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Onsoz

Doktora egitimine bagladigim zamandan bu yana sinirbilim ve yaglanmaya bagl
gelisen norodejenerasyon temelli hastaliklarin patofizyolojisine kars1 ilgim oldu. Tez
calismamda, danigman hocam sayin Prof. Dr. Giilliz ARMAGAN’mn rehberliginde
yaslanma ile beyinde ilerleyici ndron kaybina sebep olarak hastalarin hayat kalitesini
olumsuz etkileyen Parkinson Hastaliginda, beyinde birikim gosterdigi tespit edilen
noromelanin isimli koyu renkli pigmentin hastalik patofizyolojisine olan etkisi
arastirtlmistir. Noromelaninin etkisi yakin zamanda tanimlanmis yeni bir hiicre 6liim
tipi olan ferroptoz perspektifinden ele alinmaya g¢alisilmistir. Doktora egitimi benim
en bliylik hayal ve hedeflerimden biriydi. Bu siireci tamamliyor olmak oldukga gurur
verici. Bu yolda her zaman yanimda olup engin tecriibesi ile destegini ve bilgi
birikimini benden hi¢bir zaman esirgemeyen sayin danisman hocam Prof. Dr. Giiliz
ARMAGAN’a sonsuz saygilarimi iletiyorum.
Doktora egitimimin ii¢ y1li gecirdigim TUBITAK 2211 C Oncelikli Alanlar Doktora
Burs Programma ve tez calismamin finanse edildigi Ege Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorliigli’ne tesekkiir etmek istiyorum.
Doktora egitimi siiresince tez verilerimi kullanarak sundugum sozli bildiriler su
sekildedir;
e “In vitro Effect of Neuromelanin on Dopaminergic Cells”. Sozlii bildiri-
Uluslararas1 Biyokimya Kongresi 2022 // 33.Ulusal Biyokimya Kongresi. 26-
30 Ekim 2022 izmir, Tiirkiye
e  “Ferroptotic Activity of Synthetic Neuromelanin in Dopaminergic Cells”.
SozIi bildiri- International Multidisciplinary Symposium on Drug Research
and Development (DRD) 2023. 4-6 May1s 2023 izmir, Tiirkiye.
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Ozet
Noromelanin Aracili Norodejenerasyonda Terapotik Hedeflerin Arastirilmasi

Noromelanin yasla beraber beynin belirli bolgelerinde biriken, demir icerigi zengin,
kahverengi veya siyah renkli ¢oziinmeyen pigmentlerdir. Hiicre i¢inde antioksidan
Ozellik ve bazi ilaglara kars1 koruyucu etki gosteren bu pigment, zamanla birikerek
serbest radikal kaynagi haline gelmekte ve hiicre hasarimi tetikleyebilmektedir.
Parkinson Hastaliginda dopaminerjik néronlarin Olimii ile hiicrelerden salinan
noromelaninin - mikroglialart  etkileyerek  néroinflamasyona sebep  oldugu
gosterilmigtir. Ferroptoz; demir iyonu varliginda tetiklenen lipid peroksidasyonda artis
ve glutatyon peroksidaz 4 (GPX4) aktivitesinde azalma ile karakterize hiicre 6liim
seklidir. Parkinson hastalik modellerinde ferroptozun varligi kanitlanmis ancak
ferroptoza yol agan faktorler net olarak tanimlanmamistir. Tez ¢alismasinin amaci;
noromelaninle indiiklenmis ndronal hasarda demir metabolizmasindaki olasi
degisikliklerin  arastirilmast  ve gelismesi muhtemel ferroptotik  Gliimiin
degerlendirilerek terapotik hedeflerin ortaya konmasidir. Calismamizda demir i¢eren
ve icermeyen olmak ftzere iki tip sentetik ndromelanin hazirlanmis ve bu
néromelaninler dopaminerjik hiicrelere uygulanmistir. Uygulamalar: takiben lipid
peroksidasyon iiriinleri, glutatyon, hiicre i¢i demir diizeyi, GPX4, uzun zincirli yag
asidi-KoA ligaz 4 (Acsl4) gibi ferroptoz ile iligkili parametreler spektrofotometrik,
mikroskobik ve molekiiler teknikler kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Ayrica, néromelaninin
hiicre i¢i demir tutulumuna etkisi transferrin reseptor-1, ferroportin, ferritin, IREB2 ve
DMT1 gibi demir metabolizmasiyla iligkili proteinler araciligiyla degerlendirilmistir.
Noromelanin uygulamasinin, rotenon ve erastin (ferroptoz aktivatorii) uygulamasina
benzer sekilde, hiicre canliligini azalttig1 ve bu etkilerin ferroptoz inhibit6rii varliginda
geri dondiigi tespit edilmistir. Yan1 sira, néromelanin uygulamasi sonrasi artan lipid
peroksidasyon, azalan GPX4 diizeyi ve degisen demir metabolizmasi dikkat ¢ekicidir
(p<0.05). Noromelanin arastirmalarinda kullanilabilecek deney modelinin projemiz
kapsaminda ilk kez ayrmntili bir bicimde incelenmis olmasi, néromelaninin
ferroptozdaki roliiniin ortaya konarak olasi terapotik hedeflerin belirlenmis olmasi
bilimsel literatiire katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler; Noromelanin; ferroptoz; demir metabolizmasi; Parkinson

Hastalig1






Abstract
Investigation of Therapeutic Targets in Neuromelanin-Mediated
Neurodegeneration

Neuromelanin is an iron-rich, brown or black insoluble pigment that accumulates in
brain with age. This pigment, which has antioxidant properties and protective effects
against some drugs, accumulates over time and becomes a source of free radicals. In
Parkinson's Disease, neuromelanin releases from cells following dopaminergic
neuronal death, affects microglia and causes neuroinflammation. Ferroptosis, a cell
death type, has been shown in Parkinson's Disease. However, it is not clearly defined.
In this study, we aimed to investigate the possible changes in iron metabolism in
neuromelanin-induced neuronal damage and to determine therapeutic targets. In our
study, synthetic neuromelanin-exposed cells were used. Following the applications,
lipid peroxidation products, GSH, intracellular iron levels and ferroptosis parameters
(GPX4, Acsl4) were measured using spectrophotometric, microscopic and molecular
techniques. The effects of neuromelanin on intracellular iron uptake were evaluated
through iron metabolism-related proteins such as transferrin receptor-1, ferroportin,
ferritin, IREB2 and DMTL. It has been observed that the application of neuromelanin
reduces cell viability, similar to the application of rotenone and erastin (a ferroptosis
activator), and these effects can be reversed in the presence of a ferroptosis inhibitor.
Additionally, notable changes have been observed in lipid peroxidation, decreased
GPX4 levels, and altered iron metabolism following the application of neuromelanin
(p<0.05). The detailed examination of an experimental model that can be used in
neuromelanin research, the elucidation of the role of neuromelanin in ferroptosis and
the identification of the potential therapeutic targets will contribute to the scientific

literature.

Keywords; Neuromelanin; ferroptosis; iron metabolism; Parkinson’s Disease
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1. Giris

Parkinson Hastalig1 (PH) diinya genelinde 65 yas iizeri niifusun %2’sini etkileyen bir
norodejeneratif hastaliktir. Bu hastalikta beynin substantia nigra (SN) pars compacta
bolgesinde dopaminerjik noronlarin ilerleyici kayb1 s6z konusudur. Bu durum motor
hareketlerde ve durusta bozukluk, kas sertligi, titreme gibi belirtilerle kendisini
gosterir. PH’ nin tedavisi semptomatiktir. Bu nedenle hastaligin patolojisini 6grenmek
ve tedavisine yonelik segenekleri genisletmek i¢in ileri arastirmalar devam etmektedir.
Dopaminerjik noron kaybi oksidatif stres, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu,
noroinflamasyon, genetik ve cevresel faktorler, nitrik oksit toksisitesi, apoptoz gibi
etkenlerden kaynaklanabilir. Biitlin bu faktorler birbirleri ile etkilesime girerek
noronal islev bozukluguna, atrofiye ve hiicre Olimiine sebep olur. Hastaligin
karakteristik 6zelligi Lewy cisimciklerinin olusumudur. Bu cisimcikler a-siniiklein
isimli proteinin fazla miktarda birikimi sonucu olusur ve hiicreler igin toksiktir.
Ozellikle elektron transport zinciri iizerinde bozucu etki gdstermesi ile serbest
radikallerin artmasina ve oksidatif strese sebep olmaktadir. Son yillarda yapilan
calismalar bir diger etkenin; fizyolojik kosullarda yasla beraber olusan ndromelanin
(NM) pigmenti oldugunu gostermektedir. NM koyu renkli, ¢ozlinmeyen graniiler
yapiya sahip, beyinde SN ve locus coeruleus'un katekolaminerjik noronlarinda ve
cesitli hayvan tiirlerinin beyin bolgelerinde bol miktarda bulunan bir pigmenttir.
Dopaminin oksidasyonu sonucu olusan molekiiller demir iyonu, protein ve lipidlerle
birleserek NM’i olusturur. Metalleri baglama kapasitesinin yiiksek olmast NM’nin
fizyolojik kosullarda bir selator gibi davranarak hiicre i¢i koruyucu etkiye sahip
oldugunu gosterir. Diger taraftan, hastalik kosullarinda ve yiiksek demir diizeylerinde
demir iyonunu fazla miktarda baglayarak redoks aktivite kazanir ve sitotoksik radikal
olusumuna sebep olur.

Ferroptoz son yillarda kesfedilen, hiicrede demir birikimi ve lipid peroksidasyon ile
karakterize bir hiicre o6liim seklidir. Ferroptozu indiikleyen faktorler glutatyon
peroksidaz enzimini (6zellikle GPX4) dogrudan veya dolayli olarak etkileyerek
antioksidan kapasitede bir azalmaya, hiicrelerde lipid peroksidasyon {iriinlerinin
birikmesine ve sonugta hiicre dlimiine yol agar. PH’de beyin hiicrelerinde demir
birikimi mevcuttur. Ozellikle norodejeneratif bozukluklarla iligkili olan beyin

bolgelerinde demir birikimi dikkat ¢ekicidir. PH’de etkilenen en temel beyin bolgesi



olan SNPc; yasa ve hastaliga bagli olarak NM yogunlugu acisindan degiskenlik
gostermektedir.

Tez ¢alismasinin amaci; beyin hiicrelerinde NM kaynakli ferroptotik hiicre 6liimiinti
degerlendirmek, NM’nin hiicre i¢i demir metabolizmasina olan etkisini ve ferroptotik
Olim ile baglantisin1 arastirmaktir. Hipotezimize gore NM; yapisinda bol miktarda
demir iyonlar1 bulundurmasi nedeniyle ve yiiksek miktarda bulunmasi durumunda
norodejenerasyonu tetiklemesi nedeniyle ferroptotik hiicre Oliimiine aracilik
etmektedir. Calismadan elde ettigimiz c¢iktilar; ferroptotik hiicre Gliimiiniin
aydinlatilmasina, NM kaynakli etkilerin gdsterilmesine ve terapotik hedeflerin

belirlenmesinde literatiire katki saglayacaktir.

Arastirmanin Problemi

PH’de etkilenen en temel beyin bolgesi olan SNPc; NM pigmenti yogunlugu acisindan
yasa ve hastaliga baglh olarak degiskenlik gostermektedir. NM'nin yapist ve PH
patogenezindeki rolii ile ilgili in vivo ¢aligmalar literatiirde mevcuttur, ancak NM’in
etkilerinin ayrmtili incelenmesine imkan saglayan sentetik NM pigmentlerinin
kullanildig1 in vitro calismalar siirlidir. NM'nin karmasik ve heterojen yapisi
nedeniyle laboratuvar ortaminda sentezi giictiir. Ayrica beyinde sentezlenmesini ve
birikmesini saglayan mekanizma ve kosullar tam olarak anlasilamamuistir, bu da in
vitro olarak sentezleme siirecini zorlastirmaktadir. Bununla birlikte, NM ¢ogu
¢oziiciiye ve kimyasal islemlere direngli, kararl1 bir pigmenttir. NM'yi otopsi ile beyin
dokusundan izole etme girisimlerindeki basar1 sinirli kalmis; elde edilen tiriinler diger
hiicresel bilesenler ve bozunma iiriinleri ile kontamine olmustur.

Bu zorluklara ragmen, arastirmacilar, ndrodejeneratif hastaliklardaki roliine dair yeni
icgoriiler elde etme ve tedavileri igin yeni terapotik stratejiler gelistirme umuduyla,
NM’nin beyindeki 6zelliklerini ve islevlerini aragtirmaya devam etmistir. Bugiin ise
NM ile ilgili aragtirmalar ¢ogalmakta ve devam edilmektedir. Hazirlanan bu tez

calismas1 NM ile ilgili sinirliliklar gidermek amaciyla hazirlanmustir.

Arastirmanin Sorusu

Arastirmanin sorusu NM’in olusturdugu nérodejenerasyonun ferroptotik hiicre 6liimii

aracili olup olmadiginin arastirilmasidir.



Arastirmanin Hipotezleri
HO hipotez: NM aracili hiicre 6liimiinde ferroptoz etkili degildir.

H1 hipotez: Hazirlanan sentetik NM’ler (ifNM ve Fe*3NM) beyinde zamanla olusan
ve birikim gosteren endojen kaynakli NM’e benzer yapi ve ozelliktedir. Sentetik
NM’ler dopaminerjik hiicrelere uygulandiginda noérodejenerasyona sebep olur.
Meydana gelen noéron hasar1 ve/veya noron kaybi demir iyonunun aracilik ettigi bir

hiicre 6liim tipi olan ferroptoz kaynaklidir.

Arastirmanin Varsayimlari

Secgilen hiicre hattinda ferroptotik mekanizmalar araciligiyla hiicre 6limii

gerceklesebilir.

Arastirmanin Smirhhklar:

Hazirlanan NM’lerin Sicaklik farklarindan etkilenmesi, benzer ¢oziiclilerden yalnizca
bir tanesi ile reaksiyona girmesi nedeniyle alternatif bir ¢oziicliniin bulunmamasi

sentez siirecini zorlamistir.

Levodopanin (L-DOPA) hiicrelere uygulamasi sonrasi endojen NM sentezinin
indiiklenmesi beklenmistir. L-DOPA, literatiire sadik kalinarak ve bir dizi farkli
kombinasyonda uygulanmasina ragmen NM, hiicrelerde olusmadigindan “L-DOPA

ile indiiklenmis néromelanin deney modeli” kurulamamustir.

Arastirmanin Amaci

Tezin amaci néromelanin pigmentinin dopaminerjik hiicrelerde ferroptotik hiicre

Olimii tizerine etkisini degerlendirmektir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Norodejenerasyon ve Norodejeneratif Hastaliklar

Norodejenerasyon, metabolik veya toksik etkilerden kaynakli noronlarin ilerleyici
kaybidir. Norodejeneratif hastaliklar semptom ve patofizyolojilerine gore klinige
cesitli sekillerde yansimaktadir. En yaygin ndrodejeneratif bozukluklarin basinda
Alzheimer Hastaligit (AH), Parkinson Hastaligi (PH), Huntington Hastaligi ve
amyotrofik lateral skleroz (ALS) gelmektedir. Semptomlar karmasik ve kisiye 6zel
olabilmektedir. Bu hastaliklarin altinda yatan nedenler spesifik protein birikimi veya
anatomik hassasiyet gibi etkilerin yaninda proteotoksik stres, ubikitin-proteozomal ve
otofaji mekanizmalarinda bozukluk, oksidatif stres ve bunlara bagli ndroinflamasyon

ve noron kaybi ile temellendirilmektedir (Dugger & Dickson, 2017).

2.2. Parkinson Hastahg

2.2.1. Hastahigin Etiyolojisi

PH, AH’den sonra en yaygin goriilen nérodejeneratif hastaliktir (Barnham vd., 2004).
Hastaligin olusumunda etkili en giiglii faktor ileri yastir. Avrupa’da 65 yas ve tlizeri
yaklagik 15bin katilimemin dahil oldugu bir arastirmada, 65-89 yas araliginda
parkinsonizm prevalansinin %0,6’dan %3,5’e kademeli bir sekilde arttig1 tespit
edilmistir (Fahn & Sulzer, 2004). Klinik taninin konmasinda motor fonksiyonlarda
bozukluk aranmaktadir. Ozellikle dinlenim halinde tremor, rijidite, istemli hareketlerin
yavaglamasi veya olmayisi, durus bozuklugu ve titreme en belirgin semptomlardir.
Diger motor 6zelliklerden festinasyon (ylirlirken 6ne dogru biikiilmiis bir durus ile
hizli ayak siiriiyerek adimlar), konusma ve yutkunma gii¢liigii, maske benzeri yiiz
ifadesi semptomlar arasinda yer almaktadir (Dexter & Jenner, 2013). Ayrica hastalarda
normal durussal refleksler kaybolabilmekte ve hastalar diigmeye bagh tekerlekli
sandalyeye mahk(m olabilmektedir. Hastaligin semptomlar1 zaman ilerledikce
agirlasmaktadir. Bu etkenlere bagl olarak 6zellikle yash hastalarda yaygin olarak
depresyon ve 6nemli dlgiide demans goriilmektedir (Dauer & Przedborski, 2003).



2.2.2. Hastaligin Patofizyolojisi

PH’de meydana gelen semptomlar hastalarin beynindeki birtakim biyokimyasal
degisikliklerden kaynaklanmaktadir. En kritik degisiklik bazal ganglionu olusturan
¢ekirdek bolgelerden biri olan SNpc’deki néronlarin dejenerasyonudur. Normal
kosullarda, buradaki néronlar merkezi sinir sistemi ndrotransmiteri olan dopaminin
(DA) farkli bazal ganglion ¢ekirdeklerine ve striatuma transferini saglamaktadir.
Dejenerasyon ile néronlardan ilgili bolgelere yeterli DA ulastirilamaz. Bu durum
DA’nin aracilik ettigi motor kortikal alanlar1 ve bazal ganglionu kapsayan genis bir
noral devrenin iglevinde hasar meydana getirir (Lotankar vd., 2017).

Dopaminerjik norodejenerasyona sebep olan birgcok mekanizma bulunmaktadir.
Bunlar oksidatif stres, mitokondrial disfonksiyon, eksitotoksisite, kalsiyum toksisitesi,
trofik faktor eksikligi, ndroinflamatuar siirecler, genetik ve ¢evresel faktorler, nitrik
oksit toksisitesi ve apoptozdur. Biitiin bu faktorler birbirleri ile etkilesime girerek
noronal islev bozukluguna, atrofiye ve hiicre 6liimii ile sonlanan kisir bir dongiiye
sebep olur (Yuan vd., 2010).

PH’nin karakteristik 6zelligi Lewy cisimcikleri olarak adlandirilan intrasitoplazmik
inkliizyon cisimciklerinin varligidir. Bunlarin ana bileseni a-siniiklein proteinidir
(Starkov, 2008). a-siniiklein 14 kDa molekiil agirliginda katlanmamis bir proteindir.
Beyinde fazla miktarda ifade edilir (Xu & Chan, 2015). a-siniiklein norotransmitter
saliniminin, sinaptik fonksiyonun ve sinaptik plastisitenin diizenlenmesinde rol oynar.
Bugiine dek yapilmis ¢alismalar, a-siniikleinin PH’nin patogenezinde rol aldigini net
bir sekilde kanitlamistir. a-siniiklein, ¢evresel ve genetik faktorler nedeniyle yanlis
katlanarak patolojik agregatlar olusturur. Bunlarin olusumu ve detoksifikasyonu
arasindaki dengesizlik, a-siniikleinin daha fazla birikmesine yol acar. Dahasi, hiicreler
arast ve sinaptik iletim yoluyla yayilarak ndronlar {izerinde sitotoksik etkilere ve en
sonunda PH'nin baslangicina sebep olur (Chen vd., 2022).

