Calisma ¢ozeltisi (WR) hazirlamak i¢in; tiim 6rnek sayisina yetecek kadar hesaplanarak
2.625ul assay buffer, 25ul GR enzim, 6.25ul NADPH ve 12.5ul DTNB karistirildi.
Daha sonra kullanilan her kuyucuga 100ul WR eklendi. Orneklerden 200pul ve
standartlardan da 200ul eklenerek iyice Karistirildi. 412nm okuyucuda baslangigta ve
10.dk’da okuma iglemi yapildi.

3.8. Nrf2/ARE Yolag ile iliskili mRNA Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimin

Gozlenmesi

3.8.1. Gruplarin Olusturulmasi

Daha 6nceden belirtildigi gibi toplanan ve -80°C’ye kaldirilan ndroblastoma hiicreleri
kullanildi. Nrf2 ile iligkili genlerdeki degisim incelendiginden karsilastirmak amaciyla
Nrf2 aktivatori (indlkleyicisi) olan tert-butilhidrokinon (tBHQ) uygulanan gruplar,
pozitif kontrol grubu olarak kullanilda.



3.8.2. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in MasterPure RNA izolasyon Kiti (Epicentre) kullanildi.
Hiicre pelletinin Gizerine 300yl hiicre lizis tampon ve 1pul proteinaz K eklendi. Ornekler
65°C’de 15dk bekletildi ve tizerine 175ul protein presipitasyon ¢ozeltisi eklendi, 15sn
karigtirildi. +4°C’de 12.000rpm’de 15dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
supernatant dikkatli bir sekilde alinarak yeni ependorflara konuldu. +4°C sicaklikta
12.000rpm’de 15dk santrifiij edildi ve supernatant uzaklastirildi. Ependorflarin dibinde
kalan RN A’larn {izerine 500ul %70 konsantrasyonda soguk etanol eklendi ve
ependorflar 7.500rpm’de 10dk santrifiij edildi, etanol uzaklastirildi. Ependorflar agzi
acik bicimde 10dk boyunca etanoliin ugmasi i¢in oda sicakliginda bekletildi. Uzerlerine
25ul Tris-EDTA ilave edildi ve hafifce ¢calkalandi. Buz lizerinde iki dakika bekletildi.

3.8.2.1. Total RNA Konsantrasyonunun Ve RNA Safliginin Belirlenmesi

Spektrofotometreye 2ul total RNA 6rnegi konuldu ve 260nm ile 280nm dalga
boylarinda ayr1 ayr1 absorbanslar1 6lgiildii. A260/A280 oran1 RNA’nin kalitesini

belirler. Ideal olan, bu oranin 1.6-2 arasinda olmasidir.
3.8.2.2. Total RNA Konsantrasyonunun 1ug/ul’ye Standardizasyonu

Tum orneklerdeki RNA icerikleri 1ug/ul olacak sekilde seyreltilme yapildi. Bunun i¢in
4ul’lik RNA 6rnegi tizerine eklenecek DEPC-su hacmi hesaplandi ve boylece 1ug/ul
konsantrasyonda RNA ¢ozeltisi elde edildi.

3.8.3. Total RNA’dan Revers Transkripsiyon Yontemi ile cDNA Sentezi

4ul 1ug/ul seyreltilmis RNA 6rnegi, 1ul random hekzamer primer ve 6ul apirojen su
(niikleaz icermeyen su) PCR tiipiinde, buz iizerinde karistirildi. Mikrosantrifiijde 3-5sn
karistirilarak damlalarin diismesi saglandi. Daha sonra tiipler, GC-zengin RNA’larin ve
RNA’daki ikincil yapilarin denatiirasyonu i¢in 75°C’de 5dk inkiibasyona birakildi. PCR
tiipleri buz iizerine alind1 ve mikrosantrifiijde 3-5sn karistirildi. Bu islemden sonra kag
ornekle caligilacaksa o sayiya gore “’havuz’’ hazirlandi: 100ul 5X reaksiyon tamponu,
25ul ribondkleaz inhibitdr ve 50ul 10mM’lik ANTP mix kullanildi. Havuzdan her
ornege 7l ilave edildi ve hafifce karistirildi. 25°C’de 5dk inkiibasyona birakildi. PCR



programi; enzimin etkili oldugu 42°C’de 1 saat, enzimin inaktive edildigi 94°C’de 7

dakika siireyle devam etti. Olusan cDNA’lar -20°C sicaklikta saklandh.
3.8.4. Real-Time PCR Yontemi ile cDNA Amplifikasyonu

