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OZET

NARINGENIN VE VAZOINTESTINAL PEPTID KOMBINASYONUNUN
PARKINSON MODELIi UZERINE ETKIiSi

Yildirim AN. Aydim Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji
(T1p) Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2021.

Amag: Bu c¢alisma, Rotenone ile Olusturulan Parkinson Modelinde Naringenin ve
Vazointestinal Peptid Kombinasyonunun ve kullanilan bu etken maddelerin SNc¢’deki
norodejeneratif siiregteki roliinii arastirmak, parkinson motor aktivite testlerini uygulayarak

sonuglarini degerlenmek amaci ile planlandi.

Gere¢ ve Yontem: Calismamiz; agirliklart ortalama 300 gram olan, 12 haftalik, 48 adet
Wistar albino erkek siganlardan olusturulan Kontrol Grubu, Rotenone Grubu, 1.25 mL/kg i.p.
olarak, Rotenone+VIP Grubu 25 ng/kg i.p. olarak , Rotenone+NG Grubu 10 mg/kg i.p. olarak
verilirek gruplar i¢inde her gruba 12’ser rat koyularak toplamda 4 grup olusturuldu.
Degerlerin yorumlanmasi ve grup degerlerinin ¢oklu karsilastirilmasi, Biyokimyada
Dunnett's multiple comparisons testiyle; Lokomotor aktivitede ise Video Kayd: Sistemi ve
istatistiksel analizlerin gergeklestirilmesinde GraphPad Prism (versiyon 7.04, GraphPad
Software Inc., San Diego, ABD) kullanild:.

Bulgular: Kontrol grubunda, ELISA kit tayini bulgularinin degerlendirilmesi sonucu; RT
grubununa gore anlaml farklilik goriildii (p<0.05) (8-OHAG ve Dopamin ELISA kit analizi).
RT+VIP ve RT+NG gruplarinda anlamli farklilik bulunamadi. Doku analizi yapilan Bradford
Yontemi ve Spektrofotometrik analiz sonucunda saptanan degerlerde MDA analizinde PD’li
grupta anlamli bir fark bulunurken, SOD, GSH ve Protein tayininde anlamli bir fark elde
edilmedi. RT+VIP grubu, RT+NG grubuna gore biyokimyasal analiz sonuglarina gore
beklenen sonuglara ulasilamazken, lokomotor aktivite test sonucuna gore elde edilen
bulgularda; KD hareketinin RT gurubunda diisiik oldugu, RT+VIP gurubunda beklenen
degerde bir yiikselme goriildi, MZ, S, S, DS parametrelerinde de anlamli bir fark elde edildi

Sonug olarak; Deneysel Parkinson Modeli olusturulan ratlarda Naringenin ve Vazointestinal

Peptid kombinasyonu kullaniminin 6zellikle motor aktivitelerde 6nemli iyilesmeler sagladigi

Xii



ve Alfa-sync geninin kodlamis oldugu alfa-sync protein katlanmasini indiikledigi, GSK-3
betanin selektif inhibitorlerinin kulaniminin arttigi ve parkinson hastaliginda tedavi edici
ozellikte oldugunu soOyleyebiliriz. Ayrica ¢alismamizin  Parkinson  Hastaligi’nin
etyopatogenezinin daha iyi anlasilabilmesi ve buradan yola ¢ikilarak, hastaliga karsi yeni

tedavi stratejileri gelistirilebilmesi i¢in aracilik edecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Alfa-sync, GSK3-beta, Motor Aktivite Testi, Naringenin, Parkinson
Hastaligi, Rotenone, Vazointestinal Peptid.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF NARINGENIN AND VASOINTESTINAL PEPTIDE
COMBINATION ON THE PARKINSON MODEL

Yildirnm AN. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute of
Physiology (Medical) Program, Master Thesis, Aydin, 2021.

Objective: This study was planned to investigate the role of Naringenin and Vasointestinal
Peptide Combination and these active substances used in the neurodegenerative process in
SNc in the Parkinson's Model Created with Rotenone, and to evaluate the results by applying

parkinsonian motor activity tests.

Materials and Methods: Control Group consisting of 48 Wistar albino male rats, 12 weeks
old, weighing an average of 300 grams, Rotenone Group, 1.25 mL/kg i.p. as Rotenone+VIP
Group 25 ng/kg i.p. as Rotenone+NG Group 10 mg/kg i.p. A total of 4 groups were formed
by placing 12 rats in each group. Interpretation of values and multiple comparison of group
values, with Dunnett's multiple comparisons test in Biochemistry; Video Recording System
was used for locomotor activity and GraphPad Prism (version 7.04, GraphPad Software Inc.,

San Diego, USA) was used for statistical analysis.

Results: In the control group, as a result of the evaluation of the ELISA kit determination
findings; There was a significant difference compared to the RT group (p<0.05) (8-OHdG
and Dopamine ELISA scarce analysis). No significant difference was found in the RT+VIP
and RT+NG groups. While there was a significant difference in the MDA analysis in the PD
group in the values determined as a result of the Bradford Method and Spectrophotometric
analysis, in which tissue analysis was performed, no significant difference was found in the
SOD, GSH and Protein determinations. According to the biochemical analysis results of the
RT+VIP group and the RT+NG group, the expected results could not be achieved, while the
findings obtained according to the locomotor activity test results; KD movement was low in
the RT group, an increase in the expected value was observed in the RT+VIP group, a

significant difference was also obtained in the MZ, S, S, DS parameters.

As a result; We can say that the use of the combination of Naringenin and Vasointestinal

Xiv



Peptide in rats with experimental Parkinson's Model provides significant improvements
especially in motor activities and induces the folding of the alpha-sync protein encoded by
the Alpha-sync gene, the use of selective inhibitors of GSK-3 beta increases and it has
therapeutic properties in Parkinson's disease. In addition, we think that our study will mediate
to better understand the etiopathogenesis of Parkinson's Disease and to develop new treatment

strategies against the disease based on this.

Key words: Alpha-sync, GSK3-beta, Motor Activity Test, Naringenin, Parkinson's Disease,

Rotenone, Vasointestinal Peptide,
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1. GIRIS

Parkinson hastalig1 substantia nigra pars compacta’da(SNc) bulunan dopaminerjik
ndronlarin dejenerasyonu ve dopaminerjik yolaklarin denervasyonu nedeniyle, klinik olarak
premotor ve motor semptomlarla karakterize, santral sinir sisteminde etkilenen noéronlarda
intrastoplazmik inkluzyonlarin gorildiigii multisistem progresif bir hastaliktir (Palma ve
Kaufmann, 2018; Prashanth ve Roy, 2018; Yang et al, 2019). Genellikle motor semptomlarin
goriilmesi, premotor semptomlarla karakterize uzun bir donem ‘preklinik donem’ olarak
adlandirilmaktadir (Berg ve ark, 2015; Getz ve Levin, 2017). Hastalik teshis edildiginde diger
bir deyisle klinik olarak motor semptomlar gézlendiginde, substantia nigra pars compacta’da
bulunan dopaminerjik noronlarin %50-70’i dejenerasyona ugradigi tespit edilmistir.
Nedeninin ise; Norodejenerasyonu yavaslatarak veya etki gosterebilecek ndroprotektif
uygulamalar i¢in ge¢ kalinmig olabilecegi bildirilmistir (Akbayir ve ark, 2018; Giguere ve
ark, 2018; Sung ve ark, 2018; Takahashi ve ark, 2018; Rynman ve Poston, 2019). Dopamin
deplesyonunun giderilmesi tizerine kurulu, dopamin o6ncii molekiillerinin ve dopamin
agonistlerinin kullanildigi semptomatik tedavi protokolleri de yalnizca hipokinetik motor
semptomlarin hafiflemesini saglamaktadir. 5 y1l ve daha uzun siiren farmakolojik tedavilerin
yan etkisi sonucunda kacinilmaz olarak diskinezi (hiperkinetik hareket bozukluklar)
gortildugi bilinmektedir (Xu ve Pu, 2016; Heusinkveld ve ark, 2018; Mishra ve ark, 2018;
Nair ve ark, 2018). Farmakolojik tedavinin yetersiz kaldigi durumlarda, motor islevlerde rol
alan subkortikal ¢ekirdeklerin cerrahi yollarla elektriksel stimiilasyonu gergeklestirilir ancak
bu uygulama semptomlarin iyilesmesine en ¢ok on yil siire ile katki saglayabilir (Rizek ve
ark, 2016). Terapdtik protokollerin hig biri ndrodejenerasyonu durdurmaya yonelik degildir.
Ayn1 zamanda dopamin ve dopamin agonistlerinin kullanildigi tedavi yontemleri
dopaminerjik sistemle yakindan iligkili pek ¢ok norotransmitter sistemi géz ardi etmektedir.
Terapotik protokollerdeki bu agmaz nedeniyle son zamanlarda yapilan galismalar Parkinson
hastaliginin ~ patogenezinin  aydinlatilmasina, noérodejeneresyonu durdurmaya veya
yavaglatmaya yonelik uygulamalarin gelistirilmesine odaklanmistir (Rodriguez-Violante ve
ark, 2017; Wang ve ark, 2018; Murueta-Goyena ve ark, 2019; Jones veark, 2020).

Bu c¢alisma; rotenon uygulamasi ile olusturulan deneysel Parkinson modelinde

indiiklenen ratlarda, Subtalamik area igindeki dopamin seviyesinin diizenlenmesinde, lokal



ve sistemik sinirsel ve motor yanitlarin modiilasyonu ve SNc¢’nin fonksiyonunun
stabilizasyonunda faydali etkileri bulunan VIP ve NGN etkenlerin intraperitoenal yolla
kullaniminin néroprotektif etkilerini arastirmak amaci ile yapildi. Ayrica santral sinir sistemi
oksidatif stres parametreleri ve protein katlanmasinin, MDA, GSH, SOD f{izerine olan
etkilerinin ve motor fonksiyonlarinin, davranis test sonuglarina gore literatiirler 1s1ginda

degerlendirilmesi planlandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Tanimi

Parkinson hastalig1 (PD) ilk defa Ingiliz bilim adami James Parkinson’un 1817 yilinda
The London Medical and Physical Journal adli dergide yayimlanan “Essay on the Shaking
Palsy” baslikli calismasinda gegmektedir. Parkinson hastaligi (PD) yaygin bir nérodejeneratif
bozukluk olup oranlar gittikge artan bir sekilde siirmektedir (Pringsheimetal.,2014). PD'nin
baglica ozellikleri arasinda titreme, rijidite ve postural bozukluk bulunur. Depresyon gibi
motor-olmayan bozukluklar da olsa bunun yaninda uyku bozukluklar: giderek daha fazla fark
edilmektedir (RodriguezOrozetal.,2009). Parkinson hastaligi substantia nigra pars
compacta’da (SNpc) bulunan dopaminerjik noronlarin dejenerasyonu ve dopaminerjik
yolaklarin dejenerasyonu nedeniyle gelisen, Klinik olarak premotor ve motor semptomlarla
tanimlanan, santral sinir sisteminden etkilenen néronlarda intrastoplazmik inkluzyonlarin
gortildigi multisistem progresif bir hastaliktir (Palma ve Kaufmann, 2018; Prashanth ve Roy,
2018; Yang et al, 2019).

Hastalik teshis edildiginde Klinik olarak motor semptomlar gézlendiginde, substantia
nigra pars compacta’da bulunan dopaminerjik néronlarin %50-70’1 dejenerasyona ugramis,
norodejenerasyonu  yavaslatarak  etki  gosterebilecek  noroprotektif — uygulamalar
bulunmaktadir (Akbayir ve ark, 2018; Giguere ve ark, 2018; Sung ve ark, 2018; Takahashi
ve ark, 2018; Rynman ve Poston, 2019). Dopamin deplesyonunun giderilmesi tizerine kurulu,
dopamin o6ncii molekiillerinin ve dopamin agonistlerinin kullanildigi semptomatik tedavi
protokolleri de yalnizca hipokinetik motor semptomlarin hafiflemesini saglamakta, 5 yil ve
daha uzun siiren farmakolojik tedavilerin yan etkisi sonucunda kaginilmaz olarak diskinezi
adi verilen hiperkinetik hareket bozukluklari goriillmektedir (Xu ve Pu, 2016; Heusinkveld ve
ark, 2018; Mishra ve ark, 2018; Nair ve ark, 2018).

James Parkinson’un modern tanimlamasindan yaklasik 60 yil sonra, Fransiz nérolog
Jean Martin Charcot, PD’deki titremeyi, multipl skleroz hastalarinda yalnizca aktivite

esnasinda goriilen Kinetik titremeden ayirip bu hastaligi “’Parkinson’” hastaligi olarak



isimlendirmistir (Lewis, 2012). Eduoard Brissaud, substantia nigra pars kompakta (SNpc)’nin
PH'den etkilenen bolge olabilecegini 1899 yilinda 6ne siirmiis, 20 yil sonra, Tretiakof,
SNpc’de ndromelanin pigmenti barindiran noéronlarda biiyiikk bir kayip oldugunu ve
sitoplazmada ileride Friedrich Lewy tarafindan ’Lewy cisimcikleri’” olarak adlandirilacak

inkliizyon cisimlerinin varligin1 gézlemlemistir (Del Rey ve ark., 2018).

2.1.1. Parkinson Epidemiyolojisi

[Ron

PD’nin prevalansinin genellikle 100.000 kiside 100 ile 200 arasinda degistigi kabul
edilmektedir ve yillik indeksinin 15/100.000 oldugu diisiiniilmektedir (Tysnes ve Storstein,
2017). PD’nin sikligr ileri yaslarda, erkeklerde, diisiik sosyoekonomik duruma sahip
popiilasyonlarda ve Avrupa popiilasyonlarinda daha fazladir (Van Den Eeden ve ark., 2003;
Lix ve ark., 2010). Tirkiye’de yapilan ¢alismalar, PD oranini1 111-149/100.000 arasinda
tahmin ederken (Torun ve ark., 1995; Bolayir ve ark., 2002; Ozbek ve ark., 2009), Durmus
ve ark.’lar1 tarafindan yapilan Tirkiye'de PD prevalansini belirlemeye yonelik ilk biiyiik
popiilasyon tabanli ¢aligmada, PD Avrupa iilkelerinden biraz daha diisiik, 202/100.000,
bulunmustur (Durmus ve ark., 2015).