PH’de a-siniikleinin agregasyonuna bagli bir takim istenmeyen etkiler olugmaktadir.
Bunlardan bazilari; dopaminerjik noronlarin selektif islev bozukluguna veya
dejenerasyonuna yol agmasi, mitokondriyal yapiy1r bozup kompleks I aktivitesini
inhibe etmesi, endoplazmik retikulum (ER)-golgi vezikiiler transportu bozarak ER
strese neden olmasi, ubikitin-proteazomal sistemi (UPS) ve otofaji-lizozom sistemi
dahil olmak iizere protein yikim sistemlerini inhibe etmesi, membranlarin

gecirgenligini artirarak hiicresel homeostazi bozmasidir (Xu & Chan, 2015).



2.2.3. Parkinson Hastaligi ve Demir liskisi

Beyinde en yiiksek konsantrasyonda bulunan metal demirdir. Norotransmitter sentezi,
miyelin olusumu ve mitokondrinin islevini saglamasi gibi birgok Kritik biyokimyasal
stirecte rol almaktadir. Yasamin baslamasi ile beyinde demir birikimi yavasga artar,
yetiskinlikte ise hizlanir ve sabit kalir. Yaslanmanin etkisi ile demir, ¢cogunlukla bazal
ganglionlar gibi motor islevlerin siirdiiriildiigii bolgelerde yogunluk kazanir. Ozellikle
SN’de birikim hiz1 oldukga yiiksektir (Dusek vd., 2022). Yapilan bazi ¢alismalar
serebral demir regiilasyonunun bozulmasi ile demirin farkli beyin bdolgelerinde
biriktigi ve ¢esitli norodejeneratif bozukluklarin patogenezinde rol aldigini tespit
etmistir. Bu birikim, néronlarin ve glial hiicrelerin dejenerasyonuna, bagigiklik
hiicrelerinin lezyon bdlgelerine gegisi ile néroinflamasyona sebep olmaktadir (Xu &
Chan, 2015).

llerleyen yasla birlikte beyinde biriken demire nérodejeneratif bozukluklarla iliskili
beyin bolgelerinde daha fazla rastlanir (Masaldan vd., 2019). PH'de 6zellikle SNPc'nin
glia ve dopaminerjik noronlarinda demir artis1 gozlemlenmis, hatta buradaki demir
diizeyleri hastalik siddeti ile iliskili bulunmustur (Mahoney-Sanchez vd., 2021).
Mochizuki ve arkadaslarimin (2000) Parkinson hastalari ile yaptiklar: bir ¢alismada,
hastalarin SN'sindeki demir yiikiiniin gozlenen motor bozukluklar ile iligkili oldugu
tespit edilmistir (Mochizuki vd., 2020).

Dopaminerjik ndronal 6liim ve hiicre i¢i a-siniiklein birikimi gibi 6zelliklerin yani1 sira
demir birikimi, artmis oksidatif stres ve lipid peroksidasyon hasar1 PH
patofizyolojisinin gdze ¢arpan diger ozellikleridir. Hiicre 6liim sekillerinden biri olan
ferroptoz ise PH'nin ilerlemesi ile karsimiza ¢ikan artmigs demir diizeyi, tilkenmis
glutatyon seviyesi, azalan glutatyon peroksidaz 4 (GPX4) aktivitesi ve lipid
peroksidasyonu ile dogrudan iligkili bir durumdur (Xu & Chan, 2015).

2.3. Ferroptoz

Hiicre 6liimii organizmanin gelisimi, homeostazi ve hastaliklarin seyri i¢in kritiktir.
Kaspaz bagimli apoptoz, molekiiler diizeyde karakterize edilen ilk diizenlenmis ve
programlanmis hiicre 6limii formudur. Esas olarak hiicre kii¢iilmesi, mitokondriyal
membran potansiyelinin kaybolmasi, kromatin yogunlagmasi ve apoptotik cisimler
olusturma seklinde kendini gosterir. Hiicre 6liimiinii kontrol eden molekiiler siirecleri

aciklamada apoptozun Gtesinde farkli hiicre 6liim mekanizmalar1 da kullanilmaktadir.
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Otofaji hiicrelerin hasarli organelleri veya makromolekiilleri par¢alamak icin
lizozomlar1 kullandig1 bir stirectir. Otofaji siirecine Golgi aygitinin ve ER’nin
genislemesi, niikleer yogunlasma ve otofagozom olusumu eslik eder. Nekroptoz
fiziksel, kimyasal veya biyolojik faktorlerin neden oldugu hiicre 6liimiinii ifade eder.
Organellerin sismesi, plazma zarinin yirtilmasi ve hiicresel icerigin salinmasi ile
karakterizedir (J. Lei vd., 2020).

Ferroptoz, ilk kez 2012 yilinda Dixon ve arkadaslar1 tarafindan demir bagimli lipid
peroksidasyonu ile tetiklenen bir hiicre 6liim sekli olarak tanimlanmistir (Dixon vd.,
2012). Ferroptoz morfolojik olarak biitiinliigiinii yer yer korumus bir hiicre membrant,
mitokondriyal hasar, oksitlenmis ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar) ve artmis
lipid peroksidasyon {iriinleri ile karakterizedir (J. Lei vd., 2020). Metabolik yolaklar
halen caligilmakla birlikte son birka¢ yildir yapilan kapsamli arastirmalar cesitli
diizenleyici mekanizmalarin yani sira ¢ok sayida spesifik indiikleyici ve inhibitor
bilesigin ortaya ¢ikmasimi saglamistir (Han vd., 2020). Ferroptoz olimciil lipid
peroksidasyon sonucu meydana gelmektedir. Bu nedenle, demir selatorleri, lipofilik
antioksidanlar, lipid peroksidasyon inhibitdrleri ve PUFA'larin azaltilmas: ile

engellenebilir (Stockwell vd., 2017).

2.3.1. Ferroptoz ve Lipid Peroksidasyon

Lipid bazli reaktif oksijen tiirleri (ROT) birikimi ferroptozun 6nemli bir belirtecidir (J.
Lei vd., 2020). Lipid yapisini olusturan karbon atomlarindan hidrojen ile bagli olanlari
(C-H) peroksidasyona duyarlidir. Bu yapilardaki hidrojen atomu peroksil (O-O) grubu
ile degistirilerek peroksidasyona ugrar. PUFA’larin doymamislik yapilarina (C=C)
gore hidrojen ile bagli (C-H) gruplarmin olduk¢a zayif oldugu, bu yiizden de
peroksidasyona duyarli olduklar1 tespit edilmistir. Yapilan arastirmalar lipid
peroksidasyonuna ugramigs PUFA’lar1 ferroptozun atesleyici etkeni olarak
tanimlamistir (Stockwell, 2022).

ROT, lipid bazli ROT olusturmak i¢in hiicre membranindaki PUFA'larla etkilesime
girer. Hiicrede biiyiik miktarda lipid bazli ROT biriktiginde ferroptoza neden olur.
Lipoksijenaz enzimi, PUFA'larin lipid hidroperoksitlere oksidasyonunu kataliz ettigi
icin demire bagh lipid bazlt ROT olusumunda rol oynar. Sitoplazmada ¢ok sayida
demir iyonu bulundugunda lipid hidroperoksitler, lipid serbest radikalleri olusturarak

hiicresel hasara neden olur. Buna paralel olarak, bu serbest radikaller PUFA'larin



yakinina protonlar transfer edebilir, bu da yeni bir lipid oksidasyon reaksiyonu
dongiisii baglatir ve daha ciddi oksidatif hasara neden olur (J. Lei vd., 2020)

Lipid hidroperoksitleri (LOOH) fizyolojik konsantrasyonlarda tutmak ferroptoza
duyarliligt en aza indirmede Onemlidir. Lipofilik antioksidanlar lipid
peroksidasyonunu Onleyerek ferroptozu engelleyebilir. Fizyolojik kosullar altinda
LOOH'yi lipid alkollere (LOH) indirgeyen GPX4’e ihtiya¢ vardir. GPX4, glutatyon
peroksidaz ailesinin ferroptotik yoldaki merkezi enzimatik roliinii karsilayan, LOOH
miktarini azaltan tek tyesidir (Han vd., 2020). Lipid peroksitleri notralize ederek
membran akiskanligini koruyan bu antioksidan enzimin inhibisyonu kontrolsiiz PUFA
oksidasyonunu ve lipid radikal olusumunu tetikler ve ferroptotik hiicre 6liimiine neden
olur (Latunde-Dada, 2017).

Glutatyon (GSH), GPX4'lin islevi i¢in gerekli bir kofaktordiir. Bu nedenle GSH sentezi
dogrudan GPX4 aktivitesini etkiler (Wu vd., 2019). Hiicre ici detoksifikasyon
sirasinda meydana gelen okside glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz ve NADPH/H*
tarafindan GSH’ye indirgenerek tekrar kullanilabilir hale geger. Hiicre i¢i GSH
seviyeleri aym1 zamanda X¢ SLC7A1l sistin-glutamat antiporter sisteminin
fonksiyonundan etkilenir (Latunde-Dada, 2017). Hiicre zarindaki sistin / glutamat
antiport tasiyicist sistem Xc, glutamati hiicrenin disina sistini de hiicre igine tasir.
Sitoplazmaya girdikten sonra sistin, indirgenmis GSH'nin sentezinde rol alan sisteine
(Cys) dondstiiriiliir. Sistem X¢™ bloke edildiginde, hiicre i¢i Cys seviyeleri azalir, bu da
GSH sentezinde bir azalma, GPX4 aktivitesi kaybi, hiicre i¢i lipid bazlit ROT birikimi
ve ferroptoz ile sonuglanir.

GPX4 inhibisyonu kaynakli ferroptozun gergeklestigi hiicrelerde, bir genin lipid
metabolizmasi tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir (Dixon vd., 2015). Agil-KoA
sentetaz uzun zincirli aile iiyesi 4 (Acsl4), 8-22 karbonlu doymus ve doymamis yag
asitlerini yag asidi acgil-KoA esterlerine doniistiirebilen enzim ailesinin (ACSL) bir
tiyesidir. Acsl4, lipid peroksitlerin olusumunda anahtar bir enzimdir (Jia vd., 2023).
Yapilan bir arastirmada Acsl4'iin, GPX4’i inhibe ederek ferroptozu tetikledigi
bildirilmistir (Magtanong vd., 2022). Bu durumun artmis gen ekspresyonu veya enzim
aktivitesine bagli olarak Acsl4’iin  PUFA'larin  miktarin1  olumsuz yonde
diizenlemesinden kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir (Jia vd., 2023).

Bir¢ok etken ve parametrenin yonettigi ferroptozun genel mekanizmasi Sekil 1°de

gosterilmistir.
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Sekil 1.Ferroptoz mekanizmasi (Mahoney-Sanchez vd., 2021).

Ferroptozun aydilatilma siireci devam etmektedir ve tanimlanmasi igin spesifik bir
biyobelirte¢ bulunamamistir. Genel olarak, ferroptozu tetikleyen mekanizmalar ve
iligkili proteinler aydinlatildik¢a bu yolag: diizenleyen bilesikler tanimlanmistir. Pro-
ve anti-ferroptotik molekiiller farmakolojik etkilerine gére demir toksisitesi, GPX4,
sistem X inaktivasyonu ve lipid peroksidasyonu iizerine gruplanmaktadir (Wu vd.,

2019).

Ferroptozu indiikleyen veya inhibe eden birtakim bilesikler Tablo 1’de sunulmustur.



Tablo 1.Ferroptoz inhibitorleri ve indiikleyici ajanlar (Seibt vd., 2019).

Inhibe edici Ajanlar Indiikleyici Ajanlar
Lipid ACSL4 Demir ROS/lipid
. i : GPX4 PP
Peroksidasyon quigg:mz inhibitireri q . Olmdz_as,\onu, peroksidasyonunu
LT inhibitérii DTN, | o e tioksidan Sistem X Inhibitirleri | keenzim Q10 Heven]
Engelleyicileri S P in]libitiirleri eL‘SIL]l.gl tetikley renler
olugturanlar
Liprokstatin-1 | Aminooksiasetik N
. Rosiglitazon | = vitamini Erastin RSLS t butil hidroperoksit
asit SOSIETEOn, 2 opercksi
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Ferrostatin-1 Pioglitazon Silfosalazin R3L3 FIN36
Nelrostatin-1 Troglitazon Sorafenib FIN36
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Ferroptoz indiikleyici erastin hiicre i¢i Cys seviyesini onemli dl¢iide azaltir, GSH
sentezini bloke eder ve ferroptoza neden olur (J. Lei vd., 2020). RAS segici oldiiriicii
kiigiik molekiil 3 (RSL3) hiicrede GSH sentezini etkilemeden GPX4'i dogrudan inhibe
ederek ferroptozu tetiklemektedir (J. Lei vd., 2020). Erastinin kullanim1 ve GPX4'{in
RSL3 tarafindan dogrudan inaktivasyonu deneysel olarak ferroptozu indiiklemek i¢in

kullanilan en yaygin stratejilerdendir (Han vd., 2020).

Tablo 1’de belirtilen ferroptoz aktivatorlerine ilaveten N-asetilsistein (NAC) gibi
sistein Onciilleri ile hiicre i¢1 GSH seviyelerini yiikseltmek ferroptoza kars1 koruma
saglayabilir. Ayrica, ferroptoz baskilayici protein 1 (FSP1), koenzim Q10'u
indirgenmis formu olan ubikinol'e doniistimiinii saglayarak ferroptozu baskilar, giiglii

bir mitokondri ve lipid peroksil radikali yakalayan antioksidan 6zellik gosterir (Han
vd., 2020).

2.3.2 Ferroptoz ve Demir Metabolizmasi

Diyetle alinan demir hiicrelerde veya viicut sivilarinda ferrik (Fe*®) ve ferroz (Fe*?)
olmak iizere iki farkli oksidasyon durumunda olur. Fe*® kan dolasiminda transferrine
baglanarak dolasir, membran proteini transferrin reseptorii (TfR) yoluyla hiicre igine
almir. Daha sonra endozomlarda metalorediiktaz STEAP3 (six-transmembrane

epithelial antigen of prostate 3) tarafindan Fe*?ye indirgenir. Fe*? endozomdan
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sitoplazmaya DMT1 (gift degerli metal iyon tasiyici 1) ile taginir. Sitoplazmadaki fazla
demir, ferritinde depolanabilir veya membrana bagli ferroportin araciligiyla dolasima
aktarilabilir (Zhou vd., 2020). Demirin hiicre i¢i metabolik yolu Sekil 2’de

sunulmustur.

TiR1 !E
TiR1 J

Transferrin ™

TFR1

Lipid T,

> HEM sentezi
Fe-5 sentezi

Mitokondri  ENefii Metabolizmasi

Sekil 2. Hiicre i¢i demir metabolizmasi

Demirin ferroptozda birden fazla islevi olduguna inanilmaktadir: dnerilen en yaygin
islev Fenton reaksiyonu yoluyla ya da demire bagli oksidazlarin etkisiyle lipid bazli
ROT (6zellikle lipid hidroperoksit) olusumunda rol oynamasidir (Hirschhorn &
Stockwell, 2019). Hiicrelerde fazla Fe*? iiretildiginde Fenton reaksiyonu ile lipid bazli
ROT iiretilir ve hiicre icinde siirekli lipid ROT birikmesine ve sonunda ferroptoz
gelismesine yol agar (J. Lei vd., 2020). Demir homeostazi karmasik bir siirectir ve
demir metabolizmasinda yer alan proteinlerin koordinasyonuna baglidir. Bu
molekiillerin ¢esitli sebeplerle ifadesi degistiginde ferroptoz tetiklenebilir (Yan &
Zhang, 2020).
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2.3.3. Parkinson Hastaligi ve Ferroptoz Iliskisi

PH patogenezinde rol oynayan ¢ok sayida hiicre 6liimii mekanizmasi vardir ve yakin
zamanda ferroptoz bu hastalik ile iliskilendirilmistir (Guiney vd., 2017). PH’nin
ilerlemesi sirasinda GSH’1 kullanan antioksidan enzimlerin azalmasiyla birlikte
oksidatif stres, lipid peroksidasyon ve mitokondriyal disfonksiyonda artis meydana
gelir. Tiim bu faktorler zamanla néron 6liimiine ve organizmanin islevsel aksamalar
yasamasina yol acar. 2000'li yillarin basindan bu yana Parkinson hastalarinin beyninde
yiiksek diizeyde demir bulundugu bilinmektedir (Reichert vd., 2020). Ancak o
zamanlar demire bagimli bir hiicre 6liimii mekanizmasi heniiz 6ne siiriilmemisti.
Ferroptozun tanimlanmasi PH’de artan demir diizeyi ile ndron kaybi arasindaki
iliskinin altinda yatan bosluklar1 doldurmaya yardimci olmustur.

Oliimsiizlestirilmis insan dopaminerjik noronal prekiirsor hiicrelerde (LUHMES) ve
organotipik kiiltiirlerde yapilan calismalarda erastin kaynakl ferroptoz gosterilmistir
(Do Van vd., 2016). Ayrica ¢alisma, ferroptoz inhibitorii ferrostatin-1'in 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridin (MPTP) fare PH modelinde ndron kaybini ve
davranigsal bozuklugu 6nleyebilecegini gostermistir. LUHMES hiicrelerinde sporadik
PH ile iligkili olan rotenon ve parakuat gibi c¢evresel norotoksinler kullanilarak
baglatilan hiicre Oliimii ferrostatin-1, liprokstatin-1 ve demir selatér deferipron
tarafindan geri dondiiriilmistir (Masaldan vd., 2019). Birlikte ele alindiginda, bu

caligmalar ferroptoz inhibitorlerinin PH'de etkili olabilecegini gdstermektedir.

2.4. Néromelanin Yapisi ve Onemi

Noromelanin (NM) koyu renkli, ¢oziinmeyen graniiler yapiya sahip, beyinde SN ve
locus coeruleus' un katekolaminerjik ndronlarinda bulunan bir pigmenttir (Zecca vd,
2008). Ik yapilan tanimlama calismalarinda néronlarin ¢ogunun dogumda bu
pigmenti icermedigini, ancak yasamin 3. yilindan itibaren NM pigmentinin SN'de
saptanabildigini  gostermistir (Fedorow vd., 2006). Bununla birlikte NM
konsantrasyonunun yasla birlikte arttig1 ve optik yogunlugunun ise 60 yasina kadar

yiikselme gosterdigi tespit edilmistir (Oberldnder vd., 2011).

Histolojik c¢aligmalar NM graniillerinin néronal perikaryonda bulundugunu ve ¢ift
membranla c¢evrildigini goéstermistir. X-1511 kirinimi ¢aligmalart NM'nin sentetik ve
dogal melanine benzeyen ¢ok katmanli (grafit benzeri) ii¢c boyutlu bir yapiya sahip

oldugunu gostermistir (Xu & Chan, 2015). Yapisal olarak melanik, alifatik ve peptit
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kalintilarindan olusur. Melanik bilesen fenomelaninlere 6zgii benzotiyazini ve
eumelaninlere 6zgii indol parcalarin1 1/3 oraninda benzotiyazin / indol olacak sekilde
icerir. Izole edilmis NM graniilleri 30 nm c¢apinda kiiresel bir yapiya sahiptir,
¢ekirdekte feomelanin ve yiizeyde eumelanin yerlesmis sekildedir (Zecca vd., 2008).
Ek olarak, NM'nin kompleks yapisinda protein, lipid ve metaller bulundugu tespit
edilmistir. Kendi kiitlesinin yaklagik %15'i protein bilesenleri icermektedir. Yapilan
proteomik caligmalarda NM’de beyin dokusunda siklikla bulunan ve g¢ogunlugu
lizozomal olan 70 kadar protein tanimlanmistir. Yapisinda bulundurdugu lipid
kapasitesi kendi agirliginin %20 kadari oldugu; igeriginin ise 14 ve 18 karbonlu yag
asitleri ve dolikolden meydana geldigi tespit edilmistir. Bununla birlikte agirliginin
yaklasik %1,5 kadarinda demir, bakir ve ¢inko gibi metaller icermektedir (Naoi vd.,
2008).

Hiicrelerde NM olusum siireci net olarak agiklanabilmis degildir ancak enzimatik veya
enzimatik olmayan dopamin oksidasyonunun NM olusumuna katkis1 olabilecegi dne

stiriilmektedir (Sekil 3).