Real-time PCR yontemi ile mRNA analizi igin LightCycler® 480 SYBR Green

I Master Kit (Roche) kullanildi. Deneyden 6nce, kullanilan primerler 100uM olacak
sekilde seyreltildi ve daha sonra 10uM’a getirildi. SYBR Green I Master Mix (2X)
deneyden hemen once eklendi. cDNA’lar 1:25 oraninda seyreltildi. PCR tiipiine Sul
seyreltilmis cDNA, tizerine 1l ileri ve geri primerler ile 3ul nikleaz icermeyen su
eklendi. Son olarak tuplere 10ul SYBR Green | Master Mix (2X) eklendikten sonra
PCR cihazina (FABAL Roche-LightCycler 480 System (96-well)) yerlestirildi. Negatif

kontrol tiiplerinde sadece niikleaz igermeyen su kullanildi.

3.9. PPARYy Protein Diizeyindeki Degisimin Gozlenmesi

3.9.1. Gruplarin olusturulmasi

3, 6, 12 ve 24 saatlik uygulamalar sonucunda, SH-SY5Y hiicreleri 6nceden belirtildigi
gibi toplanip -80°C’de muhafaza edildi ve protein miktar tayini yapildi. PPARYy protein

diizeyindeki degisim Western Blot yontemi ile belirlendi.

3.9.2. Western Blot Yontemi

3.9.2.1. Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

%10’luk ay1rict jel i¢in, 1.975ml dH20, 1.650ml akrilamid, 1.235ml 4X ayirict jel
tamponu, 50ul %10’luk SDS soliisyonu karistir1ldi. Jel dokiilmeden hemen 6nce
karigimimn i¢ine 50ul %10’luk amonyum persiilfat ve 4ul TEMED eklendi. %10’luk
paketleyici jel i¢in 1.700ml dH20, 0.425ml akrilamid, 0.312ml paketleyici jel tamponu
ve 50ul %10°luk SDS soliisyonu karistirildi. 10 kuyucuk i¢in uygun olan tarak
kullanilarak drneklerin her biri 30ug protein igerecek sekilde 15ul yikleme tamponu ile
birlikte 95°’de 5dk inkiibe edildi. Yiikleme tamponu, 360ul 3xCell Signaling Blue
Loading Buffer ve 4ul B-ME karistirilarak hazirlandi. Daha sonra, LB yazan

kuyucuklara sadece yikleme tamponundan 15ul, 6rneklerin oldugu kuyucuga



karigimdan 30’ar ul yiiklendi. Yiiriitme tamponu 1X’e getirildi. Camlarin arasi ve tank

2 gel”’ yazan yere kadar dolduruldu ve 200V’ta (12mA) yaklasik 40dk yiirtitiildi.
3.9.2.2. Transfer

Transfer tamponu (LONZA) 1X’e seyreltildi. 3 ayr1 kaba dH>O, metanol ve transfer
tamponu konuldu. Membranlar sirasiyla, 30sn metanol, 2dk dH>O ve daha sonra
transfer tamponuna aktarildi. Kasette siyah olan tarafa 2 siinger, 2 1slak whatman, jel,
membran, 2 1slak whatman ve 2 siinger konuldu. Tank, transfer tamponu ile dolduruldu

ve buzun iginde 200mA (70V)’ta 1.5 saat bekletilerek transfer islemi gergeklestirildi.
3.9.2.3. Bloklama

1X TBS-T hazirlandi. Membran, transfer sonrasinda 5Sdk boyunca oda sicakliginda,
calkalayicida TBS-T ile yikandi ve yikama ¢6zeltisi uzaklastirildi. Daha sonra

membran, 15ml bloklama tamponu ile ¢alkayicida 2 saat bekletildi.
3.9.2.4. Primer Ab ile Inkiibasyon

10ml bloklama tamponu ve 10ul PPARYy antikoru (1:1000, rabbit, Cell Signaling)
hazirlandi. Membran, +4°C’de 1 gece boyunca antikorla inkiibasyona birakildi. Daha
sonra, 1X TBS-T ile 3x10dk yikandh.