2.1.2. Parkinson Etiyolojisi

PH bir stirectir ve bu siire¢ gogu zaman yillar alir. PH nin neden veya nedenlerinin ne
oldugu hala biiytik oranda bilinmemekle birlikte kalitsal veya idyopatik faktorlere bagli olarak
olusabilir. Yapilan ¢alismalarla PH olusumuna neden olabilecek genetik faktorler dort farkli

gendeki mutasyon/mutasyonlar ile iligskilendirilmistir.

Bunlar, a-sinuklein, parkin, ubikutin C-terminal hidrolaz L1 ve DJ-1 genleridir.
Ayrica bu genlerle iliskili olabilecegi diistiniilen on kadar gen lokusu da mevcuttur. GSK-3p
viicutta pek ¢ok eksprese edilen ve inhibitor sinyal olmadig: siirece siirekli aktif olan bir
serin/treonin kinazdir. Hiicre metabolizmasinda GSK-3f'nin hiicre dongiisii, protein yikimi
ve enerji metabolizmasi gibi pek ¢ok hiicresel faaliyetle beraber, kanser, diyabet, inflamasyon

ve norolojik bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarla da iliskili oldugu gosterilmistir.



2.1.3. Parkinson Norodejenerasyonu

PD’nin ndrodejenerasyonun patolojisine bakildiginda, programli hiicre olimi

(apoptoz), nekroz ve dopamin delesyonundan soz edilebilir.

Apoptoz, sitoplazma ve kromatin yogunlagsmasi, DNA fragmantasyonu, apoptotik
govdelerde hiicre fragmantasyonu ve takiben lizozom aracili fagositoz ile karakterize olan bir
siirectir. Hiicre dliimiinde diger bir mekanizma ise otofajidir. Ozellikle sinir hiicrelerindeki
protein birikimi norodejeneratif hastaliklarin olusumunda 6nemli etkenlerdendir. Otofajik
vezikiillerin (otofagozomlar ve otofagolizozomlar) birikimi ile meydana gelen hasarlar PD

norodejenerasyonunda énemli rol oynar

PD’de norodejerasyonun kesin mekanizmasi basta olmak tizere bu siiregte birgok
hiicresel yolagin devreye girdigi diisiiniilmektedir. Bunlar genetik faktorler ve protein
tiretiminde meydana gelen anomalilerdir. Bazal gangliyonlarda meydana gelen degisiklikler
PD siirecinin ilerlemesini degistirmektedir. Bu stirecte oksidatif stres, mitokondriyel
disfonksiyon, eksitotoksisite, inflamasyon, immiin diizenleme, glial spesifik faktorler, trofik
faktorlerin azalmasi vb. heniiz bilinmeyen birgok mekanizmanin daha yer aldig

disiiniilmektedir.

Bir hipoteze gore PD’de ndrodejenerasyon, intraseliiler vezikiiler transportta aksama
ve mikrotiibiillerin biitiinliiglinde bozulma ile ortaya c¢ikar. Bir diger hipotez ise,

norodejenerasyonda astrositlerin roliiniin olabilecegi tizerinedir.
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Sekil 1. Bazal gangliyonlarin normal isleyis mekanizmalari ve PD ile meydana gelen
degisimler. CM, Sentromedyan niikleus; Gpe, Globus pallidus external segment; Gpi,
Globus pallidus internal segment; PPN, Pedinkiilopontin niikleus; SNc, Substansiya
nigra pars kompakta; STN, Subtalamik niikleus; VA/VL, Ventral enteriyor, ventral
lateral niikleus; SNr, Substansiya nigra pars retikiilata.

2.1.4. Parkinson ve Dopamin Tliskisi

Dopamin beyinde baslica substantia nigra (SN), area tegmentalis (AT) ventralis,
hypothalamus’tan, periferde bir miktarda adrenal bezde sentezlenen monoamin yapisinda
(Daubner ve ark, 2011), norepinefrin ve epinefrinin prekiirsorii katekolaminerjik, organik bir
kimyasaldir (Tank ve Wong, 2015; Ayano, 2016). Bir dopamin molekiilii, bir etil zincir
araciligryla bir amin grubu bagl bir katekol yapisindan (iki hidroksil yan gruba sahip bir
benzen halkasi) olusur. Bu amin bagina sahip bir benzen halkasinin varligi, onu ¢ok sayida
psikoaktif ilag igeren bir aile olan fenetilamin grubuna dahil eder (Vendelboe ve ark, 2016).
Dopaminin kimyasal formiilii CBH11NO2, Uluslararas: Uygulamali Kimya Birligi ismi 4-(2-
24 aminoethyl) benzene-1,2-diol’diir (WEB_1). Dopamin SSS’de ndrotransmitter olarak
gorev yapar. Hypothalamus’tan sentezlenen dopamin, bir nérohormon olarak
adenohipofizden prolaktin sentezini baskilar, prolaktin inhibe edici faktér olarak da

bilinmektedir.
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Sekil 2. Beyindeki dopaminerjik yolaklar. 1. Substantia nigra = Dorsal striatum
(Nigrostriatal yolak) 2.Ventral tegmental alan = Ventral striatum (Mizolimbik

yolak) 3. Ventral tegmental alan = Prefrontal korteks (Mezokortikal yolak). Sekil,
Okinawa Bilim ve Teknoloji Enstitiisic web sayfasindan aliarak
Tiirkgelestirilmistir (https://www.oist.jp/news-center/photos/dopamine-pathways,
Erigim tarihi:20 Agustos 2020).

Sekil.2. de bahsedildigi gibi dopaminerjik yolaklar; mezolimbik yolak, duygu durumu
kontrol eden VTA'ya ve niikkleus 18 akumbensin limbik bolgelerine baglanir. Bu yolaktaki
patoloji, PD'de nigrostriatal dejenerasyondan 6nce ortaya ¢ikar (Sanjari Moghaddam ve ark.,
2017). Hastaligin erken evresinde mevcut olan ve dopamin ile modiile edilen frontal-striatal
disfonksiyon, c¢alisma belleginde, dikkatte, planlamada eksiklige yol agarken hastalik
ilerledikge kolinerjik kayip ile iligskili olan ve demansa yol agan posterior kortikal

dejenerasyon meydana gelir (Biundo ve ark., 2016).

2.1.5. Parkinson Motor Semptomlar:

Parkinsonizm, beynin substantia nigra (SN) bolgesindeki néronlarin dejenerasyonuyla
olusan ilerleyici motor fonksiyon kaybindan dolay1 gergeklesen bir grup kronik norolojik

bozuklugun genel adi olup, motor semptomlar1 4 ana baslikta toplanir;



+ titreme (tremor),

+ kaslarda sertlesme (rijidite),

+ harekete baslamada gii¢liik (bradikinezi),
+ durus bozuklugu (postiirel instabilite).

Bunlarin disinda, hastalarda yiiz ifadesinin eksikligi (maskeli yiiz), yutma veya
konusmada giigliik, denge kaybi, depresyon ve bunama da gergeklesebilmektedir (Mai and
Paxinos, 2011).

2.1.5.1. Bradikinezi

Hareketlerde yavaslama ve dengeyi tutturamama belirtileri semptomun en belirgin
nedenlerindendir.Bradikinezi yasayan hastalarda hareketlerde yavasligin yaninda tekrar
edilmesi istenilen hareketlerde tekrarlayamama durumu ve yavaslik s6z konusudur.Klinik
olarak bakildiginda bas parmagin ve isaret parmagimin birbirine vuramamasi gibi ¢esitili
hareketlerin incelenmesi saglanmaktadir (Bank ve ark, 2017; Gao ve ark, 2018) Parkinson
hastalarina  odillendirme yontemi uygulandiginda hareketlerde hizliik ve serilik

gozlenmistir. Kisaca sartlarin etkisine gore bradikinezi oran1 degismektedir.

2.1.5.2. Tremor

Kaslarin istemsiz ve ritmik olarak kasilmasi anlamia gelmektedir. En yaygin olarak
ellerde baslayan tremor basparmak ve isaret parmagi arasinda bir nesnenin yuvarlanisina
benzemektedir. Tremor ¢esitleri basta istirahat tremoru olmak tizere; kinetik tremor, postural
ve statik tremor olmak iizere 4 ana guruba ayrilmaktadir. (Moustafa ve ark, 2016, Gironell ve
ark, 2018) PD hastalarinda siklikla %&= civarinda istirahat tremoru goriiliirken hastaligin
ilerlemesi ile bu oran postural tremora ¢evrilebilmektedir. (Sveinbjornsdottir, 2016; Ginorell
ve ark, 2018; Heusinkveld ve ark, 2018; Tarakad ve Jankovic, 2018



2.1.5.3. Rijidite

Kas sertligi olarak da ifade edilen rijidite PD’nin kardinal motor semptomlarindan
biridir. Parkinson hastalarinda o6zellikle ekstremitelerin pasif mobilizasyonu sirasinda
hareketin yonii ve hizindan bagimsiz olarak artan direng goriiliir (Shapiro ve ark, 2007;
Baradan ve ark, 2013; Xia ve ark, 2017; Zito ve ark, 2018). Rijit bir ekstremitede herhangi
bir eklem yavas veya hizli, pasif olarak hareket ettirilmeye calisilirsa ciddi bir direngle
karsilagilir. Bu durum kursun boru rijditesi olarak adlandirilmaktadir. Hareket esnasinda
goriilen rijiditedeki dalgalanmalar, pasif mobilizasyon uygulamasi sirasinda rijiditenin
siddetinin azalarak harekete olanak saglamasi, ardindan tekrar artarak hareketi engellemesi

ise disli ¢ark rijiditesi olarak adlandirilmaktadir.

Rijidite Parkinson hastalarinda nucleus subthalamicus (STN), cerebellum, nucleus
caudatus, thalamus, primer motor, temporal ve oksipital korteks arasinda olan fonksiyonel
baglantilarin disfonksiyonu ile iliskilendirilmektedir (Moustafa ve ark, 2016). Rijidite
gelisiminde Parkinson hastalarinda nucleus subthalamicus ve globus pallidus medialis’te
(GPm) artan noronal aktivite ile talamokortikal projeksiyonlarin inhibisyonunun
gerceklesmesi dolayisiyla kas aktivasyonunun ve pasif germeye karst yanitin azaldig: ileri

surilmektedir.

2.1.5.4. Postural Bozukluk

Parkinson hastaliginin geg¢ evreleri arasinfda goriilmektedir. Hayvan deneylerinde
bilateral globus pallidus hasarinin akinezi ve siddetli postiirel instabiliteye neden oldugu
(Yanagisawa ve ark, 2018), ayrica postiirel instabilitenin siddetli oldugu Parkinson
hastalarinda kortikal atrofi tespit edilmis, korteks ve subkortikal g¢ekirdekler arasindaki

baglantinin azaldig: bildirilmistir (Erdeniz ve ark, 2018)

Parkinson hastalarinda postiirel instabiliteye bagli diisme vakalar1 %62-68 olarak
belirtilmektedir (Barbosa ve ark, 2016; Sveinbjornsdottir, 2016). Ozellikle Hoehn ve Yahr
smiflandirmasina goére 3. evrede bulunan hastalarda diisme riski yiiksektir, hastalik ilerledikge
hastalar olduk¢a hareketsiz hale geleceklerinden diisme riski azalir (Kim ve ark, 2013;

Erdeniz ve ark, 2018). Postiirel instabilite genellikle torakal ve lumbal bolgede omurganin



fleksiyonu, bas ve boynun fleksiyonu; antecollis, baz1 durumlarda omurganin skolyozu

nedeni ile gelisir.

2.1.6. Parkinson Tedavi Yontemleri

PD, kisisellestirilmis terapotik yaklasim gerektiren genis bir motor ve motor olmayan
bulgular spektrumuna sahip karmasik bir norodejeneratif bozukluktur (Jankovic ve Tan,
2020). PD tedavisinde birincil amag, motor ve motor olmayan bulgular1 tedavi ederek
hastanin yasam kalitesini artirmaktir (DeMaagd ve Philip, 2015). Dopaminerjik
norotransmisyonun artirilmasina yonelik ilaglarla sadece palyatif tedavinin miimkiin olmasi,
PD’de noroprotektif etkiye sahip potansiyel ilag adaylari ile ilgili ¢alismalar1 kagiilmaz
kilmaktadir (Blandini, 2005).

Parkinson hastaliginin ilerleyen asamalarinda, farmakolojik tedavi motor semptomlari
kontrol etmede yetersiz kaldiginda, cerrahi olarak derin beyin elektriksel stimiilasyonu (DBS)
gerceklestirilmektedir (Sveinbjornsdottir, 2016; Xu ve Pu, 2016; Heusinkveld ve ark, 2018).
Bu asamada GPm’i hedefleyen pallidotomi, STN’u hedefleyen subtalamotomi gibi yiiksek

frekansli derin beyin stimiilasyonunu igeren cerrahi tedaviler devreye girer. Subtalamik

tremorun sagaltiminda daha etkili oldugu bildirilmektedir (Shapiro ve ark, 2007; Moustafa ve
ark, 2016).

2.2. Deneysel Parkinson Modelleri

PD modelleri olusturulurken birgok toksik veya patolojik ya da genetik hayvan
modelleri ile ¢alisilabilmektedir. Bu modeller;

+ 6-Hidroksidopamin (6-OHDA)
+ MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine)
+ Parakuat

+ Maneb
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+ Rotenon gibi norotoksinler dopaminerjik norodejenerasyona neden olduklarindan
PD modeli olarak kullanilmaktadirlar.

Fakat yalnizca MPTP insan parkinsonizmi ile agikea iliskilendirildigi ig¢in giiniimiizde
en ¢ok kullanilan PH modelidir

MPTP Parakuat
Rotenon X nétral aminoaasit 6-OHDA
DAT
Kan Beyin Bariyeri
/. NADPH_, H,0, /- 0,
Oksidaz 6-OHDA
Parakuat
Redox _ ~ .
~ déngiisii B
st
H,0,

\ !
£ mikrotibiiller / OH-

t Oksidatif
/ Stres \
ATP __ Mitokondri baélm_ll_fa‘ ":’ ;
hiicre éliim yolagr  &°

Rotenon

Dopaminerjik néron

Sekil 3. PH modeli olusturmada kullanilan norotoksinlerin isleyis mekanizmalari

2.2.1. 6-OHDA

40 yildan daha fazla siiradir kullanilan yontem olan 6-OHDA giiglii bir nérotoksindir.
PD olusturmada modelin &zelligi ise; kan-beyin bariyerini gegemedigi icin dogrudan

intraserebral uygulama sonunda merkezi néronal lezyona neden olur.