O
_______
Oksidasyon Po!rmerrza'szon

Dopamin Dopakinon Dopakinon-

Demir- Melanin-

\ Protein Kompleksi
HO. COOH
HO

—— HO
Tirozin [ Tirozin
| Hidroksilaz | DOPA

b
i \ﬂu
1\‘9’1

Néromelanin

Sekil 3. Noromelanin sentez mekanizmasi

Tirozinaz enzimi eumelanin sentezinde tirozinin DA oksidasyon iiriinlerine (DOPA-
kinon) dontisiimiinii kataliz eder. DOPA-kinon, DOPA’nin redoks reaksiyonu {irtinii
olup siklik yapili bir molekiildiir. Bu reaksiyon insan SN bdlgesinde tirozinaz

mRNA’lariin varliginin gosterilmesi ile desteklenmistir (Zucca vd., 2004). Ancak
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farkli caligmalarda insan SN bolgesinde immiinohistokimyasal boyama ve Western
blot analizleri ile tirozinaz proteinin bulunmadig1 gosterilmistir. Ayrica, fonksiyonel
tirozinaz enzimi igermeyen albino SN bélgelerinde NM varliginin gosterilmesi NM
olusumunda tirozinaz disinda baska faktorlerin oldugunu da dogrulamaktadir (Zucca
vd., 2014). Bu nedenle NM sentezi igin tirozin hidroksilaz (TH) aracili DA
oksidasyonu gibi bagka enzimatik yollar da dnerilmistir. TH, Cys varliginda sentezin
onciilleri olan DOPA'nin tiyoeter tlirevlerini olusumunu katalizler. Bununla birlikte
beyinde 6ne ¢ikan bir diger enzim olan prostaglandin H sentaz, DA oksidasyonunu
kataliz ederek DOPA-kinon meydana getirir. Bunlar proteinlerle reaksiyona girerek
reaktif Cys-DA kalintilart olusturdugundan prostaglandin H sentaz enziminin NM

sentezinde yer aldig1 ileri siiriilmistiir (Zucca vd., 2004).

SN’ye ismini ve rengini veren bu pigmentleri iceren ndronlarin kaybi ve beraberinde
NM igeren noronlarin sitoplazmasinda gozlenen Lewy cisimcikleri PH tanisinda
kullanilmaktadir. Dopaminerjik néron kaybina bagl olarak gozlenen NM miktarinin
azalmasi1 noropatolojik ¢alismalarda bildirildigi gibi hastalik sirasinda SN'deki
noronlarin  kaybin1 dogrulamaktadir (Zucca vd., 2004). NM seviyelerindeki
degisiklikler bu pigmentin hiicresel kosullarda toksik veya koruyucu roliinii
belirlemektedir. Hiicrede norotoksisiteye neden olacak reaktif/toksik kinonlari
sitozolden uzaklastirdigi, Fe, Zn, Cu, Al, Cr, Mo, Pb ve Hg dahil potansiyel toksik
metalleri, ilaglar ve organik toksik maddeleri selatladigi i¢cin NM noroprotektif bir
bilesiktir (Zuccavd., 2018). Diger taraftan, NM'nin proteazom fonksiyonunu dogrudan
inhibe ettigi ve serbest radikallerin iiretimini tesvik ederek dopaminerjik néronlar igin
toksik olabilecegi one siiriilmiistir (Xu & Chan, 2015). NM hidrojen peroksit ile
reaksiyona girerek bir serbest radikal kaynagi haline gelebilmektedir. Son zamanlarda,
NM’nin yaslanmada veya PH’de beynin SN’deki dopaminerjik noronlarinda o-
siniiklein ekspresyonunu veya birikimini indiikledigi ileri strilmistir (Xuan vd.,
2011). Fasano ve arkadaglari (2003) NM'in PH'nin SN néronlarinda dogrudan o-
siniiklein ile baglandigin1 bildirmistir. Dahasi, saglikli bireylerle karsilastirildiginda
PH orta beynindeki NM igeren dopaminerjik ndronlarda o-siniiklein mRNA

seviyelerinin anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (Xu & Chan, 2015).

NM giiclii bir metal baglama kapasitesine sahiptir (Zucca vd., 2004). Demir, NM
pigmentine iki farkli bolgeden baglanir: birinci bolge NM pigmentinin melanik

kisminin katekol gruplari ile ¢evrili bir oksi-hidroksi kopriili demir (I11) kiimesidir.
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Ikinci bodlge ise katekol birimlerinin oksijen atomlar: tarafindan koordine edilen bir
mononiikleer demir bdlgesidir. Bununla birlikte, bu boélgelerden hangisinin demir
oranini yiiksek veya diislik afinite ile koordine ettigi tam olarak agik degildir. 70-90
yas arast saglikli bireylerde SN’deki NM'lerin demir igerigi, SN'de bulunan toplam
demirin %210-20'sini olusturmus ve kalan miktar ¢cogunlukla glial hiicrelerde H- ve L-
ferritin olarak depolanmistir (Zucca vd., 2004). Bu, demirin noérodejeneratif
hastaliklardaki rolii i¢in olduk¢a 6nemlidir, ¢iinkii SN noronlarinda demir ve diger
metal toksisitesine karsi tek tampon sistemi NM gibi goriinmektedir. NM, redoks aktif
demiri ayirip hidroksil radikallerinin olusumunu azaltabilir. Yiiksek demir seviyeleri
varliginda, NM demiri ferritin benzeri bir demir oksihidroksit kluster formunda
diizenlenmis, diisiik afiniteli baglanma alanlarinda biriktirir. Buradaki demirin redoks
aktif olma kapasitesi yiiksek oldugu igin serbest radikaller iiretir ve norotoksisiteye yol
acar. Yapilan bir calismada, PH hastalarina ait NM agregatlarinda gbzlenen artmis
redoks aktivitesinin NM igeren noronlarin hemen yakinindaki dokularda
bulunmadigmi; buradaki Fe*® miktarnin NM redoks aktivite seviyeleri ile
iliskilendirilebilecegini gostermistir. Ayni ¢alisma, NM i¢indeki redoks aktivitesinin
cogunun demir iyonlar: tarafindan tiretildigini gostermektedir. S6z konusu néronlarda
demir homeostazina dahil olan molekiillerin belirlenmesi, PH hastalarinin SN'sinde
artmis demire yanit olarak gelisen ferritin ifadesinin regiilasyonundaki azalmanin
aydinlatilmasi agisindan énemli olacaktir. Ileri siiriilen hipoteze gére NM nin redoks
aktif metal iyonlarin1 bloke eden koruyucu bir ajan mi1 yoksa sitotoksik radikal
olusumunu tesvik eden bir bilesik mi oldugunu belirleyen baglanan demir miktaridir
(Zucca vd., 2004). Erken PH'de NM'in yapisi ve yogunlugunda degismeler dikkat
cekmektedir. PH hastalarinin SN'sindeki NM analizi potansiyel olarak artmis oksidatif
stresle sonuglanabilen erken demir birikimi seklindedir. Dahasi, hasarli néronlardan
salman NM, mikroglialar1 aktive ederek norodejeneratif siirece katkida
bulunabilmektedir. Aktif mikroglia TNF-a, IL-6 ve NO gibi proinflamatuar sitokinler
tiretir. Ek olarak SN'de NM iceren ndronlarin pigment icermeyenlere gore daha
savunmasiz oldugu ileri siiriilmektedir (Xu & Chan, 2015). Ciinkii NM pigmenti fazla
miktarda metal baglamakta ve NM’nin degisen yapim-yikim dongiisii nedeniyle
yaslanmayla birlikte siirekli birikmektedir. Biyokimyasal 6zellikleri nedeniyle
NM’nin PH'de noral hassasiyetin altinda yatan kritik bir faktdr olabilecegi kabul
edilmektedir (Zucca vd., 2018).
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NM pigmentinin demir elementi tagimasi ve demir birikiminin ferroptoz i¢in dnemi
g0z Oniine alindiginda NM nin ferroptoz indiikleyici olma potansiyeli artmaktadir. Tez
kapsaminda sentez iirlinii uygulamasi araciligiyla hiicre i¢inde artis1 saglanan NM,
ferroptotik parametreler agisindan degerlendirilmistir. Bdylece dopaminerjik
hiicrelerdeki ferroptotik hiicre 6liimiine NM’nin katkist ve tetikledigi/inhibe ettigi

muhtemel yolaklar ortaya konmustur.
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3. Gere¢ ve Yontem

3.1. Kullamilan Cihazlar

Class Il Tip A2 Biohazard steril kabin (Nuaire)

Su banyosu (Memmert)

Ultrasonik su banyosu (ISOLAB)

Faz kontrast mikroskop (Olympus CK2)

Ters floresan mikroskobu (Olympus)

Freezone liyofilizator sistemi (Labconco)

Mikroplaka okuyucu (Multiskan Go, Thermo Scientific)
Real-time PCR cihazi (Roche LightCycler 480 II)
Sogutuculu santrifiij (Beckman Coulter, Sigma 3K30)
Karbondioksit inkiibatorii (Nuaire)

Jel dokme aparat, transfer modiilii ve gii¢ kaynagi (BIO-RAD)
Mikrosantrifiij (Beckman Coulter)

Ultrasantrifiij (Beckman Coulter)

Calkalamali blok 1sitict (BOECO)

Vorteks (IKA)

Orbital karistiricilar (BOEKO, 1KA)

Otomatik pipetor (Biohit)

Membran goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat)
Otomatik pipetler (Thermo)

-20°C derin dondurucu (Ugur)

-80°C derin dondurucu (Sanyo Ultra Low)

Kirik buz makinesi (Hoshizaki)

Otoklav (Hirayama, HV-80L)

DirectQ millipore su aritma cihazi

pH metre (Hanna)

Orbital calkalayici (Labnet)

Analitik teraziler (Sartorious)
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3.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Millipore)

Magnezyum kloriir

Kalsiyum kloriir

4-(2-hidroksietilpiperazin-1-etansulfonik asit) (HEPES) (Sigma)

Fetal sigir serumu (FBS) (Biowest)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)-F12 besiyeri (Biowest)

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolyum (MTS) (Promega)

Fenazin metosulfat (PMS, Sigma)

Retinoik Asit (Sigma)

Beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF) (Cayman)

Fosfat tamponu (PBS, Gibco)

Dopamin (Cayman)

L-sistein (Sigma)

FeCls.6H20 (Sigma)

Aquaguard-1 ve 2 (Biowest)

Asetik asit (Carlo erba)

N-asetil sistein (NAC) (Abdi Ibrahim ilag Sanayi ve Tic A.S)

Trolox (Sigma)

Rotenon (Sigma)

Levodopa (L-DOPA) (Cayman)

Erastin (Cayman)

RSL-3 (Sigma)

Ferrostatin-1 (Sigma)

Liprokstatin-1 (Sigma)

Nekrostatin-1 (Sigma)

Karbobenzoksi-valil-alanil-aspartil-[O-metil]-fluoromethilketon (Z-VAD-

FMK) (Sigma)
3- metiladenin (Sigma)
C11-BODIPY 581/591 (Cayman)
Deferoksamin (DFO) (Sigma)

Laktat dehidrogenaz enzim kiti (Cayman)
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1,2-bis(dimetilamino) etan (TEMED) (Sigma)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)

Tween 20 (Sigma)

Amonyum persulfat (APS) (Sigma)

Triz baz (Sigma)

Glisin (Sigma)

Akrilamid/bisakrilamid ¢6zeltisi (Sigma-Aldrich)

Yiikleme tamponu (Cell Signaling Technology)

Yiirlitme tamponu (LONZA)

1-Step transfer tamponu (Pierce)

Trizma hidroklorik ¢6zeltisi (Sigma)

Tergitol ¢ozeltisi (NP-40) (Sigma)

Halt proteaz inhibitdr kokteyli (100x, Pierce)

Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)(FLUKA)

Etanol

Tripsin (Gibco)

Tripan mavisi %0.5 (Biowest)

Malondialdehit (MDA) TBARS kolorimetrik 6l¢tim kiti (Cayman)

Glutatyon kolorimetrik 6l¢iim kiti (Elabscience®)

Demir 6l¢iim Kiti (Sigma)

MasterPure RNA izolasyon kiti (Epicentre)

RevertAid cDNA sentez kiti (Thermo Scientific)

RealQ Plus 2x Master Mix Green (Ampligon)

RNaz/DNaz igermeyen su (A.B.T.)

Primer antikorlar (anti-4-HNE-modifiye protein, anti-Acsl4, anti-ferroportin,
anti-TfR1; Cell Signaling, anti-DMT-1 ve anti-GPX4; Santa Cruz, anti-ferritin, anti-
IREB-2, anti-STEAP3; Fine Test)

Sekonder antikorlar (Cell Signaling)

Primerler (GPX4, Acsl4, DMT-1, ferritin ve ferroportin) (B Oligo)

BCA protein miktar tayin kiti (Thermo Scientific)
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3.3. Deney Modelinin Hazirlanmasi

Tez calismasinda NM aracilt hiicre 6liimii ferroptoz agisindan degerlendirilmistir.

Tezin ilk asamasinda sentetik NM sentezi gerceklestirilmis, ardindan NM hiicrelere

uygulanip hiicre 6liimiine iliskin analizler yapilarak “NM ile indiiklenmis deney
modeli” olusturulmustur. Yani sira, L-DOPA kullanilarak hiicre iginde NM sentezinin
tetiklenmesine yonelik c¢alismalar gergeklestirilmistir. Caligma siiresince insan
noroblastoma hiicre hatt1 (SH-SY5Y, ATCC CRL-2266) kullanilmigtir. Tezin ikinci
asamasinda ise oOlusturulan deney modelinde ferroptoz parametreleri ile demir

metabolizmasinda gorevli protein seviyeleri ol¢lilmiistiir.
Sentetik NM ile indiiklenmis deney modeli olusturulurken sirasiyla;

v" Demir iyonu icermeyen (ifNM) ve demir iyonu igeren (Fe"*>NM) néromelanin
slispansiyonlar1 hazirlanmis,

v' Sentetik NM’lerin hiicre igine girisi dogrulanmus,

v ifNM ve Fe™NM icin hiicrelerin %50 canlilik gdsterdigi inhibisyon
konsantrasyonu (ICso) hesaplanmus,

v' Antioksidanlar varhgida ifNM ve Fe™*NM’nin hiicre canhiligina etkisi

degerlendirilmistir.

3.3.1. Demir Iyonu icermeyen Néromelanin Hazirhig (ifNM)

DA (1,5 g) ve Cys (232 mg) molar orani 6:1 olacak sekilde 1000 mL 50 mM fosfat
tamponunda (pH 7.4) ¢coziindiiriilmiistiir. Karisim 3 giin boyunca serbest hava erisimli,
kuvvetli bir kanistiricida 37°C'de inkiibe edilmistir. Olusan siyah renkli karisim 10
dakika 10.000 rpm’de santrifiijlenip toplanmis ve bir kez %1°lik asetik asit ¢ozeltisi
ile, iki kez distile su ile yikanmistir. Son olarak NM, vakum altinda kurutularak deney
giiniine kadar +4°C'de bekletilmistir (Viceconte vd., 2015).

3.3.2. Fe*3 i¢ceren Noromelanin Hazirhig (Fe*3NM)

DA (1,5 g) ve Cys (232 mg), molar oran1 6:1 olacak sekilde tartilip 1000 mL 50 mM
fosfat tamponunda (pH 7.4) ¢oziindiiriilmiistiir. Karisim 3 giin boyunca serbest hava
erisimli, kuvvetli bir karistiricida 37°C'de inkiibe edildikten sonra karisima demir
iyonu son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde FeClz-6H20 ilavesi yapilmistir. Elde

edilen renkli karisim 10 dakika 10.000 rpm' de santrifiijlenip toplanmis, ardindan bir
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kez %1°lik asetik asit ve iki kez distile su ile yikanmistir. Son olarak, vakum altinda

kurutulup deney giiniine kadar +4°C' de bekletilmistir (Nguyen vd., 2002).

3.3.3. Sentetik Noromelaninlerin Karakterizasyon Calismalari

Olusturulan sentetik NM’lerin yapisal 6zelligini dogrulamak iizere Taramal1 Elektron
Mikroskobu (SEM) ile goriintileme ve IR spektrum odl¢iimleri yapildi. Ornekler
hazirlandiktan sonra kurutulmus NM filmi igeren silikon levhalar, SEM odasina
aktarilmadan once ¢ift cubuklu bakir bant kullanilarak paslanmaz gelik ¢ivilere monte
edildi. Monte edilen numuneler, bir Hummer V piiskiirtme kaplayici (Anatech,
Springfield, VA) kullanilarak 10 mA'da 4 dakika boyunca argon plazmasi altinda altin-
paladyum sisi ile kaplandi. Numuneleri ultra yiiksek ¢oziiniirlik modunda incelemek
icin geri saciliml ikincil elektron detektdrii ve 3 nm ¢oziiniirliikkle donatilmis bir
Philips FEI XL30 SEM-FEG (FEI, Portland, OR) kullanildi. Tipik elektron 111
kosullari, 3,0 nokta boyutu ve 4,0-6,0 mm ¢alisma mesafesi ile 3-5 kV idi. SEM
goriintiileri, analySIS XL docu yazilimi (Soft Imaging Systems, Lakewood, CO)
kullanilarak elde edildi ve analiz edildi. Tiim goriintiiler TIFF dosyalar1 olarak
kaydedildi (Bush vd., 2006). Olusturulan sentetik NM’lerin yapisal O6zelligini
dogrulamak tizere IR spektrumlari, Jasco FT/IR-400 spektrometresinde (Jasco, Tokyo,

Japonya) potasyum bromiir peletleri olarak kaydedilmistir (Akgul vd., 2007).

3.3.4. Sentetik Noromelaninlerin Hiicre i¢ine Girisinin Gosterilmesi

Caligsma siiresince insan noroblastoma hiicre hatt1 (SH-SY5Y, ATCC CRL-2266) %10
FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/mL penisilin ve streptomisin igeren besi yeri
(DMEM/F12) kullanilarak poli-L-lizin kapli polistiren hiicre kiiltiir kaplarina ekilip
%5 CO2 ve 37°C’de inkiibe edilerek c¢ogaltilmis ve 1:4 oraninda pasajlanmistir.
Deneyler devam ederken agilan her hiicre hattinin kullanim siiresi 20 pasajlama sayisi
ile sinirlandirilmigtir. Hiicreler istenen oranda g¢ogaldiktan sonra tripsin (%0.25)
yardimi ile flasklardan kaldirilarak santrifiij edilmis, daha sonra 1:1 oraninda hiicre
siispansiyonu ve %0.4 tripan mavisi soliisyonu ile karistirilmistir. Hemositometre
lamina yerlestirilmis, 1-2 dakika oda sicakliginda bekletilerek invert mikroskopta
sayllmistir. Hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarmda 5x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekilip %5 CO2 ve 37°C’ye ayarlanmis inkiibatérde 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Hiicrelerin adhere olmasimi takiben liyofilize edilen sentetik NM’ler

analitik terazide tartilip ependorflara aktarilarak kiiltiir ortami ile uygulanacak en
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yiiksek konsantrasyonun 10 kat1 (10X) olacak sekilde siispansiyonlari hazirlanmistir
(ana stok). Daha sonra ana stok iizerinden belirlenen konsantrasyonlara yine kiiltiir
ortami ile seri olarak seyreltilmistir. Her uygulamadan 6nce NM’lerin ¢dkmesinin
oniine gegilmesi i¢in vorteks ile karistiriimistir. ifNM ve Fe*3NM siispansiyonlar1 0.1,
1, 10, 100 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde hiicrelere uygulanmistir. 48 saat
inkiibasyonun ardindan hiicreler 151k mikroskobu ile goriintiilenerek NM’lerin hiicre
icine girisi dogrulanmistir. Karsilastirma yapmak ve NM’nin kuyucuklara
yapismadigini dogrulamak icin hiicre igermeyen kuyucuklara NM uygulamasi

yapilmistir.