3.9.2.5. Sekonder Ab Ile inkiibasyon

Membran, yikama sonunda 10ml bloklama tamponu ve Sul sekonder Ab (1:2000, goat
anti-rabbit 1G, HRP-linked, Cell Signaling) iceren soliisyonda oda sicakliginda, 1 saat
inklbe edildi. 1X TBS-T ile 3x10dk yikandi.

3.9.2.6. Goruntileme

Thermo (34080) SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate ile
kemigoriintiileme yapildi. Membranin {izerine kitte bulunan 1ml peroksit tamponu ve
1ml kizil6tesi 1s1may1 artiric protein ile los 1sikta yaklasik 1dk beklendi. ECL

goriintiileme cihazinda Fusion FX programi kullanilarak goriintii alinda.






Bulgular

4.1. Hiicrelerden LDH Sahmiminin Olgiilerek Hiicre Oliimiiniin Tespiti

Deney sonuglarimiz, MPP" uygulamasinin istatistiksel olarak anlamli sekilde laktat
dehidrogenaz (LDH) enzim salimin1 arttirmak suretiyle hiicre 6liimiinii tetikledigini
gostermistir (p<0.001). LDH salinimi MPP* grubunda, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda (1.001 £ 0.109), 1.601 + 0.031 kat fazla bulunmustur. Bununla
birlikte hem tideglusib hem de pioglitazon uygulamast MPP*’nin neden oldugu LDH
salmimini azaltmistir (p<0.01) (1.601 + 0.031 ve sirasiyla, 1.475 + 0.026 ve 1.443 +
0.039) (Grafik 1).

2.04

LDH salinimi (kontrole gore)

Grafik 1. MPP* (2 mM) ve/veya tideglusib (2.5 uM) veya pioglitazon (5 uM)
uygulamasinin hiicre membran biitlinliigii/laktat dehidrogenaz enzim saliimi {izerine

etkisi (24 saat). *p<0.001 MPP" vs. kontrol grubu; **p<0.01 gruplar vs. MPP* grubu.

4.2. Glutatyon ile ilgili Protein Analizi

MPP™ uygulamasini takiben hiicrelerde glutatyon rediiktaz ve glutatyon s-transferaz
enzim aktivitesi ile glutatyon miktar1 6l¢iilmiistiir. MPP* uygulamasi, hiicrelerde

antioksidan enzim olan GR diizeyini kontrol gruplarina kiyasla anlaml diizeyde



azaltmistir. Tideglusib ve pioglitazon uygulamalari, hiicrelerdeki GR enzim diizeyini
anlamli bir sekilde artirmistir. Ayni1 zamanda MPP* uygulamasi, tBHQ’lu gruba gore
GST enzim aktivitesini azaltmis, toplam glutatyon diizeyini diigiirmiistiir. Bu sonuglara
bakarak MPP*’nin ROT tiretimini artirarak, hiicredeki antioksidan savunma sistemine
zarar verdigi soylenebilir. Tideglusib (2.5uM) uygulanan gruplarda GST enzim
aktivitesi 1.384 + 0.03 kat ve total glutatyon diizeyi 1.571 £+ 0.03 kat artmistir (p<0.01).
Pioglitazon (5uM) uygulanan gruplarda, GST enzim aktivitesinde 0.272 kat diisiis, total
glutatyon diizeyinde 1.444 kat artis gézlemlenmistir (Grafik 2).
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Grafik 2. MPP* (2 mM) ve/veya tideglusib (2.5 uM) veya pioglitazon (5 uM)

uygulamasmin hiicrenin antioksidan savunma sistemi/ GR enzim diizeyi, GST enzim



diizeyi ve total glutatyon miktari lizerine etkisi (24 saat). *p<0.001 MPP™ vs. kontrol
grubu; **p<0.01 gruplar vs. MPP" grubu.