6-OHDA’nin kimyasal yapis1 katekolaminlare g¢ok benzemektedir. Hiicre igine
girdikten sonra otooksidasayon ile reaktif oksijen tiirleri tiretimine (ROS) ve oksidatif stres
parametrelerinin olusmasina neden olmaktadir. Hidrojen peroksit, siiperoksit ve hidrosil
radikalleri gibi toksik tiirler olusturur. (SOD) superoksit dizmutaz, (GPx) Glutatyon

superoksidaz iiretimi 6-OHDA yikici etkilerine kars1 koruyucu 6zellik gosterir.
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2.2.2. MPTP

MPTP mitokondriyal kompleks-I inhibitortidiir. Lipofilik bir yapiya sahip oldugu i¢in

kan beyin bariyerini geger.

MPTP Perifer
Kan beyin bariyeri

MPTP
Z im,,‘ z Gliyal hiicreler ve
mpp+ «~ serotonerjik noronlar

DAT
Dopaminerjik sinir
sonlanmasi

Sekil 4. MPTP metabolizmasinin sematik gdsterimi

Insanlarda ve maymunlarda MPTP, parkinson hastaliginim tremor, rijidite,
bradikinezi, postural bozulma ve donma gibi geri doniisiimsiiz ve siddetli bir¢ok
semptomunun goriilmesine neden olur. MPTP“nin en gegerli uygulama yontemi sistemik
uygulamadir ve en sik kullanilan hayvan modellleri fare ve maymundur. Sicanlar ise

MPTP*“ye kars1 goreceli olarak daha dayaniklidir.

MPTP nedenli mitokondriyel disfonksiyon, oksidatif stres ve enerji azalisi ile hiicresel
reaksiyonlar yavaslayip durur. Boylece agiga ¢ikan protein, lipid ve olusan DNA hasari

dopaminerjik néronlarda apoptoza neden olarak hiicreleri 6liime gotiiriir.
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MPTP MPP*

Sekil 5. MPTP ve MPP’nin kimyasal yapisi
2.2.3. Paraquat ve Maneb

Herbisit paraquat (N, N2-dimetil-4-4-bipiridinium) ve fungisit maneb (manganese
ethylene-1,2- bisdithiocarbamate) toksik PD modeli olusturmada kullanilmaktadir. Paraquat
dogal c¢evrede bulunabilir ve 1-metil-4-fenilpiridiniyum (MPP+)’ye yapisal olarak
benzemektedir. Paraquatla uygulanan modelde PD yakalanma riskini artirir. Paraquat kan-
beyin bariyerini ndtral aminoasit tastyicilar ile gecer ve nigrostriatal yolagi hedef alir.
Mitokondriyel kompleks 1’1 inhibe eder ve redoks dongiisii ile siiperoksit olusumuna neden

olur.

Maneb (MB) manganez iceren etilen bis-dithiokarbonat fungisitidir. PD igin gevresel
bir risk faktoriidiir. Paraquatla birlikte etkisi artar. Paraquat MB birlikteliginin yarattig1
toksisitenin mekanizmasi heniiz tam agikliga kavusmamistir. Cilinkii paraquat bir oksidandir
ve ROS artigina neden olur. Maneb ise ROS’tan bagimsizdir. Niikleer Faktor Eritroid 2 (Nrf-
2)’yi aktive eder, hiicresel glutatyon (GSH) diizeyini artirir ve oksidatif stres yaratmadan
proteinlerden tiyol kaybma neden olur. Proteinler ardindan dimerize olur ve enzimatik

aktiviteleri inhibe olur.
2.2.4. Rotenone

Rotenon, tropikal bitkilerin oziitlerinden elde edilen dogal sitotoksik bilesiklerden
olan rotenoid ailesine iiye, haseratla miicadelede kullanilan toksik bir maddedir. Oldukca
lipofiliktir ve dolasimla organlara kolaylikla ulasabilir. Rotenon MPP+ ile ayn1 bolgeye
baglanir ve mitokondriyel kompleks I*i inhibe eder.
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Diisiik dozda rotenona intravendz maruziyet siganlarda o-siniiklein pozitif LC benzeri
inkliizyonlarin olusumuyla nigrostriatal dopaminerjik néronlarda segici dejenerasyona neden

olur

Lipofilik olan rotenonun kan beyin bariyerini rahatlikla gectigi bildirilmistir.
Mitokondri igerisinde biriken rotenon elektron tasima zincirinin kompleks-1 {initesini
engeller. (Dauer ve Przedborski 2003, Blandini ve Armentero 2012, Ozsoy 2012).

o)
“CH,4

Sekil 6. Rotenone kimyasal yapisi

Rotenone uygulamasi yapilirken intraperitonel yontem kullanildiginda mortalite ve
morbiditeye sebep oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Diisiik dozda verilen rotenone ise istenen PD

lusturma sonucunu vermektedir.

2.3. Rotenone ile indiiklenen Parkinson Modeli

Bagka bir galismada ise rotenon intraperitoneal enjeksiyonla uygulandigi zaman
nigrostriatal dejenerasyona ek olarak, dopamin agonisti apomorfine yanit veren davranissal
defisitlere neden oldugunu ve bu gézlenen eksikliklerin dopamin kaybina spesifik oldugunu

diistindiirmektedir (Cannon ve ark. 2009).

Baz1 c¢aligsmalar rotenonun intrakraniyal infiizyonunun bu bozucu etkilere neden

olmadigini ortaya koymustur. Ancak protein agregasyonu ve Lewy cisimcigi formasyonu gibi
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baz1 6zellikler heniiz farelerde tespit edilmemistir (Sindhu ve ark. 2005, Saravanan ve ark.
2005, Mulcahy ve ark. 2011, Carriere ve ark. 2014).

Son zamanlarda, farelerde medial 6n beyin demetinin tek tarafli olarak infiizyonu
sonucu olusan lezyonlarda, a-siniiklein ve motor disfonksiyonunun asiri ekspresyonu ile
sonuglandigin1 bildirilmistir. Bununla birlikte arastirmacilar nigrostriatal yol boyunca
dopaminerjik dejenerasyona dair bir kanit sunmamiglar ve motor eksikliklerine yonelik

herhangi bir nicel sonug belirtmemislerdir (Weetman ve ark. 2013)

2.3.1. Rotenone Etki Ettigi Mekanizmalar

Mitokondri igerisinde biriken rotenon elektron tasima zincirinin kompleks-1 iinitesini
bloklar. Parkinson metodu uygulamasinda ise rotenon 10 ug/mL, paraquat 25, 50 ve 75
mg/mL dozda 30 giin siire ile intranazal olarak uygulanir (Hatip 2010). Ayn1 zamanda rotenon
30 mg/kg dozda oral olarak uygulanabilmektedir (Haytural ve Tiiziin 2014). Rotenonun
subkutan dozu ise 2,5 mg/kg dozda 10 giin (1-4 ve 6, 9, 12, 15, 18, 21 giin) uygulanarak
Parkinson modeli olusturulmaktadir (Samantaray ve ark. 2007).

Parkinson patolojisinde bulunan o6zelliklerin birgogu, reaktif oksijen tiirii tiretimi,
sistemik mitokondriyal bozulma, mikroglial aktivasyon, a-siniiklein fosforilasyonu,
agregasyon ve Lewy patolojisi, secici nigrostriatal dopaminerjik dejenerasyon, ubikuitin-
proteazomal disfonksiyon ve L-3,4-dihidroksifenilalanin (levodopa; L-DOPA) yanit veren
motor defisitleri, tirozin hidroksilaz imiinoreaktivitesinin tiikenmesi, oksidatif hasar gibi bir
cok belirti rotenon uygulamasindan sonra goézlemlenmektedir (Betarbet ve ark. 2006,
Drechsel ve Patel 2008, Cicchetti ve ark. 2009, Norazit ve ark. 2010, Bové ve Perier 2012).

Rotenonun proteazom aktivitesini ve mitokondriyal kompleks | aktivitesini inhibe
etme yeteneginin bir sonucudur (Sekil 3, Blandini ve Armentero 2012). Bu da substantia nigra
ve striatum i¢indeki dopaminerjik néronlarin dejenerasyonuna yol a¢gmaktadir (Alam ve
Schmidt 2002, Yang ve ark. 2006). Ayrica, in vivo galismalar, bu norotoksinin Parkinson

modeli olarak kullanim potansiyelini ortaya koymustur.

15



a-synuclein

Sinaptik kese Dejenerasyo.

Sekil 7. Deneysel Parkinson modelinde norotoksinlerin dopamin hiicresine etkisi (Beal 2001)

2.3.1.1. Mitokondriyal Disfonksiyon

Mitokondri komplex-1 inhibisyonu ile meydana gelen modellerde intrinsik yolun yani
mitokondriyal yolun 6neminin biiyiik oldugu bilinmekle beraber ekstrinsik yolunda bu
intrinsik yol {izerinde etkin olabilecegi bildirilmektedir (Da Costa ve Checler 2011).Bagirsak
epitel yapisinin bariyer fonksiyon rolii, goblet hiicrelerince olusturulan mukus yapisiyla
baslamaktadir (Wallace ve digerleri, 2014). Mukus tabakasi dis ve i¢ olmak iizere 2 kisma
ayrilir, dis mukus gevsek yapisiyla limende dogal olarak yer alan mikroorganizmalara ev
sahipligi yaparken, i¢ mukus yogun yapisiyla mikroorganizmalara karsi bariyer olusturur
(Viggiano ve digerleri, 2015). Dis mukusta bakteri yogunlugu yiiksek, antimikrobik madde

ve miisin az iken; i¢ mukusta ise tam tersi durum s6z konusudur (Wallace ve digerleri, 2014).
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Parkinson grubuna goére hem STR’de hemde SN’de istatistiksel anlamda bir azalma
tespit edildi. Rotenonun etkisi ile mitokondrial kompleks-1 inhibe edilerek spesifik
dopaminerjik noronlarin kaybi diisliniilecek olursa apoptozisin mitokondriyal yolu olan

intrinsik mekanizmanin SN’daki Bcl-2 verileri néron kaybini desteklemektedir.

2.3.1.2. Oksidatif Stres Parametresi

Giliniimiizde deneysel Parkinson hastaligi olusturmak amaci ile kullanilan rotenon,
parakuat gibi benzer norotoksinlerin ¢ogu da segici olarak mitokondriyal kompleks |
inhibisyonunu saglayarak etkisini gostermektedir (Hu ve Wang, 2016). Mitokondriyal
kompleks I inhibisyonu ve ROS iiretimi dopaminerjik néronlarin dejenerasyonu igin anahtar
mekanizmadir. Hiicre i¢i oksidatif stresin artmasi, hatali katlanmig protein agregatlarinin
degradasyonunu saglayan ubikitin proteozomal siteminin de disfonksiyonuna neden
olmaktadir (Reeve ve ark, 2014). Sonug olarak mitokondriyal membran potansiyeli azalir,
hiicre i¢i kalsiyum homeostazisi bozulur ve mitokondriler yikimlanir (mitofaji),

norodejenerasyon goriliir (Hu ve Wang, 2016)

Biyolojik sistemlerde elektron alict molekiiller serbest radikaller olarak adlandirilirlar.
Serbest radikallerin aktif oksijen tiirevlerine de oksidanlar denir. Oksidanlar hedef mo-
lekiillerden elektron alma yetenekleri nedeniyle, bu hedef molekiiliin yapisin1 ve
fonksiyonlarmni degistirerek hiicre zarini, DNA, RNA gibi genetik materyali ve degisik
enzimatik olaylar: etkileyerek hiicre hasarlarina yol a¢tig1 bilinmektedir. Bu oksidanlar canli

organizmalarda sitoplazmik, mitokondriyel ve ekstraselliiler formlar1 olan
+ siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx)
katalaz (CAT) gibi antioksian enzim sistemleri ile seruloplazmin, transferrin

indirgenmis glutatyon (GSH)

- £ + ¥

askorbik asit (vitamin C) ve alfa tokoferol gibi antioksidanlar tarafindan yikilirlar.

Serbest radikallerin hasar verme 6zelliklerinden dolay: diyabetes mellitus, parkinson,
demas, iskemi reperfiizyon hasari, kanser, yaslanma, kas hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaliklara

yol agtigina dair ¢alismalar bulunmaktadir.
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PD’de, kronik inflamatuvar siirecin, proinflamatuvar sitokinlerin asir1 tiretimi ve
oksidatif stres yoluyla noronal dejenerasyona katkida bulundugu 6ne siiriilmektedir (Ferreira

ve Romero-Ramos, 2018).

Hasarli bolgelerde aktiflesmis mikroglia birikimi ile tespit edilen inflamasyonun
varligi, PD hastalariin post-mortem beyinlerinde, dopaminerjik dejenerasyonun yogun
oldugu SNpc'de ve ayrica ndron kaybinin yaygin oldugu hipokampus, transentorinal korteks,
singulat korteks ve temporal kortekste gosterilmistir (Long-Smith ve ark., 2009). Ayrica,
PD’de mikroglianin ve yanlis katlanmig a-siniikleinin karsilikli bir etkilesim iginde oldugu
diistiniilmektedir. Nitekim, agrege a-siniiklein mikrogliay1 aktif hale getirirken inflamatuvar
mediyatorlerin de a-siniiklein agregasyonuna neden oldugu bilinmektedir (George ve ark.,
2019). Inflamasyonun PD patogenezindeki kesin rolii heniiz belirsiz olsa da Klinik
calismalardan ve hayvan modellerinden elde edilen kanitlar, PD’deki nérodejeneratif siirecte
mikroglial aktivasyonun ve inflamatuvar kaskadin 6nemli bir rol oynadigina isaret etmektedir
(Long-Smith ve ark., 2009).