3.3.5. ifNM ve Fe*>NM i¢in ICso Degerinin Hesaplanmasi

Sentetik NM’ler i¢in hiicrelerin %50 canlilik gosterdigi inhibisyon konsantrasyonlari
(ICso) hiicre canlilig1 analizi ile saptanmistir. Hiicre canliligi; metabolik aktivite, ATP
igerigi veya hiicre proliferasyonunun 6lgiilmesi yoluyla analiz edilir. Ayrica, membran
biitiinliglinlin kaybi gibi hiicre 6liimii belirtecleri lizerinde bir okuma saglayan hiicre

toksisite deneyleri kullanilarak da hiicre canlilig1 degerlendirilebilir.

Hiicre canlihigi/6limii metabolik aktivitedeki degisim (WST-1 yontemi) ve membran
biitiinligliniin bozulmast (LDH enzim salimimi) araciligiyla iki farkli yontem
kullanilarak olgtilmiistiir. Boliim 3.3.4°te anlatildig: sekilde hiicreler deneye hazir hale
getirilmistir. 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekilip %5 CO; ve 37°C’ye ayarlanmis inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Hiicrelerin adhere olmasini takiben asagidaki gruplar olusturulmus, 24 ve 48 saat

inkiibasyonun ardindan WST-1 ve LDH testi uygulanmaistir.

# Kontrol grubu: Herhangi bir uygulama yapilmamus hiicreler

% ifNM gruplari: 0.1, 1, 10, 100 pg/mL konsantrasyonda ifNM uygulanmus hiicreler

+ Fe*>NM gruplari: 0.1, 1, 10, 100 ug/mL konsantrasyonda Fe**NM uygulanmus
hiicreler

# Rotenon gruplari: 1 ve 10 uM rotenon uygulanmis hiicreler (pozitif kontrol grubu)

3.3.6. WST-1 Testi

Uygulamalarin sonunda her bir kuyucuga 20 uL. WST-1 eklenmis ve 3 saat siire ile

%5 CO2 ve 37°C’ye ayarlanmis inkiibatorde inkiibe edilmistir. Mikroplaka okuyucu
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ile 440 nm dalga boyunda absorbans okunmustur. Okunan absorbans degerine gore

hiicre canlilig1 belirlenmistir. Referans dalga boyu olarak 650 nm kullanilmistir.

Hiicre canliligi (%)= 1- (test kuyucugunun absorbansi / kontrol kuyucugunun
absorbansi) x 100

3.3.7. LDH Aktivitesi Ol¢iimii

Uygulamalarin sonunda besiyerinden 50 pL alinarak 50 pL. LDH reaksiyon karigimi
ile karistirilmis ve 25 dk. oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Optik dansite mikroplaka
okuyucu ile 492 nm/690 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

Hiicre canlihi@ analizleri sonunda ifNM ve Fe™>NM igin ICso degerleri GraphPad
Prism deneme versiyonu kullanilarak hesaplanmis ve ileri ¢aligmalara bu

konsantrasyonlarla devam edilmistir.

3.3.8. Antioksidan Varhiginda ifNM ve Fe*NM’nin Hiicre Canlihigina Etkisinin

Degerlendirilmesi

Ferroptoz; oksidatif bir hiicre 6liimii oldugu ve serbest radikal iiretimine ihtiyag
duydugu i¢in antioksidanlarin varhigindan etkilenmektedir (Dixon vd., 2012). Bu
nedenle, ileri c¢aligmalara ge¢cmeden o©nce NM kaynakli hiicre Oliimiiniin
antioksidanlarla geri dondiiriiliip dondiiriilemedigi degerlendirilmistir. NM kaynakli
hiicre Oliimiiniin  antioksidan varliginda geri dondiriiliip dondiiriilemedigi
degerlendirmek {lizere NAC ve E vitaminin suda ¢Ozlinen tlirevi olan trolox
kullanilmigtir (Dixon vd., 2012; Kunzler vd., 2017; Romero vd., 2017). Bunun igin
ifNM ve Fe*>NM i¢in uygulama konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra asagidaki
gruplar olusturulup WST-1 ve LDH testi sirasiyla 3.3.6 ve 3.3.7°de belirtildigi sekilde

uygulanmistir:

# Kontrol grubu: Herhangi bir uygulama yapilmamis hiicreler

% ifNM grubu: ifNM (50 pg/mL) uygulanmis hiicreler (24 veya 48 saat)

+ Fe™>NM grubu: Fe™*NM (70 pg/mL) uygulanmis hiicreler (24 veya 48 saat)

%+ Rotenon grubu: 10 uM rotenon uygulanmus hiicreler (pozitif kontrol grubu) (24
saat)

% ifNM + NAC grubu: Bir saat NAC (1 mM) uygulamasi sonrasi 48 saat ifNM (50

png/mL) ile muamele edilmis hiicreler
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+ Fe">NM + NAC grubu: Bir saat NAC (I mM) uygulamas: sonrasi 48 saat
Fe**NM (70 pg/mL) ile muamele edilmis hiicreler

#+ ifNM + Trolox grubu: Bir saat Trolox (100 pM) uygulamasi sonrasi 24 saat
1ifNM (50 pg/mL) ile muamele edilmis hiicreler

+ Fe*>NM + Trolox grubu: Bir saat Trolox (100 uM) uygulamasi sonrasi 24 saat
Fe**NM (70 pg/mL) ile muamele edilmis hiicreler

+ Rotenon + Trolox grubu: Bir saat Trolox (100 pM) uygulamasi sonras1 24 saat

rotenon (10 uM) ve ile muamele edilmis hiicreler

3.4. L-DOPA ile indiiklenmis NM Deney Modeli Olusturulmasi

Tez kapsaminda, sentetik NM ile indiiklenmis deney modelinin yani sira hiicre i¢inde
NM sentezinin tetiklendigi deney modeli olusturulmasi planlanmistir. Buna gore

sirasiyla;

v" L-DOPA uygulamasi sonrasi hiicrede noromelanin olusumu takip edilmis,

v' Hiicre iginde olusan NM nin hiicre canliligina etkisi degerlendirilmistir.

L-DOPA ile indiiklenmis NM modeli olusturmadan 6nce SH-SY5Y hiicreleri retinoik
asit (RA) ve beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF) ile muamele edilmistir. Endojen
retinoid metaboliti olan RA, iskelet miyoblastlar1 ve noroblastlar gibi ¢esitli hiicrelerde
farklilasmay1 indiikler. SH-SYS5Y  hiicreleri RA ile muamele edildiginde
morfolojilerinde degismeler meydana gelir ve norit olusumu gozlenir. Farklilagsma
sirasinda hiicreler; ndrofilamentleri, muskarinik ve sinir biiyiime faktorii reseptorlerini

eksprese etmeye baglar (Xun vd., 2012).

%80-%90 doluluk oranina ulasan hiicreler pasajlandiktan 24 saat sonra kiiltiir
ortaminda hazirlanmis 10 uM all-trans RA ile 5 giin boyunca muamele edilmistir. Bu
stirecte kiiltiir ortam iki giinde bir degistirilmistir. Siire sonunda RA’y1 uzaklastirmak
icin FBS icermeyen ortam ile hiicreler {i¢ kez yikanmistir. Ardindan serum igermeyen
kiiltiir ortaminda hazirlanmig 50 ng/mL BDNF 5 giin boyunca uygulanmigtir. Kiiltiir
ortami iki giinde bir degistirilmistir (Encinas vd., 2000; Xun vd., 2012). Retinoik asitle
farklilasma; olgun ndron belirteci mikrotiibiil iliskili protein-2 (MAP-2) ve tirozin
hidroksilaz (TH) protein ifadesinin Western Blot teknigi ile gosterilmesi ile

dogrulanmistir.
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Farklilasmanin ardindan asagidaki gruplar olusturulmus ve NM olusumunu

goriintiilemek i¢in 151k mikroskobu kullanilmistir:

+ Kontrol grubu: L-DOPA uygulanmamus hiicreler

#+ L-DOPA ile indiiklenmis NM grubu: Hiicrelere 100 uM L-DOPA uygulanmustir.
Hiicre ortamu iki giin aralikla ve {icte ikisi taze hazirlanmig 100 uM L-DOPA
eklenmis ortamla degistirilmistir. 30 giin boyunca diizenli olarak uygulamanin
ardindan; 2 ile 10 giin boyunca L- DOPA igermeyen taze kiiltiir ortami ile devam
edilip iki giinde bir ortam yenilenmistir (Sulzer vd., 2008).

#+ L-DOPA grubu: 48 saat 100 pM L-DOPA uygulanmis hiicreler. NM olusan

grupla karsilastirmak amaciyla olusturulmustur.

3.5. Deney Modellerinde Ferroptotik Hiicre Oliimiiniin Degerlendirilmesi

Tez calismasmin ikinci asamasinda NM araciligiyla tetiklenen ferroptoz, spesifik

ferroptoz inhibitorleri varliginda odlgiilerek degerlendirilmistir. Bunun i¢in asagidaki
tablolarda (Tablo 2,3,5,7,8) yer alan gruplar ve herhangi bir uygulama yapilmamis

hiicre iceren gruplar (kontrol) olusturulmustur.

Hiicreler analizi yapilacak parametreye goz Oniine alinarak 6- veya 96-kuyucuklu
kiiltiir kaplarinda sirastyla 0.5x10° ve 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmis,
hiicrelerin adhere olmasini takiben tabloda belirtilen ajanlarla veya NM ile hiicreler 24
saat inkiibe edilmis; hiicre canlilig1, 4-hidroksinonenal (HNE), malondialdehit (MDA),
hidroperoksit kaynakli reaktif tiirleri, GPX4, Acsl4 ve hiicre i¢i demir diizeyi 6l¢timii

yapilmistir.
Bu gruplar ferroptoz aktivatorii ajan (erastin) uygulanmus hiicrelerle karsilastirilmistir.

Hiicre 6liimii tipi spesifik inhibitorler [ferroptoz igin ferrostatin-1 (Fer-1), otofaji i¢in
3-metiladenin (3-MA), nekroptoz igin nekrostatin-1, apoptoz i¢in Z-VAD-FMK]

varliginda degerlendirilmistir.

NM’lerin lipid peroksidasyonu {iizerine etkisi lipid peroksidasyon oOnleyici ajan
(liprokstatin-1) varliginda ve erastin ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
NM’lerin GPX4, Acsl4, GSH diizeyleri lizerine etkisi ¢esitli ferroptoz inhibitorleri

(ferrostatin-1, liprokstatin-1) varliginda 6l¢iilmiis ve ferroptoz aktivatorii ajan (erastin)

ile karsilagtirilmastir.
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NM’lerin hiicre i¢i demir diizeylerine etkisi demir selatorii (deferoksamin) varliginda
ve ferroptoz aktivatorii ajanla (erastin) karsilastirilarak degerlendirilmistir.
3.5.1. Hiicre Canhiliginin Degerlendirilmesi

Farkl1 hiicre 6liim tipleri sentetik NM’lerin uygulandigi hiicrelerde spesifik inhibitorler
varliginda degerlendirilmistir. Bunun i¢in Tablo 2’de yer alan gruplar olusturulmus

ve 24 saat uygulamanin ardindan hiicre canliligt MTS/PMS testi ile 6l¢tilmiistiir.

Tablo 2. Hiicre 6liim tiplerinin degerlendirilmesinde kullanilan gruplar

Ferroptozun Nekroptozun Apoptozun Otofajinin
degerlendirilmesinde degerlendirilmesinde degerlendirilmesinde degerlendirilmesinde
kullanilan gruplar kullamlan gruplar kullanilan gruplar kullanilan gruplar
Erastin Erastin + Ferrostatin-1
ifNM ifNM + Ferrostatin-1 ifNM + Nekrostatin-1 ifNM +Z-VAD-FMK ifNM + 3-MA
Fe™ NM Fe"™*NM + Ferrostatin-1 Fe"™>NM + Nekrostatin-1 | Fe*NM+Z-VAD-FMK Fe™NM + 3-MA
Rotenon Rotenon + Ferrostatin-1 Rotenon + Nekrostatin-1 | Rotenon + Z-VAD-FMK Rotenon + 3-MA

Uygulanan konsantrasyonlar: ifNM (1/21Cso, ICso, 2xICso), Fe*3NM (1/21Cso, ICs0, 2xICs0), Ferrostatin-1 (5 uM),
Erastin (30uM), Nekrostatin-1 (50uM) (Ma vd, 2016), Z-VAD-FMK (20uM) (Pyszko & Strosznajder, 2014), 3-
MA (5mM) (McFarland vd., 2013) Rotenon (10 uM).

Ferrostatin-1 bilinen en giiglii ferroptoz inhibitorii ajanlardan biridir. Bu ajan, RSL-3
ve erastin aracili ferroptotik 6liimii inhibe etmekte fakat rotenon, H>O> gibi bilesikler
ile apoptozu indiikleyen ajanlarin etkilerini geri dondiirememektedir (Dixon vd.,
2012). Bu nedenle ferroptozun degerlendirilmesinde kullanilmistir. Rotenon
ferroptotik 6liime neden olmadig: icin Fer-1 varliginda dahi farkli mekanizmalarla
hiicre oliimiine katki saglayacagi oOngoriilmektedir. Bu sebeple rotenon grubu
karsilastirma grubu olarak ilave edilmistir. Nekrostatin-1 nekrotik hiicre Sliimiinii
bloke eden bir ajandir (Vandenabeele vd., 2013). Z-VAD-FMK (karbobenzoksi-valil-
alanil-aspartil-[O-metil]-florometilketon), kaspaz proteazlarinin katalitik bolgesine
irreversibl baglanan ve apoptozu inhibe eden bir kaspaz inhibitoriidiir (Neumar vd.,
2003). 3-metiladenin (3-MA), Simif IIT PI3K inhibitérii, otofajiyi segici olarak bloke
etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Heckmann vd., 2013).
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3.5.2. Lipid Peroksidasyon Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesinde Tablo 3’te belirtilen gruplar
olusturulmus ve 24 saat uygulamanin ardindan hidroperoksit kaynakli reaktif tiirler, 4-

HNE ve MDA 6l¢timii yapilmustir.

Tablo 3. Lipid peroksidasyon iiriinlerinin degerlendirilmesinde kullanilan gruplar

Lipid Peroksidasyon Onleyici Ajan

Ferroptoz Indiiklenen Gruplar Uygulanan Gruplar

ifNM ifNM + Liprokstatin-1
Fe**NM Fe**NM + Liprokstatin-1
Erastin Erastin+ Liprokstatin-1

Uygulanan konsantrasyonlar: ifNM (50 pg/mL), Fe+3NM (70 pg/mL), Erastin (30uM), Liprokstatin-1 (50nM)

3.5.2.1. MDA Diizeylerinin Ol¢iimii

MDA diizeyi TBARS kolorimetrik kit kullanilarak tiretici firmanin protokoliine gore
Ol¢iilmiistiir. Uygulamalarin ardindan toplanan hiicreler hiicre lizis tamponu ile
homojenize edilmistir. Hiicre homojenatlar1 (100 pL) ependorflara alinarak kit
icerigindeki 100 pL SDS ve 800 uL renk ¢ozeltisi ile karistirilip blok 1siticida 95°C’de
1 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda Ornekler buza alinmis ve 4°C
1600xg’de 10 dk santrifiij edilmistir. Olusan renk degisimi 553 nm’de kolorimetrik
olarak olgiilerek lipid peroksidasyon degerlendirilmistir. Yedi farkli konsantrasyonda
(0, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 25, 50 uM) hazirlanan MDA standartlar1 kullanilarak
hazirlanan standart egri grafi§i ve denklemi yardimiyla Orneklerdeki MDA

konsantrasyonu hesaplanmustir.
3.5.2.2. Hidroperoksit Kaynakh Reaktif Tiirlerin Ol¢iimii

Lipid peroksidasyon, hidroperoksit kaynakli reaktif tiirlere duyarli boya C11-BODIPY
581/591 ile floresan mikroskop kullanilarak degerlendirilmistir. Uygulamalarin
ardindan hiicrelerden besi yeri uzaklastirilarak yerine 1 uM C11- BODIPY 581/591
iceren taze besiyeri ilave edilmistir. Hiicreler 30 dakika 37°C’de inkiibasyonun
ardindan ortam uzaklastirtlip 3 defa 1X PBS ile yikanarak floresan mikroskopta

goriintii alinmustir.
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3.5.2.3. 4-HNE Kantifikasyonu

4-HNE diizeyi 4-HNE-modifiye protein araciligiyla ilgili primer antikor (anti-4-HNE-
modifiye protein; 1:1000) kullanilarak Western Blot yontemi ile tayin edilmistir.

3.5.2.3.1. Western Blot Yéntemi

Gruplar olusturulduktan sonra hiicreler toplanmis, protein miktar tayini sonrasi
sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elekroforezi (SDS-PAGE) ile proteinler jelde
ayrilmis, Western Blot yontemiyle ilgili antikorlar kullanilarak proteinlerin analizi
gerceklestirilmistir (Armagan vd., 2019). Toplanan hiicreler proteaz inhibitor kokteyli
iceren homojenizasyon tamponu ile sogukta homojenize edilmistir. 15000xg’de
+4°C’de 10 dakika santrifiij sonras1 ayrilan supernatanlar protein miktar tayini i¢in
kullanilmistir. Toplam protein diizeyi bikinkoninik asit (BCA) kiti kullanilarak 562
nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda yapilmaistir. Proteinlerin elektroforez islemi
ile ayrilmast i¢in %10 ayirici jel ve %4 liik paketleyici jel hazirlanmistir. Ornekler her
biri 20 pg protein igerecek sekilde yiikleme tamponuyla birlikte 95°C’de 5 dakika
bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklara yiiklenip paketleyici jeli gecene kadar
40 V’ta, aywrict jeli gegene kadar 150 V’ta yiiriitiilmiistiir. Proteinlerine ayrilan
ornekler PVDF membrana transfer edilmek iizere transfer tankina alinmistir. Transfer
1slemi +4°C’de 200 mA’de 1.5 saat yapilmistir. Membran primer antikor iceren ¢ozelti
(1:1000) ile bir gece boyunca +4°C’de ¢alkalayicida bekletilmistir. Tez kapsaminda
kullanilan primer antikorlarmn listesi Tablo 4’te verilmistir. Membran 3 kez onar
dakika 1X yikama tamponu ile yikanmistir. HRP enzimi ile isaretlenmis sekonder
antikorlar ile inkiibe edilen membranlarin goriintiilenmesi i¢in kemiliiminesans
substrati kullanilmistir. Fazla soliisyon uzaklastirildiktan sonra membran protein kismi
yukart bakacak sekilde Vilber Lourmat Fuxion-FX7 goriintiileme cihaz1 ile
kemiliiminesans goriintiilemesi yapilmustir. {lgili proteinlere ait bantlar dansitometrik
olarak degerlendirilerek referans proteine (B-aktin) oranlanip sayisal olarak ifade

edilmistir.
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Tablo 4. Western Blot yonteminde kullanilan primer antikorlar

Anti GPX4 antikoru Anti Acsl4 antikoru Anti Tirozin hidroksilaz
Anti TranSfe.mn reseptor 1 Anti Ferritin antikoru Anti IREB 2 antikoru
antikoru
Anti Ferroportin antikoru Anti 4-HNE antikoru Anti MAP2

3.5.3. GPX4 ve Acsl4 Diizeylerinin Ol¢iimii

GPX4 kompleks hidroperoksitleri indirger ve bdylece lipid peroksidasyonunun oniine
geger (Seibt vd, 2019). Bu nedenle GPX4 ferroptozda belirteg olarak kullanilmaktadr.
Acsl4 ise hiicre membraninda daha fazla PUFA’larin kalmasini saglayan bir enzimdir.
Acsl4 geninin proferroptotik gen oldugu belirlenmistir (Doll vd., 2017). Sentetik NM
modelleri uygulamasi sonrasi hiicrelerdeki GPX4 ve Acsl4 mRNA diizeyi real-time
PCR yontemi ile; protein diizeyi 3.5.2.3.1’de belirtildigi sekilde Western Blot

yontemiyle belirlenmistir. Olgiim i¢in Tablo 5’teki gruplar olusturulmustur.