4.3. Nrf2/ARE Yolag ile iliskili mRNA Ekspresyon Diizeylerindeki Degisim
Analizi

Nrf2/ARE, oksidatif hasara kars1 hiicresel savunma mekanizmalarina yardimc1 olan bir
yolaktir. Nrf2, normal fizyolojik sartlarda hiicre sitoplazmasinda bulunan bir
transkripsiyon faktorudir. Hiicrede ROT miktarinda artis olmasi ve inflamasyon gibi
durumlarda sitoplazmadan nukleusa gegmektedir. Nrf2 ¢ekirdekte glutatyon sentezi ve
elektrofillerin detoksifikasyonu icin gerekli olan proteinleri kodlayan genlerin promoter
bolgelerindeki antioksidan yanit elementi ad1 verilen sekansa baglanarak cesitli genlerin
ekspresyonunu diizenler. MPP* uygulamasmin Nrf2 mRNA diizeyini zamana gore farkli
sekilde arttirdig1 goriilmiistiir. Nrf2 gen ekspresyon diizeyleri endojen gen olarak segilen
GAPDH ile oranlanarak hesaplanmistir. Buna gére farkli siirelerde uygulanan MPP™,
Nrf2 mRNA diizeylerini kontrol grubuna gére 3 saatte 1.324 + 0.081, 6 saatte 1.213 +
0.033, 12 saatte 1.638 + 0.228 ve 24 saatte 1.639 + 0.216 kat arttirmistir. Diger taraftan,
bir Nrf2 aktivatori olan tBHQ ise Nrf2 mRNA duzeylerini 1.240 + 0.050 kat
arttirmustir. Ozellikle 12. saatten itibaren Nrf2 gen ekspresyonunun anlamli sekilde artist

dikkat cekmektedir (p<0.001) (Grafik 3).
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Grafik 3. MPP*’nin SH-SY5Y hicrelerinde 3, 6, 12, 24 saat uygulama sonucunda Nrf2
mRNA diizeylerindeki degisime etkisi. *p<0.001 vs.kontrol ve MPP* (6h) grubu.

Nrf2’nin nukleusa gegisi, ARE’ye baglanmasmi ve dolayisiyla antioksidan ve faz Il
detoksifikasyon genleri gibi bir¢ok genin ekspresyonunu saglamaktadir. ARE baglanma
bolgesi tasiyan antioksidan genler arasinda oksijenaz-1 (HO-1), NAD(P)H:kuinon
oksidoredilktaz 1 sentezinde gorevli enzimler bulunmaktadir. MPP™’nin Nrf2 gen
ekspresyonunda anlamhi degisiklige neden oldugu siire (12 saat) belirlendikten sonra
tideglusib ve pioglitazon uygulanan gruplar olusturulmustur. Bu gruplarda Nrf2, HO-1
ve NQO1 mRNA dizeylerinin analizi hem 6. saat hem de 12. saat sonunda yapilmistir
(Grafik 3 ve 4). SH-SY5Y hiicrelerine 6 saat MPP* ve/veya tideglusib ve pioglitazon
uygulamanin ardindan yapilan 6lgiimlerde, MPP*’nin tek basina her {i¢ genin de
ekspresyonunu arttirdign gortilmiistiir (Sekil 4.3.2). MPP* uygulamasinin ardindan 6
saatin sonunda Nrf2 mRNA duzeylerinin 1.620 £ 0.086 kat, HO-1 mRNA dizeylerinin
2.666 = 0.363 kat, NQO1 mRNA diizeylerinin 2.875 £ 0.318 kat arttig1 tespit edilmistir
(p<0.01). Diger taraftan, tideglusib ve pioglitazon uygulamalarmimn ise MPP* grubuna
kiyasla gen ekspresyonlarmi 6. saatin sonunda azalttigi bulunmustur (Sekil 4.3.2). Nrf2
mRNA diizeyi MPP* + tideglusib uygulamasmin ardindan 0.875 + 0.030’a, MPP* +
pioglitaon uygulamasinin ardindan 0.309 + 0.054’e diismiistiir (p<0.05). Benzer sekilde,
MPP* + tideglusib veya MPP* + pioglitazon uygulamasmm ardindan HO-1 mRNA
diizeyleri sirastyla 0.551 + 0.010 ve 0.276 + 0.013 seklinde tespit edilmistir (p<0.05)
(Grafik 4). Ilag uygulamalarinin NQO1 mRNA diizeylerini kontrol grubunda elde edilen
verilere yaklastirdigi goriilmistir (MPP* + tideglusib grubu igin 1.210 + 0.006; MPP™ +
pioglitazon icin 0.882 + 0.168) (p<0.05) (Grafik 4).
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Grafik 4. Alt1 saat stireyle MPP* uygulanan hiicrelerde tideglusib ve pioglitazonun
Nrf2, HO-1, NQO1 mRNA diizeylerine etkisi. *p<0.01 gruplar vs.tiim gruplar;
**p<0.05 gruplar vs. MPP" grubu.