2.3.1.3. a-Synuclein Proteini

Insanlarda a- siniiklein,ii¢ proteinli bir ailenin bir iiyesidir: a- siniiklein, p- siniiklein ve
y- siniiklein.Bir N-terminal alan1 (aa 1-65) olmayan bir amiloid-P: alfa-siniiklein {i¢ alan ile
140 amino asit ihtiva eden kiigiik bir proteindir B plaklarin bilesen (NAC) etki alan1 (aa 66-
95) ve bir C -terminal bolge (aa 96-140) Ala53Thr, Ala30Pro, Glu46Lys ve yakin zamanda
tarif edilen His50GIn, Gly51Asp ve Ala53Glu gibi a- siniikleinin N-terminal alanindaki nadir
nokta mutasyonlari,muhtemelen yanlis katlanmaya neden olan otozomal dominant ailevi PD
ve PD benzeri sendromlarla sonuglanir / veya mutant a'nin toplanmasi-siniiklein proteininin
yapisini bozar.Ayrica, PD’de mikroglianin ve yanlis katlanmis o-siniikleinin karsilikli bir
etkilesim i¢inde oldugu diisiiniilmektedir. Nitekim, agrege a-siniiklein mikrogliay1 aktif hale
getirirken inflamatuvar mediyatorlerin de o-siniiklein agregasyonuna neden oldugu
bilinmektedir (George ve ark., 2019) Hidrofobik NAC alan1 (aa 61-95), bir beta-yaprak yapisi
iceren fibrillere patolojik a-Syn montaji i¢in en énemli 6n kosul olarak kabul edilir. a-Syn,
CNS'de heniiz tam olarak anlasilamayan bir¢ok fizyolojik fonksiyona sahiptir. Tekrarlayan
stimiilasyondan ve kismi striatal dopamin tiikkenmesinden daha hizli iyilesme gosteren a-syn

nakavt fareler kullanilarak striatal dopamin saliniminda diizenli bir rol onerilmistir
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(Abeliovich ve ark. 2000). Cogunlukla presinaptik bélmede goézlenen a-sin'in kendisi,
yaslanma sirasinda néronal sinaptik homeostaziyi siirdiirmek igin Onerilen bir SNARE
kompleksi saperon aktivitesi gosterir. Genel olarak, a-syn merkezi sinir sistemi ile sinirl
degildir, ancak ilging bir sekilde membran egriliginde ve vezikiiler tomurcuklanmada da

onemli bir rol oynadig1 bulunmustur (Burre ve ark. 2010).

Prensipte, a-syn, hem fizyolojik hem de patolojik 6zelliklerine siki bir sekilde bagli olan
alfa-sarmal ama ayn1 zamanda beta-yaprak yapisin1 benimseme potansiyeline sahip, dogal
olarak katlanmamus bir protein olarak kabul edilir. Son olarak, a-syn fizyolojik olarak sarmal
olarak katlanmis bir tetramer olarak ortaya cikabilir, ancak a-syn'in yukarida belirtilen
konformasyonel esnekligi, ¢cok islevli 6zelliklerinin altinda yatan neden olabilir (Bartels ve
ark. 2010; Dettmer ve ark. 2015 ).a-syn agirlikli olarak 6n sinapsta ifade edilse de, hiicre disi
bosluga salinarak LB olusumunu ve norondan norona iletimi kolaylastirir. a-sin'nin
transsinaptik iletiminin, basmakalip bir yayilma modelini izledigine inanilmaktadir (Braak ve
digerleri, 2003 ). Sonug olarak, a-syn BOS'ta bulunabilir (Shi ve ark. 2011). BOS a-syn
seviyeleri, PD hastalarinda ve risk altindaki popiilasyonlarda potansiyel biyobelirtegler olarak
aragtirllmistir (Sierks ve ark. 2011 ). Bagka bir klinik ¢alismada, a-syn dahil olmak {izere
dokuz BOS biyobelirteglerinden olusan bir panel, atipik Parkinson sendromlarin1 PD ve
bunama hastalarindan ayirt edebildi (Magdalinou ve ark. 2015). Ek olarak, bir BOS
biyobelirteg olarak a-syn, sporadik Creutzfeld—Jakob-Hastaligini teshis etmek igin faydali
olabilir (Llorens ve ark. 2018 ). Bununla birlikte, analitik prosediirlerdeki farkliliklar, daha

diistik 6zgiilliik ile heterojen sonuglar verdi.

Monogenik a-sinopatilerde patolojik SNCA mutasyonlariin nedensel rolii tartisiimaz
gibi goriinse de, anormal SNCA ve a-sin agregasyonunun sporadik PD veya PD'nin diger
genetik varyantlarinin patogenezindeki rolii (6rn., Parkin, PINK1 veya LRRK2 mutasyonlart)
daha az belirgindir. Parkin mutasyonlar1 otozomal resesif PD'ye neden olur ve heterozigot
gen tastyicilarinin PD gelistirme riski artar. Parkin geninde kodlanan protein , bir ubikuitin
ligazdir ve iglev bozuklugu, a-sin agregatlarinin azalmis otofajik bozunmasi ile iliskili olabilir
(Tan ve digerleri, 2008). PINK1 gen strese bagli mitokondriyal disfonksiyon ve apoptoza

kars1 korumak i¢in inanilir bir kinaz1 kodlar.

PINK1 (PARK 6) kaynakli otozomal resesif, erken PD, SN'de noronal kayip gosterir,
ancak LB patolojisi gostermez (Schneider ve Alcalay 2017). LRRK2 (PARK 8) -en sik
goriilen ge¢ baslangichh PD- SN ve locus coeruleus'ta noronal kayip, ancak tutarsiz LB
patolojisi gosterir (Pont-Sunyer ve ark. 2017 ). LRRK2 geni ayn1 zamanda mitokondriyal
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fonksiyon ve otofajinin (Gomez-Suaga ve ark. ile iliskilidir 2012). Bu mutasyonlar ve a-sin
birikimi arasinda bir iliski olduguna dair kanitlar olsa da, nedensel baglanti heniiz net degil.
Burada, postensefalitik parkinsonizmde (Jellinger 2009), MPTP ile indiiklenen
parkinsonizmde (Langston ve ark. 1999 ) LB i¢in higbir kanit bulunmadig fikri 6nemlidir .)
ve nigral dejenerasyonu olmayan PD-SWEDD (Ling ve ark. 2016). Ek olarak, alt beyin sap1
patolojisi, PD'nin zorunlu bir tetikleyici bolgesi degildir ve PD'nin yaklasik %7-16'sinda,
Jellinger tarafindan gézden gecirildigi gibi vagusun dorsal ¢ekirdegi korunur ( 2019). Biitiin

bunlar, a-sin ile iligkili LB patolojisinin mutlaka PD igin bir 6n kosul olmadigini diistindiiriir.

Dopaminerjik terminal kaybi ve klinik semptomlarla iliskisi monogenik bozuklugun
tipine baglidir. Dopamin Transporter SPECT ile indekslenen striatal dopamin néronlarinin
kayb1, sporadik PD ve LRRK2 ile iligkili PD'de benzer iken, hastalik siddeti ile iligkili olarak
dopaminerjik terminallerin kaybi, Parkin tasiyicilarinda sporadik PD'den ¢ok daha fazladir
(Varrone ve ark. 2004). Sierra ve digerleri2017; Wile ve digerleri 2017). Dopaminerjik
terminal kaybinin asimetrisi, LRRK2 tasiyicilarinda SNCA , PINK1 veya Parkin
mutasyonlart olan PD hastalarina gore daha fazlaydi (McNeill ve ark. 2013). Birlikte ele
alindiginda, LRRK2 ile iliskili PD'deki altta yatan patolojinin klinik sonuglari, sporadik
PD'dekilere SNCA , PINK1 veya Parkin ile iliskili formlardan daha fazla benzemektedir .

Baglama dopamin tasiyicisinin kayda deger farkliliklar olmasina ragmen, bir kortikal
ag diizeyinde fonksiyonel degisiklikler Parkin PD ve sporadik PH ¢ok farkli degildir -ile
baglantili (van Eimeren ve ark. 2010 ), ve klinik oncesi telafi edici degisiklikler de benzer
oldugu bulunmustur PINK1 ve Parkin mutasyon tasiyicilart (van Nuenen ve digerleri, 2009
). Bu kanit, kortikal ag islevi agisindan fonksiyonel endofenotiplerin, monogenik ve sporadik
PD formlarinda benzer olabilecegini, molekiiler sinaptik endofenotipin farkli olabilecegini

ima eder.

a-sin ile iligkili genlerin anormallikleri, sporadik PD'de nadiren tespit edilmistir. a-Sin
genlerindeki (SNCA = PARK1 veya PARK4) homozigot anormallikler, tartisildigi gibi
monogenik PD'ye neden olurken, a-sin ile iliskili genlerdeki heterozigot mutasyonlar, pozitif
aile oykiisii olan hastalarda bile sporadik PD'de nadiren bulunur. Farkli seviyelerde a-sin
tutulumu veya genetik anormallik, Parkinson sendromlarinin farkli klinik alt tiplerini
tanimlayabilir, ancak bu hipotezi destekleyen veriler eksiktir. Genel olarak, daha 6nceki ikiz

calismalari, PD'deki kalitim derecesinin orta diizeyde oldugunu gostermistir (Tanner 2003 ).
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Su anda SNCA'daki minor (patolojik olmayan) bir anormalligin PD'ye neden olmak igin
yeterli olmadigi konusunda fikir birligi vardir . SNCA'daki kusurun nedensel hale gelmesi
igin ikinci bir anormallik ("ikili vurus hipotezi™) gereklidir . Genom ¢apinda iliskilendirme
calismalar1 (GWAS), ek risk faktorleri olarak nitelendirilebilecek bir dizi aday gen ortaya
cikarmustir (Nalls ve ark. 2014). Beyin mikro-RNA'sinin hedef genlerinin daha yakin tarihli
meta-analizi, dokuz lokusta genetik varyantlarin 6nemli bir iliskisini gosterdi (Schulz ve
digerleri 2019). Translasyon sonrasi modifikasyonlar ve diger epigenetik faktorlerin bu
baglamda 6nemli bir rol oynamasi muhtemeldir (Lardenoije ve ark. 2015). a-syn'in tiretimi
ve temizlenmesi, gen diizenleme mekanizmalarini giliglendirme, baskilama ve susturma
armadasinin temelini olusturur. SNCA geninin A53T SNCA mutasyonu ve hipometilasyonu
, hem SNCA mRNA'nin transkripsiyonunun artmasina hem de beyindeki a-sin diizeylerinin
artmasina neden olabilir . Bildirilen altt SNCA mutasyonundan biri olan His50 Glu, genis
popiilasyon veri tabanlarinda tutarli bir sekilde tanimlandi, ancak kontrollere kiyasla PD
vakalarinda hi¢bir zenginlesme goriilmedi, bu nedenle patojenite igin yetersiz kanit gosterdi
(Blauwendraat ve digerleri. 2018). SNCA gen transkripsiyonunun diger kuralsizlastirmalari,
a-syn tretimi ile klirens arasindaki dengeyi artan iiretime dogru kaydirabilir (Miller ve ark.
2004). PD epigenetigi gelisen bir alandir, ancak simdiye kadar hastalikla ilgili epigenetik

faktorleri agik¢a tanimlamak i¢in miicadele etmistir.

Bu bilgi kazanimima ragmen, a-Sin genetigi ve isleviyle ilgili bir takim tartigmalar
cozlilmeyi beklemektedir. PD ile iligkili patolojik siiregleri insan beynindeki normal
yaslanmadan agikg¢a ayirt etmek zor olmustur. Sonunda PD'nin klinik tezahiiriiyle sonuglanan
patolojik olaylarm ilk tetikleyicisini ve dizisini belirlemek zor olmustur. Ornegin, bagirsak
mikrobiyotast ve a-sin disfonksiyonunun etkilesimi, mevcut arastirmalarin ana odak
noktasidir (Johnson ve ark. 2019). Zararli mitokondriyal enerji metabolizmasinin, sitozolik
homeostazin, lizozomal disfonksiyonun, oksidatif stresin ve a-sin agregasyonu ve PD
semptomlarinin tezahiirii i¢in enflamasyonun rolleri agiklanmay1 beklemektedir. PD, DLB
veya MSA'da klinik ve patolojik olarak farkli belirtilere yol acan faktorler de
bilinmemektedir. Ust iiste gelebilecek birden fazla nérodejeneratif siire¢ vardir ve
Inkliizyonlar, nérodejeneratif bir hastalik igin spesifik degildir, bu da asag: akis yollarinda
patolojik  proteinlerin  etkilesimlerini  distindiiriir. Cogu siirecin  etiyolojisi  hala
bilinmemektedir. (Jellinger 2011).
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2.3.1.4. GSK-3p

GSK-3p viicutta pek ¢ok eksprese edilen ve inhibitor sinyal olmadig: siirece siirekli
aktif olan bir serin/treonin kinazdir. Hiicre metabolizmasinda GSK-3f'nin hiicre dongiisii,
protein yikimi ve enerji metabolizmasi gibi pek c¢ok hiicresel faaliyetle beraber, kanser,
diyabet, parkinson, demas gibi norolojik bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarla da iliskili
oldugu gosterilmistir. GSK-3B aktivitesinin diizenlenmesi her ne kadar tam olarak
anlasilamamugsa bile fosforilasyon, lokalizasyon ve GSK-3f baglayan proteinlerle etkilesim
temelli olarak ii¢ ana diizenleyici mekanizmanin varligi gosterilmistir. Bu mekanizmalar
arasinda GSK-3B'nin fosforilasyon bagimli aktivasyon-inaktivasyonu en iyi anlasilmis
olanidir. GSK-3p iizerindeki 216. tirozin aminoasidinin fosforilasyonu molekiiliin
aktivasyonuna, 9. serin aminoasidinin fosforilasyonu ise inhibisyonuna neden olmaktadir.
GSK-3p, hiicre sag kaliminin diizenlenmesinde, mikrotiibiil dinamiklerinin modulasyonunda

ve glikojen metabolizmasinda énemli rol oynayan bir kinazdir.

GSK-3; beyinde hem noéron hem de glialarda olmak iizere her ikisinde de bol miktarda

bulunur. (Ferrer, Barrachina et al., 2002)

Memelilerde GSK-3, birbirine yiiksek homoloji gosteren GSK3B ve GSK3a olmak
tizere iki adet forma sahiptir (Leroy and Brion 1999). Her iki kinaz da benzer substrat
ozelliklere, transkripsiyon faktor regiilasyonuna, enzim ve yapisal protein regiilasyonuna
sahiptir (Frame and Cohen, 2001). Diger klasik protein kinazlarin aksine GSK-3 dinlenme

kosullar1 altindaesnasindaki inaktivasyonu araciligiyla regiile edilir.