Tablo 5. GPX4 ve Acsl4 diizeyinin degerlendirilmesinde kullanilan gruplar

Ferroptoz A Lipid Peroksidasyon Demir Bagl

B P Ferroptoz Inhibitorii P e A y S i aglayial

Indiiklenen Onleyici Ajan Ajan

Uygulanan Gruplar
Gruplar Uygulanan Gruplar Uygulanan Gruplar
Erastin Erastin + Fer-1 Erastin + Lip-1 Erastin + DFO
ifNM ifNM + Fer-1 ifNM + Lip-1 ifNM + DFO

Fe**NM Fe**NM +Fer-1 Fe*>NM + Lip-1 Fe**NM +DFO

Uygulanan konsantrasyonlar: ifNM (50 pg/mL), Fe+3NM (70 pg/mL), Erastin (30uM), Liprokstatin-1 (50nM),
Ferrostatin-1 (5 uM), DFO (100 uM) (Dixon vd., 2012).

3.5.3.1. mRNA Analizi

Total RNA izolasyonu i¢in Epicentre MasterPure RNA izolasyon kiti kullanilmistir.
RNA konsantrasyonu, 260 nm’de absorbanslari olgiilerek hesaplanmistir. RNA
izolasyonunun kalitesi ve safliginin belirlenmesinde A260/A280 oranm1 kullanilmastir.
RNA igerigi 1 pg/ul olacak sekilde niikleaz igermeyen su ile seyreltilmistir. Ardindan
cDNA sentez kiti kullanilarak revers transkripsiyon yontemiyle cDNA
sentezlenmistir. Oncelikle drnekler 70°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmis, daha
sonra reaksiyon tamponu, riboniikleaz inhibitérii ve dNTP karisimi ilave edilmistir.

Primerin RNA kalibindaki uygun bolgelere baglanmasi amaciyla 25°C’de 5 dakika

29



inkiibe edilmistir. M-MuLV revers transriptaz enzimi ilave edilerek PCR tiipleri termal
dongii cihazina yerlestirilmistir. Ornekler 42°C’de 1 saat, 94°C’de 7 dakika olacak
sekilde termal dongii cihazinda bekletilmistir. Boylece 42°C’de 1 saat RNA’lar revers
transkriptaz enzimi yardimi ile cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. 94°C’de 7 dakika siireyle
ortamdaki revers transkriptaz enzimi inaktive edilmistir. Olusan cDNA Ornekleri -
20°C’de saklanmistir. Tlgili genlere ait PCR iiriiniiniin miktarin1 saptamak iizere bir
onceki basamakta sentezlenen cDNA’larin sekans-spesifik primerlerin yardimiyla
amplifiye edilmesi planlanmigtir. Calismada kullanilan primer dizileri (Tablo 6) web
tabanli Primer3 programi ile belirlenmistir (Untergasser vd., 2012). Primerlerin her
biri 15 pmol olacak sekilde hazirlanmistir. GAPDH internal standart olarak

kullanilmustir.

Tablo 6. Real time PCR yonteminde kullanilan primerler

NCBI Referans

Gen Kodu Baz cifti Ileri Primer Geri Primer
Gpx4 NM_001039848.4 226 Gg_? ggg;ggﬁA GCéﬁégg?ﬁ?CT
st | nwozzers | ae | COTCSITITGC | COCCTTICTOTTG

DMT-1 NM_001174129.2 195 AAEgg:gi;iTC GC?i?ggIg:AC
Ferroportin NM_014585.6 177 TA((:: g;g;?_gch ATig?égg_? ((3: TC
Ferritin M97164.1 167 AC,I‘[’E?A?E?’ECG Gcligigig?_-rc

Real-time PCR yontemi ile mRNA analizi i¢in SYBR Green kiti kullanilmigtir. PCR
tiipline seyreltilmis cDNA, ileri ve geri primerler (15 pmol), niikleaz icermeyen su,
master mix eklenmistir. Baglangi¢c denatiirasyonu 95°C’de 5 dakika ve bunu takiben
toplam 40 dongii; 95°C’de 10 saniye denatiirasyon, 60°C’de 20 saniye baglanma ve
72°C’de 10 saniye zincir uzamasi gerceklesecek sekilde PCR  programi
olusturulmustur. Orneklerle birlikte c¢cDNA vyerine niikleaz icermeyen suyun
kullanildig1 negatif kontroller kullanilmistir. Boylece hedef genin spesifik
amplifikasyonunun ger¢ek zamanl olarak izlenmesi (Light Cycler® 480, Roche) ve
nicel analizinin yapilmast miimkiin olmustur. PCR f{irlinlerinin varligi ve saflik
kontrolleri erime egrisi analizleriyle yapilmistir. Erime egrisi analizi i¢in 40. dongiiniin
sonuna 95°C’de 1 dakika, 55°C’de 30 saniye ve 95°C’de 30 saniye olacak sekilde bir
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segment daha eklenmistir. Real-time PCR ile elde edilen amplifikasyon {irlinlerinin
kantifikasyonu i¢in “Komperatif AACT” yontemi kullanilmistir (Livak & Schmittgen,
2001).

3.5.4. GSH Seviyesinin Ol¢iimii

GSH diizeyi Tablo 5’teki gruplarda ve GSH Assay kit kullanilarak kolorimetrik olarak
Olgiilmiistiir. Kit igeriginde bulunan GSH standart ¢ozeltisi protokole gore
hazirlanmistir. Hiicre homojenatlar1 kit igerigindeki 1 nolu ¢ozelti ile 1:1 oraninda
seyreltilmis ve 4500xg’de 10 dk santrifiij edilmistir. Siire sonunda siipernatan ile
deneye devam edilmistir. Siipernatanlarda protein miktar tayini yapilmistir. GSH
analizi i¢in siipernatanlardan 100 pL baska bir tiipe alinip sirastyla kit igeriginde
bulunan 2 nolu ¢ozeltiden 125 plL, 3 nolu ¢ozeltiden 25 pL ve 4 nolu ¢ozeltiden 5 pL
eklenmistir. Ardindan 6rnekler 15 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Siire sonunda
renk degisimi 420 nm’de kolorimetrik olarak ol¢iilmistiir. GSH diizeyi, mg GSH/g

protein olarak hesaplanmaistir.

3.5.5. Hiicre i¢ci Demir Diizeyinin Ol¢iimii

Hiicre igi demir diizeyi Tablo 7°de belirtilen gruplar olusturulup Iron Assay Kit
kullanilarak tayin edilmistir. Uygulamalarin ardindan toplanan hiicreler hiicre lizis
tamponu ile homojenize edilmistir. Kit igeriginde bulunan standart ¢6zelti protokole
gore hazirlanmigtir. Hiicre homojenatlarindan 10’ar pL alinip 96 kuyucuklu plakaya
eklenmig, her bir kuyucuk kit igerigindeki Olgim tamponu ile 100uL’ye
tamamlanmistir. Oda sicakliginda 30 dk 1s1iktan korunarak bekletilmistir. Siire sonunda
her bir kuyucuga 100’er puL kit icerigindeki Iron Probe ¢ozeltisi eklenerek 60 dk oda
sicakliginda 1siktan korunarak inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda,

kuyucuklardaki renk degisimi 593 nm’de kolorimetrik olarak 6l¢tilmiistiir.

Tablo 7. Hiicre i¢i demir diizeyinin degerlendirilmesinde kullanilan gruplar

Ferroptoz indiiklenen Gruplar Demir Baglayic1 Ajan Uygulanan Gruplar
Erastin Erastin + DFO
ifNM ifNM + DFO
Fe*>NM Fe**NM + DFO

Uygulanan konsantrasyonlar: ifNM (50 pg/mL), Fe+3NM (70 pg/mL), Erastin (30uM), DFO (100 pM) (Dixon
vd., 2012)
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3.5.6. Hiicre i¢i Demir Tutulumunde Gorevli Proteinlerin Ol¢iimii

Demir metabolizmasiin ferroptozla iliskisi bilindigi icin sentetik NM uygulanmis
hiicrelerde hiicre i¢i demir diizeylerinin kontroliinde gorevli bir dizi protein
(transferrin reseptor 1, ferritin, ferroportin, IREB-2, DMT1) mRNA ve protein
acisindan degerlendirilmistir. Tablo 8’de belirtilen gruplar ve herhangi bir uygulama
yapilmamis hiicre iceren gruplar (kontrol) olusturulmustur. mMRNA analizi 3.5.3.1.°de
belirtilen sekilde real-time PCR yontemi ile; protein analizi 3.5.2.3.1.’de belirtilen
sekilde Western Blot yontemiyle gerceklestirilmistir.

Tablo 8. Hiicre i¢i demir tutulumunun degerlendirilmesinde kullanilan gruplar ve
Ol¢iimii yapilan parametreler

Ol¢iimii Olciimii
Ferroptoz indiiklenen Demir Baglayic1 Ajan Yapilan Yapilan
Gruplar Uygulanan Gruplar Proteinler Genler
Erastin Erastin + DFO TfR1
ifNM ifNM + DFO Ferrltln. Ferrltln.
Ferroportin Ferroportin
Fe**NM Fe*NM + DFO g DMT1

Uygulanan konsantrasyonlar: ifNM (50 pg/mL), Fe+3NM (70 pg/mL), Erastin (30uM), DFO (100 pM) (Dixon
vd., 2012)

3.5.7. Istatistiksel Degerlendirme

Deney gruplarinda her grup en az iigerli ve en az ii¢ tekrarli ¢alisilmistir. Tiim
istatistiksel analizler GraphPad Prism 4.03 for Windows Prism 4.03 (GraphPad
Software, San Diego, CA) bilgisayar yazilimi ile yapilmistir. Ortalamalar arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamliligi iki grup arasinda Student’s t-testi ile analiz
edilmistir. Istatistiksel analizlerde ¢oklu karsilastirmalarda ¢ok degiskenli varyans
analizleri (tek yonli ANOVA) kullanilmistir. Degiskenler arasinda bir etkilesim
saptandiginda Post-Hoc Test olarak Tukey’s testi uygulanmigstir. Ortalamalar
arasindaki fark p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Sayisal

degerlendirmelerde ortalama degerler ve standart sapmalar rapor edilmistir.
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4. Bulgular

4.1. Demir Iyonu Icermeyen (ifNM) ve Demir Iyonu iceren (Fe*3NM)

Noéromelanin Sentezi

Sentetik NM (demir iyonu igermeyen ifNM ve demir iyonu iceren Fe*3NM)
siispansiyonlar1 3.3.1. ve 3.3.2.’de belirtildigi sekilde hazirland1 ve vakum altinda
kurutulup 1siktan korunarak muhafaza edildi (Sekil 4).

Sekil 4. Sentetik NM (ifNM ve Fe**NM) hazirlik asamalar1 ve eldesi

4.2. Sentetik NM’lerin Karakterizasyon Calismalari

NM’lerin sentez asamasinda kullanilan DA ve Cys ile yapilar degerlendirilmek ve
karsilastirilmak amaciyla FT-IR deneyleri yapildi (Sekil 5). DA’nin IR spektrumlari
dikkate alindiginda; NH, OH ve C-O gerilme bantlari sirastyla 3338, 3202, 1284 cm’
b'de gdzlenirken, NH ve OH biikiilme bantlar1 sirastyla 1616 ve 1393 cm™'de tespit
edildi (Sekil 5A). SH, C=0, C-O, NH'nin gerilme bantlar1 ve OH ve NH gruplarinin
biikiilme bantlar1 sirasiyla 2550, 1576, 1295, 3170, 1421, 1525 cm™Y'de gozlenerek
sistein i¢in dogrulayici olarak bulunmustur (Sekil 5B).

ITfNM'nin IR spektrumlari dikkate alindiginda; Cys igin gézlenen SH germe bandi, SH
grubunun benzotiazin halkasi olusumuna katilmasiyla ortadan kayboldu. Ote yandan
DA ve Cys i¢in gozlenen NH biikiilme bantlari, polimerizasyon islemi sirasinda halka

olusumu nedeniyle 1505 cm™'e kaymistir. ifNM'in IR spektrumlarinda; karboksilik
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asit icin C=0 germe bantlar1 ve diizlem dis1 biikiilme bantlari, sistein i¢in gézlemlenen
bantlara kiyasla daha diisiik frekanslara (1571 ve 1427 cm™) kaymustir. Son olarak,
NH ve OH gerilme bantlar1 3189 cm™'de genis bir bant olarak gézlenmistir (Sekil 5C).

Fe*>NM'nin IR spektrumlari dikkate alindiginda; NH ve OH gerilme bantlar;, NM'de
oldugu gibi 3200 cm? civarinda genis bir bant seklinde gozlendi. ifNM’de
gbzlemlendigi gibi, Fe**NM spektrumunda fenolik OH gruplarina ait germe bantlari
¢ok zayif olmasina ragmen, C-O germe bandi ifNM’de gbzlemlenen bantlara gore
daha diisik frekansa (1270 cm™) kaymustir. Ancak Fe*>NM spektrumlarinda,
karboksilik asit icin C=0 gerilme bantlari, bantlara kiyasla daha disiik frekanslara
(1561 cm™) kayarken, OH diizlem dis1 biikiilme bantlar1 daha yiiksek frekanslara
(1486 cm™) dogru hareket etmistir. Bu sonug, karboksilik asit grubunun demir iyonu
ile etkilesimine atfedilebilir (Sekil SC).

DA, Cys ve ifNM spektrumlarinda sirastyla 1080, 1064 ve 1047 cm™'de tespit edilen
zayif bantlar C-N bandmin biikiilmesine baglanabilir. ilging olarak, Fe**NM
spektrumunda ayni bandin yogunlugunun gii¢lenip, genisleyip ve daha diisiik frekansa
(1030 cm™) kaymasi, indol halkasi ile demir iyonu arasindaki olasi etkilesimi

gostermistir (Bridelli, Tampellini ve Zecca, 1999).
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Sekil 5. Sentetik NM’lerin (ifNM ve Fe*>NM) (C) yapisal benzerliklerini

karsilastirmak iizere dopamin (A) ve sistein (B) ile FT-IR analizlerinin sonuglari.
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Fe*NM ifNM

Sekil 6. Sentetik NM’lerin (ifNM ve Fe™*NM) SEM gériintiileri.
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4.2. Sentetik Néromelaninlerin Hiicre icine Girisinin Gosterilmesi

Sentetik NM’ler (0,1, 1, 10 ve 100 pg/mL) ile 48 saat muamele edilen SH-SY5Y

hiicrelerinde NM’lerin hiicre igine girisi 151k mikroskobu ile goriintiilendi (Sekil 7).

0.1pg/mL

Kontrol

FetNM
gruplar:

Sekil 7. Sentetik NM’lerin (ifNM ve Fe**NM) 0,1, 1, 10 ve 100 pg/mL
konsantrasyonda SH-SYS5Y hiicrelerine 48 saat uygulanmasimi takiben NM

pigmentlerinin hiicre i¢ine alindigini1 gosteren 151k mikroskobu goriintiileri.

4.3. ifNM ve Fe**NM i¢in ICso Degerinin Hesaplanmasi

NM’lerin 0.1, 1, 10 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat boyunca
hiicrelerle muamele edilmesinin ardindan NM’lerin hiicre canliligina etkisi arastirildi.
Hiicre canliligindaki degisim WST-1 testi ile ve hiicre membranindaki harabiyet LDH
testi ile belirlendi. Deney kosullarinin dogrulanmasi i¢in 1 ve 10 puM
konsantrasyonlarda rotenon uygulanan iki grup olusturuldu. Rotenon dopaminerjik

hiicrelerde oksidatif stresi tetikleyerek hiicre 6liimiine sebep olan bir ajandir.

WST-1 testinden elde edilen verilere gore; her iki NM nin 24 ve 48 saat sonunda 100
png/mL  konsantrasyonda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalttarak %50’nin altina disiirdigi tespit edildi (*p<0.05). Ayrica 24 ve 48 saat
uygulama karsilastirildiginda NM’ye maruziyet agisindan hiicre canliliginda anlaml
bir farkliik olmadigi belirlendi (Sekil 8). Yiiksek konsantrasyon rotenon

uygulamasinin 24. saatte hiicre canliligini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
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anlamli diizeyde azaltmasi belirlendi. Boylece hiicrelerin ndrotoksik ajan varliginda

yanit olusturdugu dogrulanmais oldu.

48 saat uygulama

A 24 saat uygulama
150

g

-

=

o
T

Hiicre canlhihgi (%)
Hiicre canlihdi (%)

0
Kontrol 0.1
t

10 100 1 10

! ;0 , Kontrol 04 1 10 100 1 .
ifNM (pg/mL) Rotenon (uM) ! IfNM (g/mL) T (pM)I

48 saat uygulama
150+

Hiicre canliigi (%)

Hiicre canliigi (%)

o 720N\
Kontrol 0.1 1 10 00 1 10

Fe3*NM (pg/mL) Rotenon (M) ’ Fe**NM(ug/mL)  Rotenon (uM)

Sekil 8. Sentetik NM’lerin (ifNM (A) ve Fe**NM (B), 0,1, 1, 10 ve 100 pg/mL) ve
rotenonun (1 ve 10 uM) SH-SYSY hiicrelerine 24 ve 48 saat uygulanmasini takiben

hiicre canliligindaki degisim. *p<0.05; Gruplar vs. kontrol grubu.

NM’lerin ICso degerinin hesaplanmast igin hiicre canlilik testleri tekrarlandi. Onceki
hiicre canlilik testi sonuglarina gére NM’ler icin ICso degerinin 10 ve 100pg/mL
konsantrasyonlar1  arasinda oldugu belirlendi. Bunun {izerine c¢alisma
konsantrasyonlar1 1, 10, 25, 50, 75 ve 100 pg/mL olacak sekilde yeniden diizenlenerek
hiicreler 24 ve 48 saat NM’ler ile inkiibe edildi. Canlilik 6l¢timiit WST-1 testi ile
yapildi. 24 saat ve 48 saat uygulanmis ifNM i¢in ICso degeri sirasiyla 49,03 + 4,61 ve
47,84 + 4,53 pg/mL; Fe™>NM i¢in 67,69 + 3,13 ve 77,20 + 2,59 pug/mL olarak
hesaplandi (Sekil 9).
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Sekil 9. ifNM (A) ve Fe™>NM (B) 24 ve 48 saat uygulanmasi sonrasi hiicre
canliligindaki degisim. NM’ler 1, 10, 25, 50, 75 ve 100 pg/mL konsantrasyonda SH-
SYS5Y hiicrelerine uygulanmistir. *p<0.05; gruplar vs. diger gruplar.

NM uygulamasi daha 6nce belirlenen konsantrasyon (0,1, 1, 10 ve 100 pug/mL) ve
stirede (24 ve 48 saat) tekrarlanarak hiicre membrani pargalanmasinin belirteci olarak
hiicrelerden LDH salinimi 6lgiildii. Buna gore 24 saat sonunda ifNM ig¢in 0.1-10
ng/mL konsantrasyon araliginda; Fe*>NM igin ise diisiik konsantrasyon olan 0.1
ng/mL’de LDH saliniminin istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 tespit edildi
(p<0.05) (Sekil 10). Rotenon uygulamasiyla birlikte LDH saliminin her iki zaman

araliginda ve her iki konsantrasyonda arttig1 belirlendi.
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Sekil 10. Sentetik NM’lerin (ifNM (A) ve Fe™>NM (B), 0,1, 1, 10 ve 100 pug/mL) ve
rotenonun (1 ve 10 uM) SH-SYS5Y hiicrelerine 24 ve 48 saat uygulanmasini takiben
hiicrelerden salinan LDH diizeyindeki degisim. *p<0.05; Gruplar vs. kontrol grubu.

4.4. Antioksidan Varh@inda ifNM ve Fe*>NM’nin Hiicre Canhligima Etkisinin

Degerlendirilmesi

ICso degeri belirlenen sentetik NM’lerin antioksidan NAC ve trolox varliginda hiicre
canliligina etkisi 6l¢iildii. NM uygulamasi dncesinde hiicreler | mM NAC veya 100
uM trolox ile 1 saat boyunca inkiibe edildi. Ardindan hiicrelere 50 pg/mL ifNM veya
70 pg/mL Fe**NM uygulanarak 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda hiicre
canliligindaki degisim WST-1 testi ile oOl¢iildii. ifNM’nin sebep oldugu hiicre
Oliimiiniin NAC varliginda engellendigi, hiicre canliliginin tek basina ifNM uygulanan
grupla karsilastirildiginda NAC uygulanan grupta daha yiiksek oldugu tespit edildi
(Sekil 11). NAC uygulamasinin Fe™*NM aracili hiicre 6liimiinii ise engellemedigi

belirlendi.
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Sekil 11. NAC (1 mM, 1 saat 6n uygulama) varliginda sentetik NM’lerin (ifNM (50
ng/mL) ve Fe**NM (70 pg/mL) hiicre canlihigina etkisi.