Ancak, 12 saat uygulamanm sonunda elde edilen yanitlar oldukga farklidir. Ozellikle
MPP*’nin hiicredeki Nrf2 mRNA diizeyini arttirirken (Nrf2 mRNA i¢in 1.849 + 0.400),
HO-1 ve NQO1 mRNA diizeylerini azaltiyor olmasi (sirastyla HO-1 mRNA i¢in 0.199
+ 0.89 ve NQO1 mRNA i¢in 0.302 + 0.086) dikkat ¢ekicidir (p<0.01) (Grafik 5). Bu
durum, protein seklindeki Nrf2’nin niikleer transportunda bir sorun olabilecegini veya
DNA baglanma bolgesine baglanamadan nukleusta degrade olabilecegini akillara

getirmektedir. mRNA diizeylerindeki degisim her zaman protein dlzeylerindeki



degisim ile iliskili olmamaktadir. Elde edilen verileri ve hipotezimizi desteklemek i¢in
ad1 gegcen genlere ait protein analizi de es zamanli olarak yapilmigtir. Ayrica 12 saat
stireyle tideglusib uygulamasmin Nrf2 mRNA diizeyini kontrole gore yaklasik 20 kat
arttirryor olmasi (1.002 + 0.088 vs 23.119 + 3.015, p<0.05), tideglusibin MPP*
toksisitesine kars1 antioksidan sistemleri tetikliyor oldugunu gostermektedir (Grafik 5).
Beraberinde, MPP* grubu ile karsilastirildigi, HO-1 mRNA dizeylerinin 0.531 +
0.040’e, NQO1 mRNA diizeylerinin 0.481 + 0.042’ye ulastigin1 gosteren anlamli
artiglar goriilmektedir (p<0.05). 12 saat siiren pioglitazon uygulamasinda ise, MPP*
grubu ile karsilastirildiginda, her {i¢ gen i¢in de anlamli bir farklilik tespit edilememistir
(Grafik 5). MPP* + pioglitazon uygulamasmm ardindan 12. saatin sonunda Nrf2 mRNA
diizeyi 2.137 £ 0.272; HO-1 mRNA diizeyi 0.141 + 0.021 ve NQO1 mRNA duzeyi ise
0.305 = 0.021 olarak tespit edilmistir (p>0.05).
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Grafik 5. On iki saat sureyle MPP* uygulanan hiicrelerde tideglusib ve pioglitazonun
Nrf2, HO-1, NQO1 mRNA diizeylerine etkisi. *p<0.01 gruplar vs kontrol grubu;

*#p<0.05 gruplar vs. tiim gruplar.

4.4. PPARY Protein Diizeyindeki Degisim Analizi

MPP™ uygulamasmi PPARy protein diizeylerine etkisi 3, 6, 12, 24 ve 48 saatlik
uygulamalarla western blot yontemi kullanilarak 6l¢iilmiis ve incelenmistir (Grafik 6).
Proteine ait elde edilen bantlar Lamin A proteinine oranlanarak hesaplanmistir (Grafik
6). Buna gore, MPP* uygulamasi ile PPARY protein diizeyleri kontrol grubuna goére 3
saat sonunda 0.859 £ 0.037 (p>0.05), 6 saat sonunda 0.286 0.020, 12 saat sonunda 0.550
+ 0.033 ve 24 saat sonunda 0.680 + 0.078 kat azalmistir (p<0.001).
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Grafik 6. MPP*’nin SH-SY5Y hiicrelerinde 3, 6, 12, 24 saat uygulama sonucunda
PPARYy protein diizeyindeki degisime etkisi. *p<0.001 MPP* vs. kontrol grubu.