GSK3p viicutta pek ¢ok eksprese edilen ve inhibitor sinyal olmadig: siirece siirekli
aktif olan bir serin/treonin kinazdir (Harwood, 2001). Hiicre metabolizmasinda GSK3f'nin
hiicre dongiisii, protein yikimi ve enerji metabolizmasi gibi pek ¢ok hiicresel faaliyetle
beraber (Rayasam et al., 2009), kanser, diyabet, inflamasyon ve nérolojik bozukluklar gibi
cesitli hastaliklarla da iliskili oldugu gosterilmistir (Luo et al., 2007). GSK3p aktivitesinin
diizenlenmesi her ne kadar tam olarak anlasilamamigsa bile fosforilasyon, lokalizasyon ve
GSK3p baglayan proteinlerle etkilesim temelli olarak {i¢ ana diizenleyici mekanizmanin
varlig1 gosterilmistir (Jope and Johnson, 2004). Bu mekanizmalar arasinda GSK3p'nin
fosforilasyon bagimli aktivasyon-inaktivasyonu en iyi anlasilmig olanidir. GSK3 tizerindeki
216. Tirozin aminoasidinin fosforilasyonu molekiiliin aktivasyonuna, 9. Serin aminoasidinin

fosforilasyonu ise inhibisyonuna neden olmaktadir (Hughes et al., 1993; Stambolic and
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Woodgett 1994; Wang et al., 1994).

Parkinson hastaligi, klinik olarak tanimlanmig parkinsonizmin eslik ettigi, Lewy
cisimcigi (LB) patolojisi olan substantia nigra pars compacta'da (SNpc) dopaminerjik néron
dejenerasyonu ile karakterizedir ( Cooksen 2005). PD'de (Ayton 2010) ortaya ¢ikan tau'nun
potansiyel bir rolii oldugundan , GSK-3'iin PD'deki islevi de bu sekilde arastirilmistir. PD
hastalarindan alinan postmortem dokularin incelenmesi , Ser9'da fosforile edilmis GSK-3
S'min spesifik olarak LB'lerin halesi i¢inde lokalize oldugunu (Hayashi 2009) ve GSK-3
aktivitesinin striatumda da yiikseldigini ortaya cikarmistir. Bu son bulgu, PD'nin fare
modellerinde 6zetlenmistir (Hayashi 2009). Artan GSK-3 seviyeleri de periferal kan PD
hastalarinda (lenfosit bildirilmistir, GSK-3) ve polimorfizmleri P tau haplotip [katmanlastirici
zaman, transkripsiyonu ve yapistirma etkiler, ayn1 zamanda PD hastalik riski ile iliskilidir
(Kwok 2005).

Mekanik olarak, temelde PD patogenezinde yer alan 16 kDa'lik dogal olarak
yapilandirilmamis bir protein olan a- siniiklein ile GSK arasinda bir etkilesimi destekleyen
kanitlar vardir . Toplanmis o -siniiklein tiirler Ib tek niikleotid polimorfizm ve ¢ogaltilmasi
veya triplication ana bileseni olan « ailesel Parkinson dejenerasyon [neden siniiklein gen].
GSK-3 p fosforilasyonu igin bir substrat olan a- siniiklein ayrica GSK-3 f (Feng LR et al.
2010) aktivasyonunu modiile edebilir; Tyr216'da (GSK-3 aktivitesini aktive eden) GSK-3 S
fosforilasyonu, eksik hiicrelerde de ortadan kalkar.a -siniiklein ve a -siniiklein nakavt
farelerde (Duka 2009) . GSK-3 f'min PD'deki potansiyel rolii, PD'nin 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridin (MPTP) modelinde agiklanmistir, burada GSK-3 f'nin inhibisyonu MPTP'ye
kars1 korur in vitro ve in vivo toksisite (Duka 2009) ve a- siniiklein protein ekspresyonunu
azaltir (Kozikowski AP, Gaisina IN, Petukhov PA, et al. 2006) . Birlikte ele alindiginda, bu
veriler GSK-3'ii PD patogenezinde gii¢lii bir sekilde etkiler. GSK-3 inhibisyonunun A £, tau
ve a lizerindeki noroprotektif olanaklari-siniiklein patolojisi bu nedenle, en yaygin olarak
lityum ile derinlemesine arastirilmistir. GSK3p, hiicre sagkalimmin diizenlenmesinde,
mikrotiibiil dinamiklerinin modulasyonunda ve glikojen metabolizmasinda 6nemli rol
oynayan bir kinazdir. (Kaytor and Orr, 2002). Son zamanlarda oksidatif stres, hiperosmotik
stres,ve endoplazmik retikulum (ER) stresi gibi hiicresel streslerin GSK3p’nin aktivitesini
modiile ettigi gosterilmistir (Meier, Thelen et al. 1998; Kaytor and Orr, 2002; Song, De Sarno
et al. 2002). Diger bir ¢alismada ER stresinin GSK3B’y1 Ser9 tizerinden defosforile ederek
aktive edebilecigi gosterilmistir (Song, De Sarno et al. 2002).
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2.4. Motor Aktivite Testleri

Ogrenme, hafizanin diizenlenmesi ve motor aktivitede D1 reseptorleri énemli rol
oynarlar (Mishra ve ark, 2018). Corpus striatum, area tegmentalis ventralis, globus pallidus
lateralis (GPI), glandula hypophysialis, corpus amygdaloideum, hippocampus, serebral
korteks ve nucleus accumbens’te %80’ dopamine kars1 yiiksek aktivite gosteren D2 reseptor
tipi bulunmaktadir. Ayn1 zamanda otoreseptor olan D2 grubu reseptorleri somatodendritik
sinapslar1 araciligi ile dopamin sentezini, depolanmasini ve salimimini azaltmaktadirlar
(Buchta ve Riegel, 2015;Mishra ve ark, 2018). insan ve ratlarda D3 ve D4 reseptérleri SSS’de

agirlikli olarak limbik sistemi olusturan yapilarda bulunurlar (Ayano, 2016).

PD ig¢in kullanilan motor aktivite testleri parkinson modellerinin fiziksel olarak
deneysel gozlem asamalarini belirler. Bizim ¢alismamizda motor aktivite testlerinin denge,
postur, tremor ve durus formlarina bakilir.

Calismalarda kullanilan PD motor aktivite testleri;
+ Hole and Board Testi

+ Merdiven Testi

+ Acik Alan Testi

#+ Adimlama Testi

4 Silindir Testi
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Tablo 1. Davranis Testleri (Mann ve Chesselet 2015)

becerileri
Ekstremite
tercihi

tedavi

Kontra- veya ipsi
lateral pengenin
kullanimi

Test Motor davramsi | Hayvan Artilari Eksileri Olciimler Referanslar
Acik alan Lokomotor Fare, sigan Otomatik, egitim | Siire (~15 dk / fare) Yatay, spontan aktivite, | Sedy ve ark. (2008),
aktivite kesif gerektirmez Odaya aligkanlik timar Lam ve ark. (2011),
Yagslara veya modellerde Popovic ve ark. (2014)
ilerlemeye duyarl olabilir
Tekerlekte Lokomotor Fare, sican Otomatik Egitim gerekli Seyahat edilen mesafe | Hickey ve ark. (2005),
kosturma aktivite Habitue gerekli Kosu hiz1 Liebetanz ve ark.
Oldukga yalitilmis odalar Calismaya baglama (2007)
zamani
Silindir Kendiliginden Fare, sican Basit, egitim Video kaydi ve | Duvar destekli veya | Plowman ve ark.
aktivite gerektirmez degerlendirmesi serbest duran arma (2011),
Ekstremite Odaya aligkanlik On ayak ve arka ayak | Schallert ve ark. (2000)
asimetrisi adimlari
Bakim i¢in harcanan
Zzaman
Yiizme Koordineli Fare, sican Basit kisa (1-5 dk) | Egitim ve aligkanlik gerekli Sinking, yiizme veya | Haobam ve ark. (2005),
ekstremite Oznel ylizer Deumens ve ark.
kullanim1 Video kaydi ve Penge vuruslar (2002)
Yiizme yetenegi degerlendirmesi Yiizme hizi
Platform igin siire
Yeme Tyi motor Sican Basit Gida kisitlamasi Gorev tamamlama | Karl ve ark. (2005),
ulagsma yetenekleri Habitue gerekli zamant Schaar ve ark. (2010)
Motor Egitim gerekli Gorevi  tamamlamak
koordinasyon Video kaydi ve i¢in girigimleri
Duyusal motor degerlendirmesi Cevapsiz / dismis
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Tablo 1. Davranis Testleri (Mann ve Chesselet 2015) (devami)

gerektirmez

kullanma

icin gecikme siiresi

Test Motor Hayvan Artilar Eksileri Olgiimler Referanslar
davramsi
Yuva yapma | lyi motor Fare Basit, egitim Tek konut Kullanilan pamuk | Fleming ve ark. (2004)
yetenekleri gerektirmez yiizdesi
Kavrama Kas giici Fare, sigan Kolay, otomatik, Dopamindeki striatal | On ayaklarin giicii Lorivel ve ark. (2007),
giicii egitim degisiklikleri ~ saptamayacak | Arka ayaklarin giicii Kuber ve  Thaakur
gerektirmez kadar hassas degildir (2011),
Gupta ve ark.(2014)
On penge Akinezi Fare, sigan Basit, egtim Testten 6nce hayvani kullanma | Penge  ayarlamasinin | Meredith ve  Kang
adimu gerektirmez sayisl (2006)
Katalepsi Kas sertligi Fare, si¢an Hizli, basit, Her zaman etkili degil Arka ayaklar1 veya 6n | Richter ve ark. (2007),
akinezi egitim Testten 6nce hayvan ayaklar1 yere indirmek | Haobam ve ark. (2005)
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2.4.1. Hole and Board Testi

Zemini 2.2 cm capinda,16 delikten olusan bir diizenektir.Hayvanlar 30 dakika
boyunca diizenegin orta kismina birakilarak,bulunduklar1 yeri tanimalar1 saglanir.Uyum
déneminden sonra kutuda kat ettikleri yol,arka ekstremiteleri tizerinde yilikselmeleri ve ziyaret
ettikleri delik sayis1 kaydedilecektir ve acik alan testinde bildirilen temel prensibe gore

degerlendirilecektir.

Resim 1. . Hole and Board Testi (https://conductscience.com/maze/)

2.4.2. Merdiven Testi

Etrafi duvarlarla c¢evrili,iistii agik,bes basamaktan olusan bir merdivende
yapilir.Ortama birakilan deney hayvaninin ciktig1 basamak sayist
kaydedilecektir.Anksiyolitik,vertikal diizlemde arka ekstremiteleri tizerinde yaptig

hareketlerin sayisini azaltan ilaglar da sedatif etkili olarak kabul edilmistir.

&
1
1
i
1
1
=
L]
——————— W
RS
______ 1E
_______ - 3
e 1
—————— I :
_______ = ¥
5 S e
g S s
JF SR - 2
- = = o
o N S s Eg
L o ”/
<10 cm ~=N¢7

Resim 2. Merdiven Testi
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2.4.3. Adimlama Testi

Bu test uzunlugu 1 metre olan tahta bir rampa iizerine deney hayvani birakilarak
gerceklestirilecektir. Testten 6nce 2 giin boyunca deney hayvanlari rampadan yiiriiyerek
kendi kafeslerine kendi baslarina girmeleri igin egitileceklerdir. Test giinii hayvanlarin

rampanin bagindan kendi kafeslerine ulagana kadar gegen siire kayit edilecektir.

Resim 3. Adimlama Testi

2.4.4. Acik Alan Testi

Deney hayvaninin herhangi bir islem 6ncesi duygusal durumunu ve islem sonrasinda
meydana gelebilecek degisiklikleri saptamak igin en g¢ok kullanilan testlerden
biridir.Hayvanin tiiriine gore farkli ebatlarda hazirlanan,tabant ¢izgilerle bdlmelere
ayrilmis,etrafi duvarlarla gevrili,iistii agik pleksiglastan yapilmis bir kutudur.Acik ve genis
ortam kemirgenlerde sikinti yaratan bir durumdur.Test sirasinda hayvanin agik alanda
birakilma siiresi 2-20 dakika arasinda degismekle birlikte genellikle 5 dakikadir.Bu siire
icerisinde hayvanin horizontal diizlemdeki hareketleri (bir kareden digerine gegis),vertikal
diizlemdeki hareketleri (arka ekstremiteleri {izerinde yiikselme),kasinma davranigi ve

defekasyon sayisi tespit edilecektir.
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Resim 4. Agik Alan Testi

2.4.5. Silindir Testi

Bu test deney hayvanlarinin dikilme aktivitelerini 6lgmek i¢in uygulanacaktir.Olgiim
icin deney hayvanlar1 seffaf bir silindir igerisine konulacaktir. Tiim hayvanlar 5’er dakika
boyunca izlenecektir.Silindir igerisine konulan hayvanlar,arastirma davranisi ile 6n ayaklarini
silindirin duvarma koymak suretiyle dikilme hareketi yapmalar1 beklenmektedir.Rotenon
modelinde motor davraniglarda bilateral bir etkilenme oldugundan 5 dakika boyunca

hayvanlarin dikilme sayilar1 kaydedilecektir.