Diger taraftan, Fe"3NM’nin sebep oldugu hiicre o6liimiiniin trolox varliginda
istatistiksel olarak anlamli sekilde engellendigi, hiicre canliliginin trolox uygulanan

grupta tek basma Fe">NM uygulanan grupla karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu
tespit edildi (p<0.05) (Sekil 12).

150+

EE8 ifNM+ 100uM Trolox

1004 T - M re*>NM+ 100uM Trolox
E5 Rotenon + 100uM Trolox

50

JHLE

Kontrol Trolox = ) . ' !
ifNM Fe**NM Rotenon

Hiicre canlilig1 (%)

"%///|

Sekil 12. Trolox (100uM, 1 saat 6n uygulama) varliginda 24 saat ifNM (50 pg/mL) ve
Fe"™*NM (70 pg/mL) uygulamasinin hiicre canlihima etkisi. *p<0.05; Grup vs. tek

basina Fe**NM uygulanan grup; **p<0.05; grup vs. tek basiman rotenon uygulanan

grup.
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4.5. SH-SYS5Y Hiicrelerinin Retinoik Asit ile Farkhilastiriimasi

L-DOPA ile indiiklenmis ndromelanin deney modeli olusturulmasi kapsaminda SH-
SYS5Y hiicrelerinin farklilagtirilmasi i¢in optimizasyon calismalar1 gerceklestirildi.
Optimizasyon calismalar1 i¢in hiicreler c¢ogaltildiktan sonra 6 kuyucuklu kiiltiir
kaplarma 15x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilerek deney modeli kuruldu. Hiicre
ekiminden 24 saat sonra hiicrelere RA uygulamasi yapildi. RA (10 uM) %1 FBS igeren
besi yerinde hazirlandi ve 5 giin boyunca hiicrelere uygulanmasi planlandi. Dérdiincii
giin, RA uygulamasimin ardindan hiicrelerde serum seviyesinin diisiikliigiinden
kaynakli starvasyon ve stres geliserek hiicreler 6ldii. Bunun iizerine farklilagtirma
protokoliinde revizyon yapilarak RA (10 uM) %5 FBS igeren besiyerinde hazirlandi
ve 5 giin boyunca hiicrelere uygulandi. Besi yeri iki glinde bir yenilendi. Besinci giiniin
sonunda hiicre ortami serum icermeyen besi yerinde li¢ kez yikanarak RA
uzaklastirildi. Ardindan serum icermeyen besi yerinde 100 ng/mL BDNF hazirlanarak
5 giin boyunca uygulama yapildi. BDNF uygulamasinin 2. giiniinde hiicrelerin 6ldigi
tespit edildi. Bunun iizerine farklilagtirma protokolii tekrar revize edildi. Son
degisikliklerle birlikte 5 giin boyunca %35 FBS iceren besi yerinde hazirlanmis 10 pM
RA uygulandi. Besi yeri giinagiri degistirildi. Besinci giiniin sonunda hiicrelerde ndrit
olusumu gozlendi. Isik mikroskobu kullanilarak fotograf g¢ekildi ve morfolojik

farklilasma takip edildi (Sekil 13).

RA Uygulamasi:

v 10uM RA 5 giin
boyunca hiicrelere
uygulandi.
bir degistirildi.

v" Uygulamalar
1isiktan  korunarak
gerceklestirildi.

Sekil 13. SH-SYSY hiicrelerine 10uM RA 5 giin boyunca uygulandiktan sonra

hiicrelerdeki morfolojik degisimin 151k mikroskobu ile goriintiilenmesi
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Mikroskobik incelemenin yani sira néronal farklilasma; néron belirteclerinden MAP2
ve dopaminerjik hiicre belirteclerinden TH ekspresyonunun gosterilmesiyle
dogrulandi. Bunun i¢in RA uygulamasmin ardindan hiicreler toplandi ve protein
analizi Western Blot yontemi ile gergeklestirildi. Dopaminerjik 6zellige sahip oldugu
bilinen SH-SYS5Y hiicrelerinin RA uygulama oOncesi ve sonrast TH protein
ekspresyonunun degismedigi; RA uygulamasiyla birlikte hiicrelerde MAP2 ifadesinin
arttig1 tespit edildi (Sekil 14).

Kontrol  10uM RA Rontrol -~ 10pMRA
r L] r L]
MAP2
TH . S — —— 4— 1D . — +— J0kDa
B-aktin
B-Aktin . . — 45iDa e - .,

Sekil 14. Bes giin boyunca 10uM RA uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinde TH ve MAP2

protein diizeyindeki degisim

4.6. Retinoik Asit ile Farkhlastirilmis SH-SY5Y Hiicrelerine Uzun Donem L-
DOPA Uygulamasi

L-DOPA uygulamas: ile indiiklenmis NM modeli i¢in optimizasyon caligsmalari
gerceklestirildi. Ongalisma icin farklilastirilmamis SH-SYS5Y hiicreleri kullanildi.
Hiicreler ¢ogaltilarak deney modeli olusturuldu ve 24 saat sonra %10 FBS igeren besi
yerinde hazirlanan 100 uM L-DOPA hiicrelere uygulandi. Besi yeri iki giin aralikla
licte ikisi taze hazirlanmig L-DOPA c¢ozeltisi ile karistirilarak hiicrelere uygulandi.
Ucgiincii uygulamadan sonra hiicrelerde artan proliferasyon sonucu stres meydana
gelerek hiicre kaybi1 yasandi. Bunun {izerine literatiir taramasi yapilarak %5 FBS igeren
besi yerinde L-DOPA hazirlanmasina karar verildi. Hazirlanan 100 uM L-DOPA
hiicrelere uygulandi; FBS miktar1 azaltilmasina ragmen tekrar hiicre kayb1 s6z konusu
oldu. Bir sonraki asamada farklilastirilmis hiicrelere %5 FBS igeren besi yerinde
hazirlanan 100 uM L-DOPA uygulandi. Besi yeri iki gilin aralikla iicte ikisi taze
hazirlanmis L-DOPA ¢6zeltisi ile karistirilarak hiicrelere uygulandi. (Sekil 15).
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Kontrol 1. Uygulama 2. Uygulama

Sekil 15. SH-SYS5Y hiicrelerine 100uM L-DOPA 6 giin boyunca 2 giin aralikla

uygulanmasi sonucu meydana gelen stres

NM indiiksiyonu i¢in secilen L-DOPA konsantrasyonunun degistirilmesi amaciyla
literatiir taramasi yapilarak uzun dénem L-DOPA uygulamasi i¢in kullanilacak doz 50
puM olarak belirlendi. Dopaminerjik 6zellige sahip oldugu bilinen SH-SYS5Y hiicre
hattinin RA uygulama 6ncesi ve sonras1 TH protein ekspresyonunun degismedigi; RA
uygulamasiyla birlikte MAP2 ekspre eden hiicrelere doniistiigli daha Onceki
asamalarda tespit edilmisti. Elde edilen sonuglardan hareketle uzun dénem L-DOPA
uygulamasinda RA’nin olasi hiicresel etkilerinden kaynakli sonuglart maskelememesi
adina degisiklige gidildi. Buna gére uygulama prosediirii 10 giin boyunca 250, 500 ve
1000 hiicre/kuyu olacak sekilde giincellenerek ideal hiicre sayisinin tespiti i¢in
giincellendi. L-DOPA uygulamas1 sonrast stres kaynakli hiicre kayiplari yeniden
gozlendi. Deney modelinin ¢esitli say1, konsantrasyon ve siire kombinasyonlarinda
denenmek suretiyle yeniden olusturulmasi karsisinda hiicrelerde beklenen yanit
saglanamadi. Tez kapsaminda sentetik NM modelleri olusturularak ¢alismalara devam

edilmesine karar verildi.

4.7. Sentetik Néromelaninlerin Farklh Hiicre Oliim Tipleri Uzerine Etkisinin

Degerlendirilmesi

Sentetik NM’lerin etkisinin farkli hiicre 6liim tipleri agisindan degerlendirilmesi
kapsaminda apoptoz inhibitorii Z-VAD-FMK (20 mM, 1 saat), otofaji inhibitorii 3-
MA (5 mM, 1 saat), nekroptoz inhibitorii nekrostatin-1 (50 uM, 1 saat) ve ferroptoz
inhibitorii ferrostatin-1 (5 uM, 2 saat) belirtilen siirede 6n uygulama olacak sekilde
hiicrelere uygulandi. Ardindan hiicreler sentetik NM’ler (1/2 ICsp, I1Cso, 2XICsp) ile 24

saat inkiibe edilerek hiicre canliligindaki degisim oOlgiildii (Sekil 16). Buna gore
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sentetik NM’lerin hiicrelerde apoptotik yolaga etki etmedigi otofaji yolagina ise
sadece ifNM’nin etki edebilecegi gosterildi. ifNM uygulamasi sonrasinda azalan hiicre
canliliginin otofaji inhibitérii 3-MA 6n uygulamasi yapilmis ifNM gruplarinda artig
gostermesi ifNM’nin hiicrelerde otofajiyi indiikleme potansiyeline sahip olabilecegini
diisindirmiistiir. Yan1 sira, nekroptoz inhibitdrii nekrostatin-1 6n uygulamasi
yapilmig gruplardaki hiicre canliliginin, tek basina ifNM uygulanmis gruplardaki
hiicre canliligina kiyasla yiiksek olmasi ifNM’nin hiicrelerde nekrotik yolaga etki
edebilecegini de gostermistir. Ancak Fe*>NM varlig hiicrelerde anlamli bir degisiklige

neden olmamustir.

Ferroptozun degerlendirildigi gruplarda ise her iki NM tipinin tek basina uygulandigi
gruplarda hiicre canlilig1 kontrole gore azalirken; 6zellikle ferrostatin-1 6n uygulamasi
yapilmis ifNM’nin 2xICso grubu ile Fe"*NM’nin ICso ve 2xICso gruplarinda hiicre
canliliginda artig gozlemlenmistir. Buna gore ifNM’nin 6zellikle yiiksek miktarlarda
iken hiicrelerde ferroptozu tetikledigi gozlenirken Fe*>NM ICso ve 2xICso
konsantrasyonlarda da etkili olarak hiicreleri ferroptoza siiriikleyebildigi tespit

edilmistir.
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Sekil 16. Sentetik NM’lerin apoptoz (A), otofaji (B), nekroptoz (C) ve ferroptoz (D)
tizerine etkisinin incelenmesi. Z-VAD-FMK (20uM, 1 saat), 3-MA (5mM, 1 saat),
nekrostatin-1 (50uM, 1 saat) ve ferrostatin-1 (5 uM, 2 saat) hiicrelere uygulanmis,
ardindan hiicreler NM (1/21Csg, I1Cso Ve 2x1Csp) ile 24 saat inkiibe edilmistir. *p<0.05;
gruplar vs. tek basina NM uygulanan gruplar

4.8. Noromelaninin Lipid Peroksidasyon Olusumuna Etkisinin Degerlendirilmesi

Sentetik NM’lerin lipid peroksidasyona etkisi degerlendirilirken lipid peroksidasyon
inhibitorii liprokstatin-1 (50 nM) varliginda sentetik NM’ler ve pozitif kontrol grubu

olarak erastin hiicrelere uygulanda.
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Lipid hidroperoksit iiriinlerini tespit etmek tizere hidroperoksit kaynakli reaktif tiirlere
duyarli boya C11- BODIPY 581/591 kullanilarak floresan mikroskopta lipid
peroksidasyonu degerlendirildi. Buna gore ifNM ve erastin uygulanan hiicrelerde
floresan yogunlugunun kontrol grubuna goére fazla oldugu; liprokstatin-1

uygulamasiyla birlikte bu gruplarda yogunlugun azaldig tespit edildi (Sekil 17).
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Sekil 17. Sentettk NM’lerin C11-BODIPY 581/591 varliginda hiicre ici lipid
hidroperoksitlerin olusumuna etkisi. ifNM (50 pg/mL), Fe™>NM (70 pg/mL), erastin
(30 uM) 24 saat siire ile hiicrelere uygulanmistir. Liprokstatin-1 (50nM) uygulanan
hiicreler 1 saat liprokstatin-1 ile muamele edilip ardindan 24 saat NM ve erastin ile
inkiibe edilmistir. *p<0.05; Liprokstatin-1 6n uygulama yapilmis gruplar vs. tek bagina
NM veya erastin uygulanan gruplar

Lipid peroksidasyon iiriinlerinden biri olan 4-HNE diizeyini 6l¢mek i¢in modifiye
protein diizeyi incelendi (Sekil 18). ifNM ve Fe**NM uygulamasiyla 4-HNE modifiye
protein diizeyinin arttig1, liprokstatin-1 uygulamasiyla protein miktarinin anlaml

diizeyde azaldig: tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 18. Sentetik NM’lerin 4-HNE modifiye protein diizeyine etkisinin incelenmesi.
ifNM (50 pg/mL), Fe*™*NM (70 pg/mL), erastin (30 pM) 24 saat siire ile hiicrelere
uygulanmistir. Liprokstatin-1 (50nM) uygulanan hiicreler 1 saat Lip-1 ile muamele
edilip ardindan 24 saat NM ve erastin ile inkiibe edilmistir. *p<0.05;
ifNM-+Liprokstatin-1 grubu vs. ifNM grubu. **p<0.05; Fe*3NM-+Liprokstatin-1 grubu
vs. Fe"™*NM grubu.

Lipid peroksidasyonun en onemli gostergelerinden biri olan MDA diizeyinde NM

uygulamasiyla birlikte anlamli bir degisim tespit edilmedi (Sekil 19).
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Sekil 19.Sentetik NM’lerin hiicre ici MDA diizeyine etkisi. ifNM (50 pg/mL), Fe**NM
(70 pg/mL), erastin (30 pM) 24 saat stire ile hiicrelere uygulanmistir. Liprokstatin-1
(50nM) uygulanan hiicreler 1 saat liprokstatin-1 ile muamele edilip ardindan 24 saat

NM ve erastin ile inkiibe edilmistir.

4.9. GPX4 ve Acsl4 Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Ferroptotik belirteglerden biri olan GPX4 ve lipid peroksidasyonda onemli bir
parametre olarak Acsl4 protein diizeylerindeki degisimi incelemek igin sentetik
NM’ler belirlenen ICso degerleri ile ve pozitif kontrol grubu olarak erastin ise 30 pM
konsantrasyonda 24 saat hiicrelere uygulandi. Inhibitér uygulanan gruplarda;
Liprokstatin-1 (50 nM) 1 saat, Ferrostatin-1 (5uM) 2 saat ve DFO (100 uM) 1 saat 6n
uygulama yapilip 24 saat NM ve erastin ile inkiibe edildi. Siire sonunda hiicrelerdeki
GPX4 ve Acsl4 protein ve mRNA diizeyi sirasiyla Western Blot ve real-time PCR
teknigi ile 6lgiildii (Sekil 20). Fe**NM ve erastin gruplarinda GPX4 protein ifadesinin
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azaldigi tespit edildi. Sekil 20A’da belirtildigi
lizere Ferrostatin-1 uygulamasiyla GPX4 protein ifadesinin NM ve erastin gruplarinda
arttig1 gortldii (p<0.05). Acsl4 protein ifadesinin ifNM grubunda Liprokstatin-1 ve
DFO uygulamasiyla; Fe**NM grubunda Liprokstatin-1 uygulamasiyla azaldig1 tespit
edildi. (Sekil 20B).

Tek basina ifNM uygulamasi GPX4 mRNA diizeyini kontrole gore 7,81 kat; Fe™*NM
uygulamasi ise 22,23 kat azalttigi tespit edildi (Sekil 20C). Liprokstatin-1 6n
uygulamasi yapilmis Fe"3NM grubunda sadece Fe**NM uygulanmis gruba kiyasla
3,47 kat ekspresyon artis1 meydana gelirken; ifNM grubunda sadece ifNM uygulanmis
gruba kiyasla 7,14 kat ekspresyon artis1 meydana geldigi tayin edildi. Ferrostatin-1 ve
DFO varliginda her iki NM aracili GPX4 mRNA azalmasini geri donmedigi tespit
edildi (Sekil 20C).

ifNM uygulamasi Acsl4 mRNA diizeyini kontrole gére 2,91 kat; Fe™*NM uygulamasi
ise 3,81 kat azaltt1. Liprokstatin-1 n uygulamasi yapilmis Fe**NM grubunda sadece
Fe**NM uygulanmis gruba kiyasla 1,58 kat ekspresyon artis1 meydana gelirken; ifNM
grubunda sadece ifNM uygulanmis gruba kiyasla 5,46 kat ekspresyon artis1 meydana
geldi. Ferrostatin-1 6n uygulamasi sadece ifNM grubuna kiyasla 2,74 kat; DFO 6n
uygulamasi ise 1,42 kat artis meydana getirdi. Fe">NM’li gruplarda Ferrostatin-1 ve

DFO’nun anlamli bir etkisi olmadigi tayin edildi (Sekil 20C).
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Sekil 20.Sentetik NM’lerin GPX4 ve Acsl4 protein (A, B) ve mRNA (C) diizeylerine
etkisi. iftNM (50 pg/mL), Fe™>NM (70 pg/mL), erastin (30 pM) 24 saat siire ile

hiicrelere uygulanmistir. Liprokstatin-1 (50nM, 1 saat), Ferrostatin-1 (5 uM, 2 saat) ve

DFO (100 uM, 1 saat) uygulanan hiicreler dnce inhibitdr ile belirtilen siirede muamele

edilip ardindan 24 saat NM ve erastin ile inkiibe edilmistir. *p<0.05; gruplar vs. tek

basina NM/erastin uygulanan grup
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4.10. GSH Diizeyinin Degerlendirilmesi

Hiicre i¢i GSH diizeyini belirlemek icin sentetik NM’ler ICso degerlerinde ve pozitif
kontrol grubu olarak erastin ise 30 uM konsantrasyonda 24 saat hiicrelere uygulandi.
Erastinin hiicre i¢i Cys seviyesini 6nemli 6l¢iide azalttigi, GSH sentezini bloke ettigi
ve ferroptoza neden oldugu bilindigi i¢in; NM gruplari erastin grubu ile karsilagtirildu.
Inhibitoér uygulanan gruplarda; Liprokstatin-1 (50 nM) 1 saat, Ferrostatin-1 (SuM) 2
saat ve DFO (100 uM) 1 saat 6n uygulama yapilip 24 saat NM ve erastin ile inkiibe
edildi. Siire sonunda hiicrelerdeki GSH diizeyi 6l¢iildii. Buna gore ifNM ve Fe™>*NM
uygulamasinin, erastine benzer sekilde hiicrelerdeki GSH igerigini azalttig1 tespit
edildi. Yam sira, tiim inhibitérlerin ifNM grubunda GSH diizeyini arttirdig1; Fe*>*NM
grubunda Ferrostatin-1 ve DFO uygulamasinin; erastin grubunda ise Ferrostatin-1
uygulamasinin GSH diizeyini istatistiksel olarak anlamli sekilde artirdigi belirlendi

(Sekil 21).
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Sekil 21. Sentetik NM’lerin hiicre ici GSH diizeyine etkisi. ifNM (50 pug/mL), Fe**NM
(70 pg/mL), erastin (30 uM) 24 saat siire ile hiicrelere uygulandi. Liprokstatin-1
(50nM, 1 saat), ferrostatin-1 (5 uM, 2 saat) ve DFO (100 uM, 1 saat) uygulanan
hiicreler dnce inhibitor ile belirtilen siirede muamele edilip ardindan 24 saat NM ve

erastin ile inkiibe edilmistir. *p<0.05; gruplar vs. tek basina NM/erastin uygulanan

grup
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4.11. Hiicre I¢ci Demir Diizeyinin Degerlendirilmesi

Hiicre i¢i demir diizeyini belirlemek igin sentetik NM’ler ICso degerlerinde hiicrelere
24 saat uygulandi. Demir selatorii DFO uygulanan gruplarda; hiicrelere 1 saat DFO
(100 uM) ile 6n uygulama yapilip 24 saat NM ile inkiibe edildi. Siire sonunda
hiicrelerdeki demir diizeyi 6l¢iildii. Fe**NM uygulamas: sonras1 hiicre i¢i Fe*? diizeyi
yiiksek tespit edilmistir. Diger taraftan, bir demir selatorii olan DFO varliginda hiicre
ici Fe*? diizeyi tek basia uygulanan ifNM ve Fe*>NM grubuna gére anlaml1 derecede

diisiik bulunmustur (Sekil 22).
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Sekil 22. Sentetik NM’lerin hiicre i¢i Fe*? diizeyine etkisi. ifNM (50 pg/mL), Fe**NM
(70 pg/mL), erastin (30 uM) 24 saat siire ile hiicrelere uygulandi. DFO (100 uM, 1
saat) uygulanan hiicreler 6nce inhibitdr ile belirtilen siirede muamele edilip ardindan
24 saat NM ile inkiibe edildi. *p<0.05; Fe™>NM grubu vs. diger gruplar. **p<0.05;
gruplar vs. tek basina NM uygulanan gruplar

4.12. Sentetik Noéromelanin Modellerinde Hiicre I¢ci Demir Tutulumunun

Degerlendirilmesi

Hiicreye demir alimi, demir iyonunu tagiyan transferrin molekiiliiniin hiicre ylizey
reseptorli transferrin reseptor-1 (TfR1) ile etkilesip hiicreye alinmasi ile gergeklesir
(Masaldan vd, 2019). Ferritinin islevi sitozoldeki fazla demiri depolamaktir, bununla
birlikte NM’nin de dopaminerjik noronlarda 6nemli bir demir depolama proteini
olarak hizmet eder. Demir i¢in bilinen tek tasima yolu, seruloplazmin gibi bir

+31

ferroksidaz tarafindan Fe™'e oksitlenen demirin hiicreden ¢ikabildigi transmembran
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kanali ferroportindir (FPN) (Hare vd, 2013). Hiicrede Fe*3, transmembran epitel
antijeni (STEAP3) tarafindan Fe*?’ ye doniistiiriiliir ve endozom ile sitozole DMT1
yoluyla taginir (Lei vd, 2020b). Bir transkripsiyon faktorii olan demir yanit elemani

baglayici protein 2 (IREB2), demir metabolizmasinin devamliliginda goérev almaktadir
(Xie vd, 2016).