Tartisma

1958 yilinda levodopa, kesfedildikten sonra Parkinson Hastaliginin tedavisinde
kullanilan ana ilag olmustur. Ancak bir siire sonra hastalarda diskinezi ile birlikte bircok
yan etki goriilmeye baslanmistir. Giintimiizde kullanilan ilaglar etkili olmalarina ragmen
sadece semptomatik tedavi sunmaktadir (Dauer & Przedborski, 2003). Parkinson
Hastaligi’nin  sebebi bilinmemekle birlikte Son yillarda yapilan c¢alismalarla
dopaminerjik néronlarin kaybinda oksidatif stresin 6nemi vurgulanmaktadir. Oksidatif
stres, biyolojik yapimizdaki oksidantlar ve antioksidantlar arasindaki dengenin
bozulmasi ile asir1 ROT diretimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Beyin yiiksek miktarda
redoks aktif metabolitler icermektedir ve bu durum beyni ROT firetimine daha yatkin
hale getirmektedir. Parkinson hastalarinin beyinlerinde SNc bolgesinde oksitlenmis
lipitlere, proteinlere, DNA’ya ve azalan miktarda glutatyona rastlanmistir (Singh vd.,
2019). MPTP’nin PH’ye sebep olmasi, dehidrasyon, akut dlumler ve malnutrisyon
olmadan nigrostriatal bdlgede parkinsonian etkilerin goriilmesini saglamasi in vivo
deneylerde bu ajanin ¢ok¢a kullanilmasinda biiyiik rol oynamaktadir (Jackson-Lewis &
Przedborski, 2007). MPTP’nin aktif metaboliti olam MPP*, substantia nigradaki
dopaminerjik hiicrelerin 6limiine sebep oldugu i¢in parkinson benzeri belirtiler ortaya
cikarmakta (Braungart vd., 2004) ve bu nedenle in vitro deneylerde siklikla
kullanilmaktadir. Calismamizda MPP+ toksisitesini olusturmak i¢in 2 mM ve 24 saat
olacak sekilde MPP+ uygulamasi yaptik. Pioglitazonun potansiyel koruyucu etkinligi
sozl edilen doz ve siirede MPP*’ye maruz kalmis hiicrelerde denenmistir. Bununla
birlikte pioglitazonun hiicre proliferasyonu iizerine etkisini degerlendirmek ve optimum
dozunu tespit etmek tizere 5 farkli konsantrasyon (0.1-15 uM), 2 farkli siire ile (24, 48
saat) ayni hiicre hattina uygulanmistir. Uygulanan ajanin hiicrelerin proliferasyon
hizinda bir degisiklige neden olmadig: tespit edilmistir. Ayrica pioglitazon i¢in en
uygun uygulama dozu olan 5 pM belirlenmistir. Bilindigi iizere projemizde kullanilan
esas ajan olan pioglitazon bir PPARy agonistidir. Pioglitazonun MPP+’ye kars1
sitotoksisiteyi azaltiyor olmasi dopaminerjik hasarda etkin bir ajan oldugunu
gostermekte ve mevcut literatlirleri desteklemektedir (Dehmer, 2004; Laloux, 2012,
Kumar, 2009). Diger taraftan bu ajanin tam olarak hangi mekanizmalar1 kullanarak

koruyucu etkiler olusturduguna dair verilere halen ihtiya¢ bulunmaktadir. Glutatyon



viicudumuzdaki en Onemli endojen, enzimatik olmayan antioksidandir. Hiicrede
milimolar konsantrasyonlarda bulunan glutatyon g¢ogunlukla rediie (GSH) haldedir.
GSH’un hiicresel diizeyi y-glutamil transpeptidaz, glutatyon sentetaz (GS), glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve aminoasit tastyicilarini igeren ¢oklu bir
enzim sistemi tarafindan korunmaktadir (Liu & Gaston Pravia, 2010). Glutatyon ile
iligkili bir enzim olan GR, NADPH bagli bir flavoenzimdir ve GSH’un devamlilig1
acisindan bu enzim oldukc¢a Onemlidir. Calismamiza PPARYy’1 hedef alan ajanlarin
GSH’m yani sira s6z konusu enzim diizeylerini arttirtyor olmasi endojen antioksidan
mekanizmanin kontrolii agisindan oldukca degerlidir. S6zii edilen deneylerin yani sira,
proje kapsaminda, MPP* uygulamasinin Nrf2 gen ekspresyonu iizerine -etkisi
aragtirilmustir. MPP* uygulamasmm Nrf2 mRNA diizeyini zamana gore farkli sekilde
arttirdign  goriilmiistiir. Buna gore farkli siirelerde uygulanan MPP* Nrf2 mRNA
diizeylerini arttrmistir. Nrf2/ARE, oksidatif hasara karst hiicresel savunma
mekanizmalarina yardimci olan bir yolaktir. Nrf2, normal fizyolojik sartlarda hiicre
sitoplazmasinda bulunan bir transkripsiyon faktori olup hiicre icerisinde reaktif oksijen
tirlerinde artis olmasi ve inflamasyon olusmasi gibi durumlarda sitoplazmadan
nukleusa gecmektedir. Nrf2 cekirdekte glutatyon sentezi ve elektrofillerin
detoksifikasyonu icin gerekli olan proteinleri kodlayan genlerin promoter bolgelerindeki
antioksidan yanit elementi adi verilen sekansa baglanarak ¢esitli genlerin
ekspresyonunu diizenler. Nrf2’nin aktivasyonunun, oksidatif strese bagl goriilen zararl
etkileri azaltan yollardan biri oldugu kabul edilmekte ve artis oldugu goriilen zamanda
hiicre koruma mekanizmalarinin daha fazla etkin oldugu diisiiniilmektedir.