Resim 5. Silindir Testi
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2.4. Vazoaktif Intestinal Peptid (VIP)

VIP, 28 aminoasitten meydana gelen, yapisal olarak glukagon, sekretin, gastrik
inhibitor peptit (GIP) ve biiyime hormonu-serbestlestiren hormon (GHRH) gibi
gastrointestinal sistem peptit hormonlar1 ailesinden olan bir peptittir (Harmar, 2012; Tatemoto
& Mutt, 1981). ilk olarak 1970%li yillarda Said ve Mutt tarafindan domuz ince bagirsagindan
izole edilerek tanimlanmistir (Said & Mutt, 1970; Said & Mutt,1972; Tatemoto & Multt,
1981). VIP, prepro-VIP prekiirsér molekiiliinden sentezlenmektedir (Harmar, 2012).
Norohormon, ndérotransmitter ve sitokin olarak birgok 6zellik gostermekte (Abad,
Niewiadomski, Loh & Waschek, 2006; Dogrukol-Ak, Tore & Tungel, 2004; Fahrenkrug,
1993; Said & Mutt, 1970; Said & Mutt,1972; Said vd.,1995; Said, 2000) ve KBB*“den
rahatlikla gecebilmektedir (Dogrukol-Ak, Banks, Tungel & Tungel 2003; Dogrukol-Ak vd.,
2004). VIP*in VPAC1 (VIP1), VPAC2 ( ViP2) ve PAC 1 olmak iizere ii¢ gesit reseptorii
bulunmaktadir (Abad vd., 2006; Gomariz, Martinez, Abad, Leceta & Delgado, 2001; Harmar,
2012). VIP“in affinitesi VPAC1 ve VPAC2 reseptoriine baglanma ydniinde ¢ok yiiksektir.
VPAC1 reseptorleri daha ¢ok akciger, ince bagirsak, timus, kalp, aort, karaciger, pankreas,
bobrekler, bobrek {istii bezleri, uterus ile beyinde serebral korteks, kaudat niikleus, putamen,
dentate girus, anteroventral talamik niikleus ve supraoptik niikleusta bulunurken, VPAC2
reseptorleri iskelet kasi, kalp, pankreas, plesanta ve beyinde bulunmaktadir (Brenneman &
Douglas 2007; Dogrukol-Ak vd., 2004; Gozes, 2012; Harmar, 2012). Her iig tip reseptor de
serpentin tipi olup G proteini ile ¢alismakta, VPAC1/VPAC2 hiicre i¢inde c-AMP
konsantrasyonunu artirirken, PAC1 fosfolipaz C iizerinden hiicre iginde IP3 ve DAG
yolaklarini aktive etmektedir (Korkmaz vd., 2010; Korkmaz vd.,2012; Tungel vd., 1996a;
Tungel vd., 1996b; Tungel & Tore F, 1998; Tungel vd., 2000; Tungel vd., 2005; Tungel vd.,
2012).

VIP genis bir biyolojik aktiviteye sahip olup, dolasim, solunum, gastrointestinal,
endokrin ve immiin sistem gibi ¢ok genis bir yelpazede fizyolojik fonksiyonlarin
diizenlenmesine katilmaktadir (Abad vd.,2003; Abad vd., 2006; Antonawich & Said, 2002;
Brenneman, Phillips, Festoff & Gozes, 1997; Brenneman, 2007; Dogrukol-Ak vd., 2003;
Dogrukol-Ak vd., 2004; Gozes & Brenneman, 1989; Harmar, 2012; Kalfin vd., 1994;
Korkmaz vd., 2010; Korkmaz vd., 2012; Said & Mutt, 1970; Said & Mutt,1972; Said
vd.,1995; Said, 2000; Tungel vd., 1996a; Tuncel vd., 1996b; Tungel & Tore F, 1998; Tungel
vd., 18 2000; Tungel vd., 2005; Tungel vd., 2012). Beyinde o6zellikle serebral korteks,
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hipokampus ve hipotalamustaki néronlarda bulunmaktadir (Dogrukol-Ak vd., 2004; Harmar,
2012). ViP“in insan ve sigan beyninde yiiksek affinite gosterdigi bolgeler frontal korteks,
temporal korteks, amigdala, serebellum, kaudat, SN, hipotalamus ve hipokampus olarak rapor
edilmistir (Dogrukol-Ak vd., 2004). ViP“in, norotransmitter, noromodiilatdr, norotrofik,
antienflamatuar, antioksidan ve antiapoptotik 6zellikleri ile beyindeki ana noropeptit oldugu
(Delgado & Ganea, 2003a; Delgado & Ganea, 2003b; Kalfin vd., 1994; Korkmaz vd., 2010;
Korkmaz vd.,2012; Offen vd., 2000; Tungel vd., 1996a; Tungel vd., 1996b; Tungel & Tore F,
1998; Tungel vd., 2000; Tungel vd., 2005; Tungel vd., 2012), SSS“nde astrosit mitozunu ve
noronal biiytimeyi stimiile ettigi (Antonawich & Said, 2002; Kouki vd., 2007; Tuncel vd.,
2012), noronal canliligi sagladigi ve glutamat eksitotoksisitesine karsi hiicre olimiini
engelledigi bildirilmektedir (Dogrukol-Ak vd., 2004; Gressens, 1997; Said vd., 1995; Said.,
2000). VIP doku ve hiicre koruyucu &zellige sahip bir molekiildiir. Cesitli calismalarla
dokular1 septik sok (Revhaug, Lygren, Jenssen, Giercksky & Burhol, 1988; Tore vd., 2002;
Tungel & Tore F, 1998; Tungel vd., 2000), hemorajik sok (Tikiz, Tungel, Akin & Gurer,
1992), Chron®s hastaligi (Abad vd., 2003), iskemi reperfiizyonu (Kalfin vd., 1994; Tungel
vd., 1996a; Tuncel vd., 1996b) ve romatoid artritin (Juarranz, 2003; Juarranz, 2005)
istenmeyen hasarlarina karsi korudugu, néronal yasam siiresini artirdigi (Tungel vd., 2005)

gosterilmistir.

ViP“in beyinde meydana gelen travmatik durumlarda néronlarm korunmasinda ve
gelisiminde 6nemli rol oynadigz ileri siirtilmektedir (Bassan vd., 1999; Brenneman vd., 1997;
Delgado & Ganea, 2003b). Yapilan bazi ¢calismalarda VIP“in, neonatal farelerde eksitotoksin
kaynakli beyaz madde lezyonlarina karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (Brenneman vd.,
2007; Gressens vd., 1997; Rangon vd., 2005). VIP astrositlerden, cok giiclii bir ndron
koruyucu molekiil olan ADNP*“nin saliverilmesinde uyarici rol oynamaktadir (Bassan vd.,
1999; Zamostiano vd. 2001; Zusev & Gozes, 2004).

Bu bulgular neticesinde VIP antienflamatuar, antiapoptotik, nérotrofik ve antioksidan
ozellikleri sebebiyle Parkinson ve Alzheimer hastaligi gibi ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde umut verici bir molekiil olarak goriilmekte ve bu konuda yogun arastirmalar
devam etmektedir (Delgado & Ganea, 2003a; Harmar, 2012; Korkmaz vd., 2010; Korkmaz
vd. 2012; Said, 2000; Song vd., 2012; Tungel vd., 2005; Tungel vd., 2012).

VIP, KBB“den gecebilen ndrotrofik, ndrotransmitter, ndromodiilator, antioksidan,

antienflamatuar ve antiapoptotik 6zelliklere sahip bir néropeptitdir.
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2.5. Naringenin (NGN)

Naringenin; greyfurtta bulunan bir flavonoid ¢esidi olup flavanon sinifina dahildir.
Ozellikle turunggillerde ve domateste bulunan naringeninin farkli kanser hiicrelerinde
antiproliferatif etkilere sahip oldugu bildirilmistir. Kolon kanseri, gogiis kanseri ve rahim
kanseri bu kanser cesitlerinden bazilaridir. Naringenin, kimyasallarin etkilerini onleyici
ozelliklere sahip olmasmin yam sira, antitrombik, antiinflamatuar, antidstrojenik gibi ¢ok
sayida farmakolojik etkilere sahiptir. Farelerin kullanildig: in vivo galismalarda naringeninin
skopolamin kaynakli olarak hafiza kaybin1 dnemli dl¢iide azalttig tespit edilmistir. Yapilan
bu calismalarla naringeninin, Alzheimer hastaligin1 6nleyen yararli bir kimyasal ajan

olabilecegi disiiniilmektedir KBB’ni gectigi ve dopamin seviyesini degistirdigi goriilmiistiir.

OH O

HO O
OH

Sekil 8. Naringenin kimyasal yapis1
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gereg

3.1.1.Etik Kurul Karan

Bu deneysel ¢alisma ve igerigindeki deneysel miidahalelerde, Aydin Adnan Menderes
Universitesi Hayvan  Deneyleri  Yerel Etik Kurulu'nun  (ADU-HADYEK)
64583101/2019/054 sayil1 ve 21.05.2019 tarihli karari ile etik yonden sakinca bulunmadigi
onaylandi (EK1).

3.1.2. Deney Hayvanlari

Calismada Aydin Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda
bululnan, agirliklar1 ortalama 300-350 gram olan, 12 haftalik, 48 adet Wistar albino erkek
sigan kullanildi. Tiim siganlar deney boyunca 12 saat karanlik 12 saat aydinlik sirkadiyen
ritimde, 22+1°C sicaklik ve %40-60 bagil nem oraninda odalarda ve alt kism1 425x265x180
mm boyutlarinda seffaf polikarbon malzemeden iiretilmis, istliikleri ise paslanmaz ¢elikten
olan kafeslerde birakildi. Deney siiresi boyunca si¢anlar standart pellet yem ile ad libitum
beslenmis olup, igme suyu olarak serbest erisimli sehir sebeke suyu kullanildi. Hayvanlarin
oral beslenmesi, anal yoldan asetik asit veriminden ve sakrifiyeden 24 saat 6nce kesilerek, su
tiikketimlerine miidahalede edilmedi Deney, Aydin Adnan Menderes Universitesi Deney
Hayvanlari Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Biyokimya analizleri, Adnan Menderes
Universitesi Biyokimya Laboratuvarinda calisildi. Biyokimya analizleri igin doku
homojenizasyonu saglandi. Histopatolojik incelemeler, Adnan Menderes Universitesi Tip

Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirildi.
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3.1.3. Rotenone Hazirlamsi

Deneysel Parkinson hastaligint olusturmak amaci ile 75 giin siiresince diisiik dozda
Rotenone® uygulanan deney hayvanlarindan rotenone grubunda bulunanlara i.p. olarak
verildi ve siiresinin sonunda (75. giin) deney hayvanlar1 anestezi altinda sakrifiye edilerek
calisma sonlandirildi. Deneysel prosediiriin devam ettigi siire boyunca her hafta ayni giin,
enjeksiyon ve i.p. uygulamasinin sonlandirildig1 75. giin ve deneyin sonlandirildigi 75. giin

hayvanlar tartilarak canli agirliklar1 kaydedildi.

Rotenon ¢ozeltisi ilk once %100k bir 50x stok 8 rat igin 500 ml DMSO ile hazirland1
ve dimetilsiilfoksit (DMSQ) ve orta zincirli trigliserit iginde seyreltildi ve 8 ml DMEM ile
diliie edildi. Totalde 500 ml 6lgiilerek 16 rata i.p. enjeksiyon yapilmak tizere hazirlandi.(Sasol
North America, Inc., Houston, TX, ABD,; bir final elde etmek i¢in Warner Graham, Baltimore
MD, ABD) tarafindan hazirlanmistir rotenon konsantrasyonu DMSO iginde
hazirlandi1.Cozeltinin vortekslenmesi, DMSQO'nun kararli bir emiilsiyonunu olusturmasi i¢in
rotenon igerir. Cozelti taze yapilarak taze yapildi haftada her giin ve kehribar renkli septa
flakonlardada saklandi. Her enjeksiyondan once hafif ve birkag kez ters ¢evrildi. Rat basina
1.25 mL/kg olarak insiilin enjektorii ile i.p.olarak uygulandi. Uygulamanin ardindaki ilk 30
dk iginde ratlarin bazilarinda seyreden bazi fiziksel degisiklikler gézlendi.Ratlarin durus
bozuklugu ve nefes alis verisindeki azalma sonrasinda hareketsiz yatar pozisyonda kalmasi
ile mortalite gergeklesti.ikinci 45.dk girildiginde diger gruplarda da bu ve benzeri durumlarla

karsilagilmis olup totalde n=48 ile baslayan ratlarin sayis1 n=36 olarak gergeklesti.

Enjeksiyon uygulamasina ara vermeden devam edilerek diger ratlarin yasamsal
fonksiyonlarinda bir degisiklik gézlenmeyene kadar 1.25 ml/kg rotenone uygulamasina i.p
olarak onay verildi. Sonraki 25 giin sonunda mortalite sayisinda bariz artmalar goriiliince doz

degisikligine gidilerek yeni dl¢timler ve ayarlamalar yapildi.

DMSO (%100’lik 14 stok) hazirlanarak diger ¢ozelti basamaklar1 ayni kalacak
sekilde rat bagma enjeksiyonun yarisi verilerek (2 hayvana 1 enjeksiyon) ilag verme
uygulamalarina devam edildi. Deney siirecinin ortalarina gelindiginde Rotenone grubunda bir
degisiklik gozlenmedigi i¢in doz degisikligine girilmeden uygulama siirdiiriildii. Sakrifiye
giintinden 2 hafta 6nce bakilarak ratlarin fiziksel ve locomotor degisikliklerinde bariz farklilik
olmadig tespit edilerek ilag uygulamasi motor aktivite testlerinin baglamasinin 0. giiniinde

sonlandirild.
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Sekil 9. Rotenone iiriin bilgisi

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda, Adnan Menderes Universitesi Biyokimya Laboratuvari’nda,
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali

Laboratuvari’nda bulunan asagida siralanan cihazlar kullanildi.

e Santrifiij (Hettich Zentrifiigen Mikro 200R, San Bio Medikal, Ingiltere)
e Santrifiij (Hettich Zentrifiigen Rotina 420, Almanya)

¢ Vorteks (Labnet International Inc. Edison NJ, ABD)

e Ultra saf su cihazi (SS 200 Simsek Lab. Ankara)

e Hassas terazi (SARTORIUS AG BP 610, Almanya)
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e Derin dondurucu (-80°C) (SANYO MDF U5186S, Japonya)

e Mikroplate okuyucu (ELx 800, BioTek Instruments Inc, ABD)
e Inkiibasyon cihaz1 (Microtec. Type Ak120, Infors Ag, isvicre)
e Homojenizasyon cihazi (Ultra-Turrax T8 IKA-Werke SIGMA, Almanya)
e Otomatik Plate yikayic1 (Plate Washer DAS)

e pH metre (Hanna H1221)

e Kaynamis su banyosu (Leica)

e Otomatik pipetler (Ependorf)

e Olympus BX20 Mikroskop

e Etiiv (Niive, EN055)

e Mikrotom (Leica RM 2135)

e Buzdolab1 (Indesit)

e Doku takip cihaz1 (Leica)

e Parafin cihazi (Leica)

3.1.5. Kullanilan Sarf Malzemeler

o Asetik asit

o Eter

¢ NaCl (sodyum kloriir) (Merck, 6400, Almanya)

e DMSO (Sigma, Almanya)