NM kaynakli demir homeostazindaki degisimi degerlendirmek amaciyla TfR1,
ferroportin, ferritin ve IREB-2 protein diizeyleri (Sekil 23) ve ferritin, ferroportin ve
DMT-1 mRNA diizeyleri tayin edildi (Sekil 24).

Sekil 23°de sentetik NM’lerin demir metabolizmasinda gorev alan protein seviyelerine
etkisi goriilmektedir. Ferroportin diizeyi ifNM uygulamasinda degismezken, Fe"3NM,
erastine benzer sekilde ferroportin diizeyini artirmistir. Bununla birlikte DFO 6n
uygulamas: tek basina Fe*>NM’nin etkisini azaltarak ferroportin protein diizeyini
anlamli derecede diisiirmiistiir. Ferritin diizeyinde sentetik NM uygulamasi ile anlamli
herhangi bir degisim gozlenmezken IREB-2 seviyeleri her iki sentetik NM uygulamasi
ile artig gostermistir. DFO varliginda ise kontrole gore anlamli derecede azalmistir.
Fe'™>NM TfR1 diizeyinde artis meydana getirirken ifNM anlamli bir degisiklik
olusturmamistir. DFO 6n uygulama gruplarinin tiimiinde ise TfR1 protein diizeyi

istatistiksel olarak anlaml diizeyde azalmustir.

Erastin+DFQ

¢ v o B

Sekil 23. Sentetik NM’lerin hiicre i¢i ferroportin, TfR1, ferritin ve IREB-2 protein
diizeylerine etkisi. ifNM (50 pug/mL), Fe*>NM (70 pg/mL), erastin (30 uM) 24 saat
siire ile hiicrelere uygulandi. DFO (100 uM, 1 saat) uygulanan hiicreler énce inhibitor

ile belirtilen siirede muamele edilip ardindan 24 saat NM ile inkiibe edildi. *p<0.05;
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Fe*®NM ve erastin grubu vs. diger gruplar. **p<0.05; gruplar vs. Fe"*NM ve erastin

gruplari

Ferritin mRNA diizeyi ifNM varliginda kontrole gére 1,49 kat azalirken; Fe™>NM
uygulanmis grupta 1,38 kat azaldi. DFO 6n uygulamasi ferritin mRNA diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige sebep olmadi. Ferroportin mRNA diizeyleri,
ifNM varliginda kontrole gére 1,125 kat artarken; Fe*>NM uygulamas: ile 1,017 kat
arttt. DFO 6n uygulamasmin ferroportin mRNA diizeyini ifNM ve Fe™*NM
gruplarinda kontrole gore sirasiyla 1,11 ve 1,23 kat azalttig1 tespit edildi.
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Sekil 24. Sentetik NM’lerin ferritin, ferroportin ve DMT-1 mRNA diizeyine etkisi.
ifNM (50 pg/mL), Fe™*NM (70 pg/mL), erastin (30 pM) 24 saat siire ile hiicrelere
uygulandi. DFO (100 puM, 1 saat) uygulanan hiicreler 6nce inhibitor ile belirtilen

siirede muamele edilip ardindan 24 saat NM ile inkiibe edildi.
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5. Tartisma

Parkinson Hastaligi, toplumda yaygin goriilen ve substantia nigra'daki
dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonu ile karakterize bir noérodejeneratif hastaliktir
(Giordano vd., 2012). Dopaminerjik néronal hasarin altinda yatan olas1 mekanizmalar
genetik ve c¢evresel faktorler, oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon,
noroinflamasyon ve apoptozdur (Yuan vd., 2010). Son zamanlarda yapilan cesitli
calismalar, demir birikimi ve lipid peroksidasyona bagli hasarin PH patofizyolojisinde
one ¢ikan diger Ozellikler oldugunu gostermektedir (Masaldan vd, 2019). Normal
kosullarda demir enerji metabolizmasi, solunum, hiicre biiytime ve farklilasmasi gibi
birgok fizyolojik reaksiyonda rol alir. Ozellikle beyinde, sayilan bu 6zelliklere
nérogenez, miyelinizasyon ve ndrotransmitter sentezi gibi fonksiyonlar da eklenir
(Ferreira vd., 2019). Gergeklesen metabolik aksiyonlar, beyinde devamli yiiksek
miktarda bir demir ihtiyaci olusturmakta ve ihtiyaci karsilanmak iizere demir
birikimini desteklemektedir. Boylelikle gelisen yasla beraber beyinde demir birikimi
kaginilmaz olmaktadir. Mahoney-Sanchez ve ark. (2021) yaptigi bir galismada
ozellikle SNPc'nin glia ve dopaminerjik noronlarindaki demir diizeylerinin hastalik
siddeti ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Mahoney-Sanchez vd., 2021). Postmortem
Parkinsonlu insan SN 6rneklerinde demir birikiminin PH’ye karsi hassasiyeti
artirdigin1 gosteren bir ¢alisma bu fikri destekler niteliktedir (Ayton vd., 2015). Bu
verilerden yola ¢ikarak, demir birikiminin PH patofizyolojisinde kritik bir role sahip
olabilecegi fikri 6ne ¢ikmaktadir.

Demirin hiicrede depo edildigi yap: ferritindir. Ozellikle dopaminerjik
noronlarda NM’nin de bir demir deposu gibi davrandigi gozlenmistir. Beyinde SN ve
LC'nin katekolaminerjik ndronlarinda bulunan koyu renkli, ¢oziinmez graniiler bir
pigment olan NM’nin toksik veya koruyucu rolii hiicrelerdeki miktarina baglidir.
Koruyucu olarak NM, toksik bilesikleri ve agir metalleri hiicrelerden uzaklastirir
(Zucca vd., 2018). Toksik rolii ise proteazom fonksiyonunu dogrudan inhibe ederek
(Xu & Chan, 2015) ve serbest radikallerin iiretimini artirarak (Xuan vd., 2011)
hiicresel hasari tetikleyebilmesidir. Ek olarak, gii¢lii bir metal baglama kapasitesine ve
demir i¢in 6zellikle yiiksek bir afiniteye sahip olmast NM’i 6nemli bir bilesik haline
getirir. NM'nin yapist ve PH patogenezindeki rolii ile ilgili in vivo ¢alismalar
literatiirde mevcuttur, ancak NM’in etkilerinin ayrintili incelenmesine imkan saglayan

sentetik NM pigmentlerinin kullanildigi in vitro ¢alismalar sinirlidir. NM'nin karmagsik
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ve heterojen yapisi nedeniyle laboratuvar ortaminda sentezi giictiir. NM'nin beyinde
sentezlenmesini ve birikmesini saglayan mekanizma ve kosullar tam olarak
anlagilamamistir, bu da in vitro olarak sentezleme siirecini zorlastirir. NM, ¢ogu
¢oOziiciiye ve kimyasal islemlere direncli, kararl bir pigmenttir. NM'yi otopsi ile beyin
dokusundan ¢ikarma ve izole etme girisimleri sinirli bir basar1 kazanmis ve elde edilen
tiriinler diger hiicresel bilesenler ve bozunma fiiriinleri ile kontamine olmustur. Bu
zorluklara ragmen, arastirmacilar, norodejeneratif hastaliklardaki roliine dair yeni
iggoriiler elde etme ve tedavileri i¢in yeni terapétik stratejiler gelistirme umuduyla,

NM’nin beyindeki 6zelliklerini ve iglevlerini arastirmaya devam etmistir.

Gegmiste yapilan calismalar g6z oOnilinde bulundurularak tez ¢alismasi
kapsaminda hem metal icermeyen hem de demir yiikli formu taklit edecek sentetik
NM (ifNM ve Fe**NM) hazirlanmustir (Sekil 4) NM’nin kimyasal yapis1 hakkinda bazi
endiseler olmasma ragmen, raporlar dopaminin kendi basina veya sistein ile
kopolimerizasyonunun esas olarak sirastyla feomelanin ve eumelanin olmak tizere iki
tip benzotiazin ve indol bazli sentetik NM ile sonuglandigini 6ne siirmektedir (Brooks
vd., 2020; Haining vd., 2016). Buradan hareketle, hazirlanan NM’ler, baslangi¢
maddeleri dopamin ve sistein ile IR analizine tabi tutulmustur (Sekil 5). Yapisal olarak
karsilagtirilarak benzerlik ve farkliliklar degerlendirilmistir. Molekiillerin IR
spektrumlari; SH germe bandinin kaybolmas: ve NH biikiilme bantlarinin kaymasi,
NM vyapisinda bulunan benzotiazin ve indol halkasinin olusumunu gdstermistir.
1ifNM’nin IR spektrumunda C=0O germe bantlar1 ve diizlem dis1 biikiilme bantlarinin
kayarak karboksilik asit ile demirin etkilesime girdigi goriilmiistiir. Ayrica Fe-NM
spektrumunda C-N bandinin siddetinin giiglenip genislemesi ve daha diisiik frekansa
kaymasi, indol halkasi ile demir iyonu arasindaki olasi etkilesimi gostermistir (Bridelli
vd., 1999). Bununla birlikte Bush ve arkadaglarinin (2006) 6nceki ¢alismasina paralel
olarak SEM ile alinan goriintiilerde NM graniillerinin farkli ¢aplarda daha kiigiik
kiiresel yapilardan meydana geldigi gozlenmistir (Bush ve ark. 2006). Benzer olarak
Sekil 6°da elde edilen goriintiiler, sentezledigimiz her iki NM'nin de, daha 6nce
sentetik NM'lerin yapisinin incelendigi ¢alismalara benzer sekilde, cok katmanli grafit
benzeri bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Bu baglamda sonuglar sentetik

NM’lerin kimyasal yapilarini literatiire paralel olarak dogrulamaktadir.

NM’lerin olast etkilerini incelemek ic¢in Oncelikle elde edilen NM’lerin

hiicrelerle etkilesime girdigi gosterilmistir. Tez c¢alismasi kapsaminda hiicrelere
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sentetik NM'ler uygulandiginda 24 saatin sonunda NM pigmenti hiicrelerin iginde
goriintiilenmistir (Sekil 7). Besiyeri hareket ettirilerek ve ortamdan uzaklastirilarak
ortamda serbest NM olup olmadig1 kontrol edilmistir. Hiicrelerin NM pigmentlerini
i¢cine aldig1 ve ortamda serbest pigment bulunmadig1 dogrulanmustir.

Viceconte ve arkadaslari (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, sentetik NM
uygulamasinin mikroglial hiicrelerde hiicre canliligini 6nemli Olglide azalttigi
gosterilmistir (Viceconte vd., 2015). S6z konusu c¢alismaya benzer sekilde NM
uygulamasinin konsantrasyona bagli olarak dopaminerjik hiicrelerde canlilig1 azalttigi
calismamizda saptanmistir. Her iki NM tipi i¢in ICso degerleri hesaplanmis, NM’lerin
ileri calismalarda 50 pg/mL (ifNM) ve 70 pg/mL (Fe**NM) konsantrasyonda ve 24
saat uygulanmasina karar verilmistir (Sekil 8). Hiicrelerin NM’lere yaniti
degerlendirilirken rotenon uygulanan hiicrelerle deney kosullar1 dogrulanmistir.
Rotenon genis spektrumlu bir insektisit ve pestisittir. Elektron transport zincirinde
kompleks I inhibisyonu saglar ve bu 0Ozelligi nedeniyle deneysel PH modeli

olusturmak tizere kullanilmaktadir (Ramalingam vd., 2019).

NM konsantrasyon se¢imi ve hiicre 6liim tipinin belirlenmesi ilerleyen deneysel
asamalar agisindan belirleyici oldugundan NM’lerin sitotoksik potansiyeli farkli bir
yontem kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil 9). Hiicrelerden LDH salim1 nekrotik
hiicre 6liimiiniin 6nemli bir gostergesidir. Hiicrelerde lipid peroksitlerin birikmesi zar
biitiinltiglinlin kaybina ve LDH dabhil hiicre i¢i igeriklerin hiicre disina salinmasina yol
acar. Birgok ¢alisma LDH salmimi ferroptoz varhiginda da gostermistir. Ornegin,
kanser hiicrelerinin erastin veya RSL3 gibi ferroptozu indiikleyen ajanlarla tedavisinin
ferroptoz inhibitorlerinin eklenmesiyle veya oOnemli ferroptoz diizenleyicilerinin
genetik olarak yikilmasiyla bloke edilen LDH salimini artirdigi gosterilmistir (Dixon
vd., 2014; Roh vd., 2018; Zhang vd., 2020). Calismamizda elde ettigimiz LDH
salimina iligkin veriler, sentetik NM'lerin dopaminerjik hiicreler igin sitotoksik
olabilecegi fikrini desteklemistir (Sekil 10). Ozellikle demir igermeyen NM formunun
LDH salimini tetikliyor olmasi dikkat g¢ekicidir. Nekroptoz inhibitérii varliginda
ifNM’nin sebep oldugu hiicre Olimiiniin geri donmesi LDH bulgusunu
desteklemektedir (Sekil 16C). SN’den izole edilen NM’lerin néron ve mikroglia hiicre
hatlarinda LDH salimim1 artirmadigi, sentetik DA-melanin karigiminin ise insan
noroblastoma hiicre hattinda (SK-N-SH) LDH saliminin yan1 sira lipid peroksidasyonu
artirdigi bir ¢alismada gosterilmistir (J. Li vd., 2005). S6z konusu etkinin izole NM
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uygulamasi sonrasi gozlenmemesinin muhtemel nedenleri; Li ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada hiicrelere uygulanmak iizere segilen izole NM konsantrasyonunun
(0.1 pg/mL) diisiik olmas1 ve NM eldesinde kullanilan kaynagin saglikli insana ait
beyni dokusu olmasidir.

LDH salimi nekrotik hiicre 6liimii ile yakindan iligkili olmakla birlikte LDH
analizinin yani sira diger hiicre 6liim tiplerini dogrulamak icin spesifik belirtecler ve
inhibitorler kullanilmaktadir. Calismamizda NM’nin etkisi, antioksidan etkinligi iyi
bilinen iki bilesik olan NAC ve trolox varligindan degerlendirilmistir. NAC, sistein
kaynagi olarak hiicre igcinde GSH prekiirsorii olarak gorev yapar. Boylece oksidan
hasara kars1 hiicrenin antioksidan sistemine destek olur. Ayn1 zamanda reaktif oksijen
tiirlerinin uzaklastirilmasini saglayarak dogrudan antioksidan 6zellik gosterir. Guiney
ve arkadaslarinin (2017) hazirladigr bir makalede, PH fare modellerinde NAC
tedavisinin meydana gelen nérodejenerasyonu azalttigi rapor edilmistir (Guiney vd.,
2017). Buna ek olarak, Monti ve arkadaslarinin (2016) yaptig1 klinik bir ¢alismada,
PH tanis1 almis, 40-80 yas araliginda ve en az bir aydir ilac tedavisi goren hastalar 3
ay boyunca NAC ile tedavi edilmis, Siire sonunda hastalarin motor iglevlerinde tedavi
gormeyenlere gore iyilesme kaydedilmistir (Monti vd., 2016). PH’de seviyesi artan ve
tehlikeli bir profil kazanan demirin, demir aracili bir hiicre 6liim sekli olan ferroptozda
roliiniin olabilecegi ihtimali olduk¢a yiiksektir. Ferroptozun olusumunda gdze ¢arpan
parametre azalmig GPX4 aktivitesidir. NAC’nin GPX4 ifadesini artirarak lipid
peroksidasyonu azalttigi boylece ferroptozu geri cevirdigini gosteren c¢aligmalar
mevcuttur (Q. Li vd., 2022). NAC uygulamasinin ifNM grubunda hiicre canliligini
artirirken Fe'™>NM grubunda etki gostermedigi saptanmistir (Sekil 11). NM’nin
tasidig1 demir icerigine bagli olarak hiicre canliligin1 azaltmasi beklenmektedir. Diger
taraftan, s6z konusu bu etkinin NAC varliginda geri dondiiriilememis olmasi
Fe™>NM’nin hiicre icinde birden fazla mekanizmayn tetikliyor olma ihtimalini akillara
getirmektedir. Yiiksek demir iyonu varliginda, NM'nin diisiik afiniteli baglanma
bolgelerinde demir birikir. Buradaki demir redoks aktif hale gegerek serbest radikaller
iretebilir ve bdylece norotoksik sonuglara yol agabilir. Yapilan bir ¢aligmada PH
hastalarin NM agregatlarinda redoks aktivitesinin Fe* miktaria bagh olarak arttig1
bulunmustur (Zucca vd., 2004). PH hastalarinin SN'sindeki NM analizinde demir
birikimi ve asirt baglanma goriilmiistiir (Xu & Chan, 2015). Bu durum potansiyel

olarak oksidatif stresin artmasina neden olabilir seklinde yorumlanmustir.
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Oksidatif stresle basa ¢ikma konusunda aktif olarak yer alan diger bir molekiil
ise E vitamini analogu olan Trolox’tur. Atiq ve arkadaslar1 (2023), MPTP ile
indiiklenmis parkinsonlu fare deney modellerine trolox tedavisi uygulamis ve tedavi
goren farelerde oksidatif stres, ndroinflamasyon ve motor fonksiyon bozukluklarinda
azalma gozlemlemistir (Atiq vd., 2023). Buna paralel olarak, Sekil 12°de goriildigi
lizere, trolox ile 6n isleme tabi tutularak Fe*>NM uygulanmis hiicrelerde, tek basina
Fe*>NM uygulanmis hiicrelerle karsilastirildiginda, hiicre canliligmin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde arttigi bulunmustur. Elde edilen sonuglar sentetik NM'lerin
(icerigine bagl olarak) oksidatif stresin indiikledigi ¢esitli mekanizmalar araciligiyla
hiicre 6liimiine katkida bulunabilecegini diistindiirmektedir.