Nrf2’nin nukleusa gecisi, ARE’ye baglanmasini ve dolayisiyla antioksidan ve faz II
detoksifikasyon genleri gibi bircok genin ekspresyonunu saglamaktadir. ARE baglanma
bolgesi tasiyan antioksidan genler arasinda oksijenaz-1 (HO-1), NAD(P)H:kuinon
oksidorediiktaz 1 ve glutatyon sentezinde gorevli enzimler bulunmaktadir. 12 saat
stireyle pioglitazon veya tideglusib uygulamasinin Nrf2 mRNA dizeyini kontrole gore
sirasiyla yaklasik 5 ve 15 kat arttirryor olmasi (p<0.05), pioglitazon ve tideglusibin
MPP™ toksisitesine kars1 antioksidan sistemleri tetikliyor oldugunu gostermektedir.
Pioglitazon Parkinson Hastalig1 gibi mitokondriyal bozuklukla seyreden hastaliklar i¢in

koruyucu ajanlar arasinda kendine yer bulma potansiyeli olan bir ajandir. Elde ettigimiz



sonuclar hastaligin tedavisiyle ilgili umut vaad etmekle birlikte bu ajanla iligkili detayli

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.



Sonug ve Oneriler

Bu proje kapsaminda dopaminerjik ndronal hasarda peroksizom proliferator ile aktive
edilen reseptor gama (PPARY) agonisti ajanlarm oksidatif stresle iliskili proteinler
iizerine etkisi incelenerek oksidatif stresle iliskili molekiiler mekanizmalar1 (Nrf2-ARE
yolagi) arastirilmistir. Tiim bunlarin sonucunda; PPARY agonisti uygulamasiyla
sitotoksisitenin azalip, antioksidan enzim aktivitesinin anlamli diizeyde arttig1 (p<0.05)
goriilmiistiir. Ayrica dopaminerjik hasarda azalan Nrf2 mRNA diizeyinin pioglitazon
uygulamasiyla arttig1 gésterilmistir. Bu sonuglar, s6z konusu reseptor aracili
noroproteksiyonun gézlenmesinde hem glutatyonla iligkili enzimlerin hem de Nrf2
yolagim etkin oldugunu; 6zellikle néronal korumada reseptorlerin 6nemli bir rol
aldigmi desteklemektedir.

Diinyada her y1l milyonlarca kisi Alzheimer, Huntington, Parkinson, epilepsi, fel¢ gibi
norolojik fonksiyonlar1 etkileyen, nedeni kesin olarak bilinmeyen hastaliklardan dolay1
yasamini kaybetmektedir. Norodejeneratif hastaliklar Diinya Saglik Orgiitii’niin
verilerine gore 2040 yilinda en fazla 6liime yol acacak ikinci hastalik grubunda yer
almaktadir. Bu tip hastaliklarin teshis ve tedavi maliyeti olduk¢a yliksektir. Bu nedenle
norodejeneratif hastaliklarin teshisi ve tedavisiyle ilgili genetik ve molekdiler
calismalara ihtiyac artmakta, yeni tedavi alternatifleri aranmaktadir.

Giinitimiizde Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilan ilaglarin terapétik etkileri
hastalik sonucu ortaya ¢ikan motor semptomlar1 ortadan kaldirmaya yoneliktir. Ancak,
hastaligin erken asamalarinda tan1 koyma ve gelisimini engellemeye yonelik heniiz cok
fazla ilerleme yoktur. Bu yonde yapilan ¢alismalar halen tiim nérodejeneratif hastaliklar
icin devam etmektedir.

Tiim bunlarm 151g1nda proje kapsaminda ulastigimiz olumlu sonuglarla dopaminerjik
hasara yonelik tedavide 6zellikle Nrf2 yolagini hedefleyen ilag veya maddelerle
deneysel hayvan arastirmalar1 planlanmaktadir. Bir sonraki asama da insanlara yonelik

ilag arastirmalarina yonelmektir.
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