¢ Fosfat tamponu (PBS phosphate buffer saline; 50 mM pH 7,4)
e Etanol absolute (Sigma, 32221)

e Ksilen (Ksilen (izomerleri Karisimi) Extra pure, Tekkim, Catolog #
TK.090270.01000)

e Parafin (Parafin Boncuk 56-58°C, Tekkim, Catolog # TK.200661.05004)
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e Lam-lamel (Isotherm)
e Doku takip kaseti
e Mikrotom Bigagi

e Formaldehit (Formaldehyde Solution Min. 37% Stabilized With About 10%
Methanol, Merck, Catolog # 1.040.022.500)

e Hematoksilen (Haematoxyclin Mayer's, Bio-optica, Catolog # 05-06002/L, Italya)
e Eozin (Eosin Aqueous, Bio-optica, Catolog # 05-10002/L, italya)

¢ Entellan (Entellan new rapid mounting medium for microscopy, Merck, Catolog #
M107961.0500)

e Numune kab1 (Firatpen, Tiirkiye)

e Kan tiipii

e Eppendorf (Isolab)

e Insiilin enjektorii (Beybi, Tiirkiye)

e 10 ml yesil uglu enjektor (Beybi, Tiirkiye)
¢ 1000, 200, 20 mikrolitrelik mikropipet ucu
e Eldiven (Beybi, Tiirkiye)

¢ Rotenone (Ceneviz Gida, India)

e Vasoactive Intestinal Peptide human, porcine, rat 1 MG (Sigma Aldrich Cat P002609,
ABD)

e GSK-3 Beta kiti (Rat GSK-3 Beta ELISA kit, FineTest, Catalog #£ER1113Ra, China)

e Alfa-SYNC Kkiti (Rat Alfa-SYNC ELISA kit, Bioassay Technology Laboratory,
Catalog #E0111Ra, China)

e Dopamin kiti (Rat DOP ELISA kit, Bioassay Technology Laboratory, Catalog
#EO0135Ra, China)

¢ 8-OHdG kiti (Rat 8-OHDG ELISA kit, Fine Test Technology Laboratory, Catalog
#E05421Ra, China)

¢ Sican yemi (Bil-Yem Gida San. ve Tic. Ltd Sti. Standart rat yemi, Ankara)
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3.2. Yontem

3.2.1.Deney Tasarimi

3.2.1.1. Deneysel Parkinson Modeli Olusturma ve VIP ve Naringenin Uygulamasi

Parkinson modeli olusturulacak ratlar igin yem, su tiikketimi serbest birakilarak
enjektorle, 1.25 ml/kg rotenone olacak sekilde 2 rat’a yarim enjektor verildi. Rotenone
uygulamasi ile birlikte Parkinson modeli olusturulduktan 1 saat sonra baslamak tizere SF
igerisinde hazirlanmis olan VIP, 25 ng/kg olacak sekilde i.p. olarak uygulandi. VIP tedavisi
14 giin siireyle iki giinde bir devam ettirildi. (Yelkenli Ibrahim, 2014). Naringenin ise
rotenone uygulamasinin ardindan tekrarlayan giin 10 mg/kg olarak saf halde uygulandi.
(Kumar, 2013).

3.2.2. Deney gruplari

Deney hayvanlar1 her grupta 12 rat olmak iizere rastgele segilerek 4 grup olusturuldu.
Gruplar Rotenone grubu (RT), Rotenone+Vasointestinal Peptid Grubu (RT+VIP),

Rotenone+Naringenin Grubu (RT+NG) olmak {izere 4’e ayrildu.

3.2.2.1.1. Kontrol Grubu

Kontrol grubundaki ratlar, Rotenone grubuyla ayni sartlara maruz birakildi ve bir
islem uygulanmadi. Deney siiresinin tamamlanmasinin son giiniinden sonraki 24 saat 6nce ag
birakilan ve 5 mg/kg ksilazin ve 100 mg/kg ketamin anestezisi uygulanan ratlar servikal

dislokasyonla sakrifiye edilip beyin doku 6rnekleri alindi.
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3.2.2.1.2. Rotenone Grubu

Rotenon ¢ozeltisi ilk dnce %100'lik bir 50x stok 8 hayvan i¢in 500 ml DMSO ile
hazirland1 ve dimetilsiilfoksit (DMSO) ve orta zincirli trigliserit icinde seyreltildi ve 8 ml
DMEM ile diliie edildi. Totalde 500 ml 6lgiilerek 16 hayvana i.p. enjeksiyon yapilmak tizere
hazirland1. (Sasol North America, Inc., Houston, TX, ABD,; bir final elde etmek i¢in Warner
Graham, Baltimore MD, ABD) tarafindan hazirlanmistir rotenon konsantrasyonu DMSO
icinde hazirlandi. Cozeltinin  vortekslenmesi, DMSO'nun kararli bir emiilsiyonunu
olusturmasi i¢in rotenon igeren ¢6zelti taze yapilarak haftada her giin ve kehribar renkli septa
flakonlarda saklandi. Her enjeksiyondan once hafif ve birka¢ kez ters gevrildi ve oda
sicakligima gelene kadar beklenildi. Rat basina 1.25 mL/kg olarak insiilin enjektori ile
I.p.olarak uygulandi. DMSO (%100’liik 14 stok) hazirlanarak diger ¢6zelti basamaklar: ayni
kalacak sekilde rat basina enjeksiyonun yarisi verilerek (2 rata 1 enjeksiyon) i.p. olarak ilag

verme uygulamalarina devam edildi.

3.2.2.1.3. RT+VIP Grubu

Bu grup, Parkinson modeli olusturulduktan sonra VIP tedavisine alinmis olan gruptur.
Parkinson modeli olusturulduktan 1 saat sonra baslamak {izere SF igerisinde hazirlanmis olan
VIP, 25 ng/kg olacak sekilde i.p. olarak uygulanmistir. VIP tedavisi 14 giin siireyle iki giinde
bir devam edildi.

3.2.2.1.4. RT+NG Grubu

Bu grup, Parkinson modeli olusturulduktan sonra Naringenin ise rotenone
uygulamasinin ardindan tekrarlayan giin 10 mg/kg olarak saf halde i.p. olarak verildi. (Kumar,
2013)
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3.2.3. Motor Testler

Deney hayvanlarmin motor hareketlerinin analizi kafa daldirma siiresi ve sikligi,
sahlanma veya yetistirme hareketi, merkeze ziyaret sayisi veya siiresi, siislenme hareketi,
delik sayis1 hayvanin genel lokomotor aktivitesinden bagimsiz olarak neofilinin 6l¢iisii
olarak, 6zellikle diisiik sayida kafa daldirma hareketinin ratlarda yiiksek anksiyete durumunu
yansittigi kabul edildi. Kognitif fonksiyonlarmin degerlendirilmesi amaci ile yapilan hole and
board testi deneysel Parkinson hastaliginin olusturulmasinin tayini ve rotenone etkenliginin

tahlili amagli enjeksiyon giiniiniin sonunda bakildi.

3.2.1.1. Hole and Board Testi

Delikli tahta aparati, 68 cm x 68 cm 6l¢iilerinde, ahsap, gri bir kutudan olusan ve etrafi
40 cm yiiksekliginde on tarafi agik diger ii¢ taraf kapali olacak sekilde ve delik ¢ap1 (deney
hayvaninin biiyiikligiine gore degisebiliyor) 9 cm, 16 delikli ve kutu ahsap bir ayak tizerinde
yerden 28 cm yiikseltildi. Deney hayvaninin 6nce ortama alistirilmasi saglanmak amaciyla 3
kez farkli zamanlarda diizenege koyuldu. Alisma siiresinin tamamlanmasi ile deney
diizenegini tam gorebilen sabit video kamera ile 5 dk ¢ekim yapildi (her rat i¢in). Deney

hayvanlar1 diizenek iizerinde gezinme ve kesif hareketlerini gergeklestirdi (Resim 1).

Resim 6. Hole and board Test diizenegi

Hole and Board Testinde kullanilan parametreler;

o (i) merkeze ziyaret veya kesif (MZ): hayvan agik alanin bir alanindan digerine

hareket eder (dort pengenin tiimii yeni bir alanin zeminine yerlestirilmelidir)
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o (ii) bas egme veya kafa daldirma(KD): hayvan, kulaklar1 cihazin zemini ile aym
hizada olacak sekilde minimum derinlige kadar basini1 deliklerden birine yerlestirir (hayvan
basini kaldirdiginda yeni bir bas egme nobeti kaydedilmistir) devam etmeden 6nce delikten

tamamen disar1 ¢ikarinca tam bir hareket saglanir.)

« (iiii) sahlanma veya arka veya yetistirme(S): hayvan, sirt patileri tizerinde sabittir ve

on patilerini yerden kaldirir, viicudunu dikey olarak uzatir.

e (iv) delik sayis1 veya ziyaret(DS):hayvan deliklerden birine kafa daldirma hareketi

yapmadan basin1 uzatir ve geker.

o (v)siislenme veya hareket(S):elleriyle basin1 arasina alarak yalama benzeri bir

hareket sergiler.

Uygulamimin ilk giiniinde enjeksiyonun bitiminin 60. giiniinde deney hayvanlar1 5
parametre acgisindan diizenekte tutuldu. Bu parametreler; Kafa Daldirma Hareketi (KDH) ,
Delik Sayis1 (DS) , Merkeze Ziyaret (MZ) , Sahlanma (S) , Siislenme (S) olarak belirlendi.

3.2.4. Analiz Yontemleri

Hazirlanan deney gruplarindaki ratlarda gergeklestirilecek deneysel modelin ve tedavi
edici ve koruyucu ajanin uygulanmasi sonucunda bulgularin elde edilebilmesi i¢in agirlik
ol¢timii, makroskobik goriiniim inceleme, biyokimyasal analizler, histopatolojik analiz ve

motor test analizleri gergeklestirildi.

3.2.4.1. Agirhk Olgiimii

12 haftalik ratlarin ortalama agirliklar1 346 gr olarak belirtildi. Sakrifiye giinii ratlar
tek tek digital tartida tartihp agirliklari not edildi. Elde edilen sonuglar Kontrol grubu rat
agirliklariyla kiyaslanarak bulgular kisminda, degisim yiizdelerine ait veriler Tablo ’de

sunuldu.
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3.2.4.2. Makroskobik goriiniim inceleme

Gruplardaki ratlar sakrifiye edildikten hemen sonra, biyokimyasal ve histolojik
inceleme gergeklestirmek adina beyin dokusu alinip ayrilmadan 6nce makroskobik inceleme

yapabilmek i¢in fotograflari ¢ekildi, fotograflara bulgular kisminda yer verildi.

3.2.4.3. Biyokimyasal Analiz

Altmig  giinliik  enjeksiyon uygulamasini  takiben olusturulan patolojinin
stabilizasyonunun saglanmasi amaciyla 2 hafta siire ile hayvanlara herhangi bir uygulama
yapilmadi. Enjeksiyon uygulamasini takiben ve iki hafta sonrasinda gerceklestirilen motor
testler tamamlandiktan sonra deney hayvanlar1 5 mg/kg ksilazin (Alfazyne®, Ege-Vet, izmir,
Tiirkiye) ve 100 mg/kg ketamin (Ketalar®, Parke-Davis, Istanbul, Tiirkiye) anestezisi altinda
sakrifiye edildiler. Sakrifiye edilen ratlarin kraniyumu hizlica agilarak beyin ve beyincik
biitiin halde ¢ikarildi (Resim 2). Keskin bir bistiiri ucu kullanilarak koronal planda beyin ve
beyincik birbirinden ayrildi. Fissura longitudinalis cerebri’den sag ve sol iki hemisfere 82
ayrilan beynin sag hemisferi ve beyincik % 10’luk formaldehit soliisyonuna alindi. Sol beyin
hemisferinden enzim bagli immunosorbent deney yontemi (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay; ELISA) ile dopamin, alfa-sync, gsk-3beta ve 8-OHdG tayini igin ve Siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH) ve malondialdehit (MDA) aktiviteleri
stipernatantda spektrofotometrik olarak tayini igin striatum izole edildi (Heffner ve ark, 1980;
Spijker, 2011). Eppendorf tiiplere alinan striatum 6rnekleri ELISA yontemi ile belirtilen

analizler gergeklestirilene kadar -22°C’de saklandi.

3.2.4.3.1. Protein Analizi

Prensip: Once proteinler alkali ortamda bakir iyonlar1 ile reaksiyon olusturuldu. Daha
sonra fosfomolibdik-fosfotungstik asit reaktifi (folin reaktifi) ile indirgendi. Olusan mavi
rengin siddeti spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Olusan mavi rengin siddeti protein

konsantrasyonu ile orantili hale getirildi.
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Gerekli Cozeltiler:

[1 A gozeltisi: Sodyum karbonat ¢ozeltisi (% 2 g, 0.1 N NaOH’teki); 2 g sodyum
karbonat hazirlanan 0.1 N NaOH ¢ozeltisinde ¢oziildii ve hacmi 100 ml’ye 0.1 N
NaOH ¢ozeltisi ile tamamlandi.

[1 Bakar siilfat ¢ozeltisi (% 1 g): 1 g bakur siilfat biraz distile suda ¢oziildi ve hacmi
distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

[1 Sodyum potasyum tartarat c¢ozeltisi (% 2 g): 2 g sodyum potasyum tartarat
biraz distile suda ¢oziildii ve hacmi distile su ile 100 m1’ye tamamlandi.

[1 B ¢ozeltisi: % 1 g’lik Bakir siilfat ¢ozeltisi ile % 2 g’lik Sodyum potasyum
tartarat ¢ozeltisi esit hacimde (1/1) karistirilarak kullanildi (taze hazirlanir).

[1 C ¢ozeltisi: 50 ml A ¢ozeltisi ve 1 ml B ¢ozeltisi karistirilarak kullanildi (taze
hazirlandi).

[1 Folin ¢ozeltisi: 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdat x 2H20O, 50 ml
% 85 g’lik fosforik asit, 100 ml derisik HCI ve 700 ml distile su bir balona
konularak 10 saat geri sogutucu altinda kaynatilarak sogutuldu. Uzerine 150 g
Li2SO4 ilave edilip, geri sogutucu altinda 15 dk daha kaynatildi. Soguduktan
sonra, 5-6 damla brom katildi. (Cozelti bozuksa renk siyahlasir, bu durumda
¢ozelti tekrar hazirlanir, bozuk degilse renk sari yesil olur). Cozelti distile su ile

1000 ml’ye tamamlandi ve kullanildi. Koyu renkli sisede (uzun siire dayanmasi saglandi)
sakladi.