Oksidatif stres bir¢cok hiicre 6liim tipinde goézlenen bir durumdur. NM
uygulamasinin  hangi hiicre 6lim tipini, hangi mekanizmayla tetikledigi
arastirmamizin temelini olusturmaktadir. Calisma kapsaminda, bilinen inhibitorlerin
varliginda NM uygulamasi yapilarak apoptoz, nekroptoz, otofaji ve ferroptoz gibi
farkl hiicre 6liim tipleri degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, NM’nin demir ihtiva
edip etmemesine bagli olarak degiskenlik gostermektedir. ifNM ’nin nekroptoz, otofaji
ve yiiksek konsantrasyonda ferroptozu indiikledigi, demir iceren Fe">NM’nin ise
ferroptotik hiicre 6liimiine sebep oldugu belirlenmistir (Sekil 16). Goriilmektedir ki,
NM’deki demir igerigi hiicreyi nekrotik hiicre 6liimiinden korurken farkli bir hiicre
6liimiiniin tetiklenmesine zemin hazirlamaktadir. Ferroptoz inhibitdrii olan ferrostatin-
1 varliginda hiicre 6limiiniin geri donmesi, NM’nin demir varliginda ve artan
konsantrasyonlarinda ferroptozla iliskili mekanizmalari kullandigini
diistindiirmektedir. Naoi ve ark. (2008) yaptig1 bir calismada postmortem beyin
dokularindan izole edilen NM’nin (10 pg/mL) SH-SYS5Y hiicrelerinde apoptotik hiicre
oliimiini tetikledigini rapor etmistir (Naoi vd., 2008). Diger taraftan, ¢caligmamizda
pan-kaspaz inhibitorii Z-VAD-fmk varliginda NM’nin sebep oldugu hiicre 6liimii geri
donmediginden sentezledigimiz NM’lerin apoptotik hiicre O6liimiini tetiklemiyor
olabilecegi yoniinde degerlendirilmistir. DNA fragmentasyonu, kaspaz (-3, -8, -9)
aktivitesindeki degisim, annexin V ile fosfatidilserin translokasyonunun gosterilmesi,
PARP enziminin kesilmesi, pro ve antiapoptotik proteinler gibi apoptozu
dogrulayacak bir dizi parametre vardir. Bu parametrelerin ¢alismamiz kapsaminda

calisilmamis olmasi apoptozla ilgili bulgulart tartismamizi kisitlamaktadir. Bu
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nedenle, NM’lerin apoptotik etkilerini arastirmak ve verileri daha saglikl
degerlendirmek i¢in ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Hiicre olim tiplerinden biri olan ferroptoz PH’nin ilerlemesi ile ortaya ¢ikan
artmis demir seviyesi, lipid peroksidasyon, azalmis glutatyon seviyesi ve GPX4
aktivitesi ile dogrudan iligkilidir (Xu & Chan, 2015). PH patogenezinde ferroptozun
aragtirilmasiyla ilgili bir dizi in vitro calisma, 6-OHDA ve MPP" gibi bazi
norotoksinlerin lipid peroksidasyonu yoluyla ferroptozu indiikledigini bildirmistir
(Liu vd., 2020; Sun vd., 2020). 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada, PH hiicre kiiltiirii
modelinde (LUHMES) ve organotipik kiiltiirlerde erastin kaynakli ferroptoz
gosterilmistir (Do Van vd., 2016). Ayrica ¢alisma, ferroptoz inhibitorii ferrostatin-1'in
1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridin (MPTP) fare Parkinson modelinde néron
kaybin1t ve davranigsal bozuklugu Onleyebilecegini gostermistir. LUHMES
hiicrelerinde, sporadik PH ile iligkili olan rotenon ve parakuat gibi cevresel
norotoksinler kullanilarak baglatilan hiicre 6liimii ferrostatin-1, liprokstatin-1 ve demir
selatorii deferipron tarafindan geri dondiriilmistiir (Masaldan vd., 2019). Oksidatif
stres kaynakl1 ferroptozun nérolojik bozukluklarda ¢ok 6nemli bir rol oynadig1 goz
Oniine alindiginda, ferroptoz mekanizmalar1 hakkinda daha fazla arastirma norolojik
bozukluklarin tedavisi igin yeni hedefler bulmaya yardimci olacaktir. Buradan
hareketle, NM uygulamasinin ferroptotik hiicre Oliimiinii tetiklerken kullandig:
mekanizmalart aydinlatmak tizere ¢alismamiz tasarlanmistir.

Lipid peroksidasyon ferroptozun en temel oOzelliklerinden biridir. Cesitli
ROT’lar arasinda, lipid peroksil radikalleri dahil olmak iizere lipid peroksitler
ferroptotik hiicre 6liimiiniin dogrudan indiikleyicileridir (Dixon vd., 2012). Jiang ve
arkadaslarmin 2020 yilinda yaptiklari bir ¢alismada, potansiyel antioksidan aktiviteye
sahip gastrodin bilesiginin ndronal C6 hiicrelerinde H2O> aracili ferroptoza etkisini
degerlendirmistir. Calisma kapsaminda liprokstatin-1, ferrostatin-1 ve DFO varliginda
GPX4, Acsl4, MDA, GSH ve C11-BODIPY diizeyleri tizerinden lipid peroksidasyon
incelenmigtir (T. Jiang vd., 2020). Benzer sekilde, NM’nin hiicrelerde meydana
getirdigi lipid peroksidasyon birden ¢ok parametre ile ¢alismamiz kapsaminda ele
almmustir. C11 BODIPY hiicre membranlarinda lipid ROT akisini incelemek ve
ferroptozda lipid peroksidasyonu degerlendirmek i¢in siklikla kullanilan bir boyadir.
C11-BODIPY, canli hiicrelerdeki lipid membranlarin redoks durumunu

degerlendirmek i¢in 6zel olarak tasarlanmis ve floresan sinyali, akis sitometrisi,
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floresan mikroskobu veya mikroplaka okuyucular ile tespit edilebilmektedir (Dai vd.,
2023). Sekil 17°da goriildiigi tizere NM uygulamasi ile hiicrelerde lipid hidroperoksit
diizeylerinde artis meydana gelmistir. Liprokstatin-1, preklinik ¢alismalarda ferroptoz
inhibitorii olarak siklikla kullanilan lipid peroksidasyonu onleyici bir ajandir. NM
uygulamasina bagl olarak hiicrelerde artan lipid peroksitlerin liprokstatin-1 varliginda
azalmas1 NM’nin ferroptozu tetikledigini desteklemektedir.

MPTP ile indiiklenmis fare PH modelinin ¢alisildig1 bir arastirmada MPTP’ye
baglh gelisen lipid peroksidasyonu, 4-HNE-modifiye protein diizeyindeki artis ile
tespit edilmistir (Boonpraman vd., 2023). Benzer olarak Cai ve arkadaglar1 (2023), in
vitro PH modelinde lipid peroksidasyonundaki artisi 4-HNE {izerinden
degerlendirmistir (Cai vd., 2023). Tez ¢alismasi kapsaminda 4-HNE diizeyleri 4-HNE-
modifiye protein aracilifiyla tayin edilmistir. NM uygulamasiyla artan 4-HNE
diizeyinin liprokstatin-1 varliginda her iki NM grubunda da anlamli derecede azaldigi
tespit edilmistir (Sekil 18). Elde ettigimiz sonuglar NM'lerin hiicrede ¢esitli
mekanizmalar yoluyla lipid peroksidasyonunu tetikledigini gostermistir.

GPX4, GSH’yi kofaktor olarak kullanan, membran lipid peroksitlerini azaltan
temel enzim olup ferroptoz kaynakli lipid peroksidasyonun degerlendirilmesinde
onemli bir parametredir. Nedeni aciktir ki, hiicrede glutatyon azalmasi dogrudan
GPX4 diizeyinin diismesine sebep olur. GPX4 azlig1 lipid peroksitlerin ve Fe*? aracili
Fenton radikallerinin birikmesine neden olur ve en sonunda hiicreyi ferroptoza
striikler (Chu vd., 2023). Bellinger ve arkadaslar1 (2011) PH olan ve olmayan
hastalarin postmortem beyin dokularini incelediginde Parkinsonlu beyin dokusunda,
hasta olmayan gruba kars1 belirgin oranda azalmis GPX4 diizeyi ile karsilagsmustir.
Normal kosullarda, PH ile iliski beyin bolgesi olan SN’da GPX4 ifadesinin diger beyin
bolgelerine kiyasla fazla olmasi bu enzimi PH patogenezi agisindan degerli
kilmaktadir (Bellinger vd., 2011). MPP™ ile indiiklenmis SH-SY5Y in vitro PH
modelinin ¢aligildig1 bir calismada da GPX4 ifade diizeyinde kritik azalmalar tespit
edilmistir (Y. Jiang vd., 2023) Calismamizda Fe™>NM ve erastin gruplarinda GPX4
protein ifadesinin kontrol grubuna gore anlaml diizeyde azaldig: tespit edilmistir
(Sekil 20A). Ayrica ifNM uygulamasi GPX4 mRNA diizeyini kontrole gore 7,81 kat;
Fe**NM uygulamasi ise 22,23 kat azaltmistir (Sekil 20C). GPX4 enzim miktarinda
azalma, hiicrede lipid peroksitlerin birikmesine ve dolayisiyla deney modelimizde

lipid radikal kaynakli gelisen oksidatif strese bagli hiicre dliimiiniin tetiklenmesine
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neden olmus olabilir. Bu durum NM’lerin GPX4’i inhibe edebilecegini
gostermektedir. Sekil 20C°de NM araciligryla GPX4 mRNA azalmasi, liprokstatin-1
varhiginda geri donmiis; GPX4 mRNA ifadesinin anlamli diizeyde arttig1 tespit
edilmistir. Glutatyon, GPX4'in aktivite gosterebilmesi i¢in gerekli oldugundan sistem
X¢ bloke edildiginde, hiicre i¢i Cys seviyeleri azalir. GSH sentezindeki azalma ise
GPX4 aktivite kaybi, hiicre i¢i lipid bazli ROT birikimi ve ferroptoz ile iliskilidir (C.
Lei vd., 2020b). Bu nedenle, tez galismasi kapsaminda GPX4’in yani sira bu enzimin
kofaktorii olan GSH diizeylerindeki degisim arastirilmistir. NM uygulamalari1 sonrasi
hiicre i¢ci GSH diizeyinin azaldig1; ferroptoz inhibitorleri varliginda ise arttigi
goriilmustiir (Sekil 21). Antiferroptotik ajan uygulamasiyla GPX4 protein ifadesinin
ve GSH diizeylerinin artmas1 NM’lerin ferroptotik etkisini destekleyen bulgular olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.

ACSL'ler, yag asidi agil-KoA esterlerini olusturmak i¢in uzun zincirli yag
asitlerini aktive etmede ¢ok 6nemli rol oynar. Bu ailenin bir iiyesi olan Acsl4 beyin,
adrenal bez, testis ve overde yiiksek miktarda sentezlenir. Acsl4, 6zellikle aragsidonik
asit ve adrenik asit olmak {izere 20 karbonlu ¢oklu doymamis yag asitlerini substrat
olarak kullanarak onlari PUFA-KoA’ya doniistiiriir. PUFA-KoA’lar olustuktan sonra
farkli lizofosfatidilkolin asiltransferazlar (LPCAT'ler) tarafindan fosfolipitlere
esterlestirilir. Bu durum, uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerinin hiicre
membraninin yapisina katilmasini ve dolayisiyla membran lipidlerinden radikal
olusumunu kolaylastirir (Hou vd., 2022). Lipidomik analizler, Acsl4'iin ferroptozun
yiritiilmesi i¢in gereken lipid bilesimini etkiledigini géstermistir. Acsl4 overeksprese
hiicrelerde hiicre membranindaki lipid kompozisyonunun degistigi ve hiicrelerin
ferroptoza duyarli hiicrelere dontistiigii gosterilmistir (Yi-di vd., 2020). GPX4-Acsl4
double-knockout hiicrelerin ferroptoza direngli oldugunun gosterilmesi Acsl4’iin
ferroptoz igin 6nemini dogrulamistir (Doll vd., 2017). Acsl4’iin GPX4 iizerine
inhibitor etki gostererek ferroptozu diizenledigi gosterilmistir (Magtanong vd., 2022).
Dolayistyla Acsl4’teki artisin GPX4 inhibisyonuna neden olmasi beklenmektedir.
Deney modelimizde Acsl4 protein diizeyi incelendiginde, NM uygulamasi ile Acsl4
protein diizeyinde anlamli bir degisiklik gézlenmemis; hatta gen ifadesinde kontrole
gore azalma tespit edilmistir. Diger taraftan antiferroptotik ajan uygulamasinin Acsl4
mRNA diizeyini artirirken protein diizeyini azalttigi goriilmiistiir. Acsl4 protein

miktarinin azalmasi, GPX4 protein diizeylerindeki artis ile paralellik gostermekte ve
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Acsl4’iin  proferroptotik  etkisini  dogrulamaktadir. Diger taraftan, mRNA
ekspresyonunun protein diizeyine yansimadigi goriilmektedir (Sekil 20). mRNA hiicre
iginde belirli bir yarilanma démriine sahiptir ve zamanla par¢alanir. mRNA’nin hizli bir
sekilde parcalandigi durumlarda, yiiksek seviyelerde transkript iiretimine ragmen
protein sentezi diisiik saptanabilmektedir. Bazi durumlarda ise hiicre i¢indeki cesitli
sinyal yollar1 veya molekiiler mekanizmalar, mRNA'nin transkripsiyonunu inhibe
edebilir. Bu durumda, mRNA diizeyi yiiksek olsa bile protein sentezi diisiik olabilir.
Sayilan bu olasiliklarin yani1 sira deney kosullarimizda mRNA ve protein analizlerinin
tek bir zamanda (24 saat) yapilmis olmasi s6z konusu sonuglarin elde edilmesinden
sorumlu olabilir. Elde ettigimiz veriler NM nin Acsl4 lizerindeki etkisini tartismamizi
kolaylastiracak cesitlilik ve yeterlilikte degildir. Bu nedenle Acsl4 ve iliskili oldugu
mekanizmalar, NM’lerin etkileri ac¢isindan ayrintili ¢alisilmasi gereken bir konudur.

Ferroptoz, demire bagimli bir hiicre 6liim tipidir. Lipid peroksidasyonuna zemin
hazirlayan temel etmenlerden biri hiicre i¢inde artmis demir diizeyleridir. Bu nedenle
tez kapsaminda, NM uygulamas1 sonrasi degisen hiicre i¢i demir diizeyi ve yant sira
demir metabolizmasi ve demir tasinmasiyla iliskili bir dizi protein arastirilmistir.
Beklendigi iizere, Fe">NM uygulamas1 sonrasi hiicre i¢i Fe*? diizeyi yiiksek tayin
edilmistir. Diger taraftan, bir demir selatdrii olan DFO varliginda hiicre i¢i Fe*? diizeyi
tek basina uygulanan ifNM ve Fe™>NM grubuna gére anlamli derecede diisiik
bulunmustur (Sekil 22).

Fibroblast hiicrelerinde erastin ile indiiklenen ferroptozda TfR1’nin roliinii
inceleyen bir ¢alismada, erastin uygulamasi sonrasi hiicrelerde TfR1 diizeyinin arttig1
gozlenmistir (Park & Chung, 2019). Demirin hiicre i¢inde artmasi lipid peroksitlerin
olusumu agisindan 6nemlidir. Dolayisiyla demiri hiicre i¢ine alan ve hiicre digina
tasiyan tasiyicilarin miktar1 NM uygulamasi sonrast ¢alismamiz kapsaminda
degerlendirilmistir. Bu baglamda Sekil 23’de goriildiigii tizere TfR1 protein diizeyinin
Fe™>NM varhiginda kontrole gore artarken DFO 6n uygulamasi ile tim gruplarda
anlamli derecede azaldig1 saptanmistir. Bu durum Fe"™*NM’nin hiicreye daha fazla Fe*®

*2>1in hiicre

alinmasini tetikledigini gostermektedir. Ferroportin ise hiicre i¢indeki Fe
disina aktarilmasini saglayan bir membran reseptoriidiir. Calismamizda ferroportin
diizeyinin NM’lerin uygulanmasi ile arttigi; DFO varliginda ise ferroportin diizeyinin
anlamli derecede azaldig1 saptanmustir. Elde ettigimiz bulgular, 6zellikle Fe**NM nin

bir yandan TfR1 araciligiyla hiicreye Fe*™® girisini indiikleyerek demir icerigini
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artirdigini bir yandan da hiicreden Fe*? ¢ikisini tetikledigini gostermektedir. Ayrica
ifNM ve DFO varliginda azalan IREB2 diizeyi ifNM’nin hiicrede demir iyonu acig1
olusturabilecegini dolayisiyla daha fazla demir iyonu aliminin tetiklenebilecegini ve
hiicre i¢i demir diizeyinin kontrolsiiz olarak arttigimm baska bir a¢idan
desteklemektedir. ifNM uygulamasi ile artan ferritin diizeyi DFO varliginda kontrole
gore anlamli derecede azalmistir. Bu durum ifNM’nin hiicrede demir birikimini
tetikleyebilecegini gostermistir. Tian ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptiklar1 bir
caligmada ferritin proteininin PC12 hiicrelerinde 6-OHDA ve erastin ile olusturulmus
Parkinson modeli {izerinden ferroptoza etkisi degerlendirilmis ve erastin
uygulamasinin ferritin diizeylerini azalttig1 rapor edilmistir (Tian vd., 2020). Benzer
sekilde calismamizda erastin uygulanmis hiicrelerde ferritin protein diizeyinin azaldig1

gosterilmistir.
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Sonuc ve Oneriler

Ferroptoz, hiicre i¢inde artmis demir iyonlar1 aracili lipid peroksidasyonunu
tetikleyen hiicresel metabolik aktiviteler ile onu baskilayan hiicresel antioksidan
sistemler arasindaki bir antagonizmayi yansitir. NM hem antioksidan hem de
sitotoksik potansiyelinin oldugu ikili bir role sahip gibi diisiiniilse de, hastaligin
ilerlemesi ve yasla birlikte ndrodejenerasyona etkisi, madalyonun karanlik yiizii
hakkinda fikir vermistir. Ozellikle demire olan yiiksek afinite ve kapasitenin {izerinde
demir baglama egilimi hiicre igin stres faktorlerini tetiklemektedir. Oyle ki, yiiksek
demir seviyelerinden bahsedilen bir kosulda, NM ve ferroptoz iligkisinin akla gelmesi
oldukga olasidir. Bu baglamda tez ¢alismasi kapsaminda NM pigmentinin hiicrede
lipid peroksidasyonunu tetikledigi ve hiicre i¢i demir metabolizmasini etkileyerek
ferroptotik hiicre 6liimiine neden oldugu belirlenmistir. Hiicre canliligindaki azalma,
hiicre zar1 biitiinliglintin hizli ve geri dondiiriilemez bir sekilde kayb1 ve hiicre 6limii
ile karakterize olan ferroptoz NM varliginda gosterilmistir. Ayrica NM araciligiyla
azalan GPX4 seviyesi, erastin tarafindan indiiklenen ferroptoz tablosuna benzerdir.
Ozetle, elde ettigimiz bulgular, dopaminerjik néronlarda biriken NM'nin oksidatif
stresi indiikledigini desteklemekte; oksidatif stres aracilifiyla meydana gelen
ferroptotik hiicre 6liimiiniin ise ndérodejenerasyonda rolii oldugunu gostermektedir.
Calismamiz bulgularini destekleyecek ileri in vivo ve klinik ¢alismalarin NM'nin
ferroptozdaki roliinlii aydinlatarak hastaligin dnlenmesine ve/veya tedavisine katki

saglayacag siiphesizdir.
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