[1 Serum fizyolojik (% 0.9 g NaCl): 0.9 g NaCl biraz suda ¢6ziiliir ve hacmi
100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

[1 Protein stok standart ¢ozeltisi (% 100 mg’hik albumin c¢ézeltisi): 100 mg
albumin biraz serum fizyolojik de ¢oziildiikten sonra hacmi 100 ml’ye serum

fizyolojik ile tamamlandi.
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[1 Protein ¢alisma standart ¢ozeltileri: Stok ¢ozeltiden uygun hacimler alinarak %
5, 15, 25 mg albumin ihtiva edecek sekilde serum fizyolojik ile seyreltilerek hazirlandi.
Deneyin Yapihisi: 5 deney tiipii alinarak numune (N), standart 1 (St1), standart 2

(St2), standart 3 (St3) ve kor (K) olmak tizere isaretlenerek calisilda.

Tablo 2. Protein Analiz i¢in Calisma Tablosu

Numune St1 %5 mg St2 %10 mg St3 %15 mg Kor (K)
Albumin Albumin Albumin
Albumin - 25 ul 50 w 75 ul -
(%100 mQg)
Doku 10 pl - - - -
siipernatanti /
Periton Sivisi
Serum 490 ul 475 ul 450 pl 425 ul 0.5ml
Fizyolojik
Toplam 0.5ml 0.5ml 0.5ml 0.5ml 0.5 ml
hacim
Vortekste karistirtlir.
Folin Ayiract |3 ml [3ml [3ml [3ml [3ml
Vorteksle iyice karistirilir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir.
Folin Ayiract | 0.1 ml 0.1ml 0.1ml 0.1ml 0.1ml

Calisma protokolii; Vortekste iyice karistirildi, oda sicakliginda 30 dk bekletildi. 30
dk sonunda 500 nm’de kore kars1 absorbanslar kaydedildi. Standart grafigi ¢izildi. Doku igin
protein miktar1 ‘’mg Protein/ g nemli doku’” ve periton sivisi igin <’% mg protein’’cinsinden

hesaplandi.

3.2.4.3.2. MDA Analizi

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

degerlendirildi.
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Gerekli Cozeltiler:

[1 TBA ¢ozeltisi (0.047 M): 500 mg TBA ile 6 ml 1 M’lik NaOH ile karistirilda.
Uzerine 69 ml distile su ilave edildi.

[1 NaOH (1 M): 4 g NaOH tartilir, biraz distile suda ¢oziiliir, hacmi distile su ile

100 ml’ye tamamlandi.

1 Triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisi (1.22 M, 0.6 M HCI deki): 20 ml TCA (% 100
g TCA) ile 5 ml HCI (% 37 g’lik, d=1.19 g/ dI’lik HCI) karistirilir ve hacmi

distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

1 n-butanol: Direkt olarak orijinal sisesinden kullanildi.

Deneyin Yapihisi: 2 tane deney tiipii alinarak numune ve kor olmak tizere isaretlendi
ve calisildi. (Tablo 3)

Tablo 3. MDA Analizi i¢in Calisma Tablosu

Numune Kor
Doku siipernatanti 0.25 mi -
Ditile su - 0.25 mi
TCA 1.25 ml 1.25ml
Vortekste karistirilir ve 15 dk bekletilir.
TBA 0.75 ml 0.75 ml
Vorteks ile karigtirilir ve 30 dk kaynar su banyosunda inkiibe edilir.
n-butanol 2ml 2ml

Calisma protokolii; VVortekslendi ve 10 dk 4000 rpm’de santrifiij edildi. Butanol fazi
alinarak 532 nm’de kore kars1 absorbanslar kaydedildi. MDA igin saptanmis ekstinksiyon kat
sayisi (1.56.105 M-1cm-1) kullanilarak doku i¢in ‘’nmol MDA/ mg protein’” ve periton sivisi

icin “’nmol MDA/ mI’’ cinsinden sonuglar hesaplandi.

3.2.4.3.3. SOD Analizi

Prensip: SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin fotooksidasyon

hizin1 arttirma yetenegi olarak 6l¢iildii. Riboflavinin floresans 1s1g1 etkisiyle olusturdugu
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stiperoksit radikali, ortamdaki SOD’1n etkisiyle hidrojen peroksite doniistiiriildii. H202 ise o-
dianisidin ile reaksiyona girerek renkli iirtin olusturdu. SOD aktivitesinin oranina gére renkli
iriin olusumu yiiksek olarak gergeklesti. Olusan renkli tiriiniin absorbansi 460 nm’de

spektrofotometrik olarak degerlendirildi.
Gerekli Cozeltiler:

[1 Fosfat Tamponu (50 mM, pH=7.8): 0.136 g KH2PO4 ve 0.697 g K2HPO4 tartilip ayr1
ayr1 biraz distile su iginde ¢o6ziildii, birlestirildi ve hacmi distile su ile 100 ml’ye tamamland:

(hacim 100 ml’ye tamamlanmadan énce pH kontrol
edildi, pH 7.8’¢ ayarlandi) ( 2°C’ de sakland).

[1 Fosfat tamponu + 0.1 mM’hik Na-EDTA: 0.0037 g Na-EDTA tartilir biraz 50 mM’lik

fosfat tamponunda ¢6ziilmesi saglandi ve hacmi 50 mM’lik fosfat tamponu ile
100 ml’ye tamamlandi.

[1 Potasyum fosfat tamponu (10 mM, pH=7.5): 0.041 g KH2PO4 ve 0.122 g
K2HPOA4 tartilip ayr1 ayr1 biraz distile su iginde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi
distile su ile100 mI’ye tamamlandi (hacim 100 ml’ye tamamlanmadan &nce
pH kontrol edildi, pH 7.5’a ayarland1) (2°C’ de saklandi).

[1 Riboflavin (0.2 mM): 7.5 mg riboflavin 100 ml potasyum fosfat tamponunda
(10mM’lik, pH=7.5) ¢dziildii.

[1 0- dianisin (6 mM): 19 mg o-dianisin 10 ml distile suda ¢oziildii.

[1 SOD (120 1U/ml) stok standardx (Sigma S-2515-3000 U): Liyofilize SOD
standard1 120 1U/ml olacak sekilde soguk distile su ile ¢6ziildii.Daha sonra bu
stok standartdan uygun hacimler alinarak deney ortaminda 3, 6, 9, 12 tinite
SOD olmas: saglanda.

Deneyin Yapihisi: Doku siipernatant1 veya periton sivisi alinir, gerekirse serum fizyolojik ile

seyreltildi. Numune, standart ve kor olmak tizere 3 deney tiipii alindi.
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Tablo 4. SOD Analizi i¢in Calisma Tablosu

Numune St 3U St 6U St9uU St12U Kor
Fosfat 2.6 ml 2.6 ml 2.6 ml 2.6 ml 2.6 ml 2.6 ml
Tamponu
o-dianisidin 0.1ml 0.1ml 0.1ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
Distile su - 0.075 ml 0.05 ml 0.025 mi - 0.1 ml
Stok standart | - 0.025 ml 0.05 ml 0.075 mi 0.1ml -
(120 U/ml)
Doku 0.1mil - - - - -
supernatanti

Her tiipe 30 sn ara ile 0.2 ml riboflavin konur,karigtirtlir.460 nm’de abs okunur.

Sonra tiipler oda sicakliginda 20 W floresans lamba bulunan kutu i¢inde 8 dk inkiibe edilir460 nm’de abs
okunur.

Not: Lamba 20 dk 6nceden agildi ve 1sinmasi saglandi. Standart grafigi yardimiyla yapilan seyreltmelerde goz

Oniine almarak SOD aktivitesi doku siipernatant1 i¢in “’U/mg protein dk’’ ve periton sivist i¢in “’U/ml dk*’

cinsinden hesaplandi.

3.2.4.3.4. GSH Analizi

Prensip: Ellman ayiract, 5-5” ditiyobis 1-2 nitro benzoik asit (DTNB) ile siilfidril gruplarinin

reaksiyonu sonucu olusan renkli tirtin spektrofotometrik olarak degerlendirildi.
Gerekli Cozeltiler:

[1 Sodyum sitrat ¢ozeltisi (% 1 g): 1 g sodyum sitrat tartilir, biraz distile suda
coziilerek hacmi distile su ile 100 m1’ye tamamlandi.

[1 Ellman ayiraci (% 40 mg DTNB): 40 mg DTNB (5-5’ ditiyobis 1-2
nitrobenzoik asit) tartilir, biraz sodyum sitrat ¢ozeltisinde (% 1 g) ¢6ziildii.
Hacmi % 1 g’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlandi.

[1 Proteinsizlestirme cozeltisi: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g etilen diamin
tetra asetik asit sodyum tuzu (EDTA-Na), 30 g sodyum kloriir ayr1 ayr1 biraz
distile suda ¢oziildii. Hepsi birlestirilir ve hacmi 100 m1’ye distile su ile tamamlandi.
(1 Disodyum fosfat ¢ozeltisi (0.3 M) : 4.26 g Na2HPO4 veya (5.34 g Na2HPO4
x 2H20) biraz distile suda ¢oziildi. ve hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi

Deneyin Yapilisi: Bir deney tiipiine 0.2 ml doku siipernatant1 veya periton sivisi
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konur. Vorteks ile karistirildi. Uzerine 0.3 ml proteinsizlestirme ¢dzeltisinden ilave
edildi. Vorteksle karistirildi. 5 dk oda sicakliginda bekletildi. 4000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilir. Cokelti atildi. Siipernatant alind1. Iki tane deney tiipii alinir. Numune

ve kor olarak isaretlenerek calisildi.

Tablo 5. GSH Analizi i¢in Calisma Tablosu

Numune Kor
Distile su - 0.2ml
Siipernatant 0.2ml -
Na2HPO4 0.8 ml 0.8 ml
Ellman ayiraci 0.1ml 0.1ml

Calisma protokolii; Tipler vortekste karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dk
bekletildi. Kore kars1 412 nm’de absorbanslar kaydedildi. Sonuglar seyreltme faktorii ve
olusan sar1 renkli tiriniin 412 nm’de ekstinksiyon katsayis1 (13600/m-1 cm-1) kullanilarak

doku i¢in“>’mg GSH/ mg protein’’ ve periton sivisi i¢in <% mg GSH’’ cinsinden hesaplanir.

3.2.4.3.5. Striatumdan ELISA yéntemi ile Dopamin Tayini

Deneyin sonlandirilmasi asamasinda eppendorf tiiplere alinmis olan corpus striatum
orneklerinin agirliklart hassas terazide tartilarak kaydedildi. Her bir tiipe corpus striatum
agirhi@ina oranla 1/10 oraninda olacak sekilde 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 1ImM EDTA,
%0,1 GDS ve %1 Triton-X iceren doku tamponu eklendi. Homojenizasyonun etkili sekilde
saglanmas1 amaci ile her bir tipe 3-5 adet metal bilye eklendi ve 6rnekler 3 dakika siiresince
Bullet Blender Homogenizer (Next Advance, New York, ABD) cihazinda homojenize edildi.
Homojenatlar 1400 g’de santrifiije edilerek alinan supernatantlar ELISA analizi i¢in
kullanildi.

ELISA ile dopamin tayininde kullanilan kit (Rat Dopamine ELISA kit, Katalog
no:E111Ra, Bioassay Technology Labaratory, Birmingham, Ingiltere) igerisinde yer alan 8
ng/ml derisimindeki standart soliisyonu ve standart soliisyon sulandiricisi 120°ser ul oraninda
karistirilarak 4 ng/ml derisiminde stok soliisyon hazirlandi. Stok soliisyonundan alinan 120

ul ornek tekrar 120 pl standart solusyon sulandiricisi ile sulandirilarak 2 ng/ml derisiminde,
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2 ng/ml’lik soliisyondan alinan 120 pl tekrar 120 ul standart soliisyon sulandiricisi ile
sulandirilarak 1 ng/ml derisiminde standart soliisyon elde edildi. Sekil 12’de goriildiigi gibi

bu isleme 0,125 ng/ml derisiminde standart soliisyon elde edilene dek devam edildi.

A 12001 standart
solisvor
ailasdincis

10K standert 0 hisyon Standect 2 Stmdert 3 908t 3 Standet § ¢
2ap'm lwgml  OSsaml 0253wl m!

Standat 6
12

4 1@ ml
240 1

g

Sekil 10. ELISA analizinde standart soliisyonlarin diliisyonu.

ELISA tabletinde A satirinda bulunan 12 adet kuyucuga diisiik derisimden yiiksek
derisime dogru iki sira halinde 50 pl standart soliisyonlar1 eklendi. Ornek kuyucuklarma her
bir denegin corpus striatum 6rneklerinin homojenizasyonu ve santrifiijii ile elde edilen 40 pl
supernatant ve ardindan 10 pl dopamin antikoru eklendi. Ardindan standart ve ornek
kuyucuklarinin tiimiine 50 ul streptavidin-HRP soliisyonu eklenen ELISA tableti stii
kapatilarak Microtec Shaker Plate (Infors HT, Isvicre) cihazinda 37°C’de 60 dakika inkube
edildi. Inkubasyon sonunda kuyucuklarda yer alan icerik dokiilerek 5 kez ELISA yikama
tamponu (ThermoFischer Scientific) ile yikandi. Her kuyucuga kit igerisinde yer alan substrat
A ve substrat B 50°ser ul eklendikten sonra tablet karanlik ortamda, iistii kapali halde, 37°C’de
10 dakika inkube edildi. inkubasyon sonunda her kuyucuga kit icerisinde yer alan stop
soliisyonu 50 pl hacimde eklendi ve tablet ELISA Reader (Diagnostic Automation Inc.,
Model: DAR800, Kaliforniya, ABD) cihazinda 450 nanometre dalga boyunda okutuldu.

3.2.4.3.6. Rat Alpha-Synuclein ELISA Kit

Serumun oda sicakliginda 10-20 dakika pihtilagsmasini saglandi. 2000-3000 RPM'de
20 dakika santrifiijledik ve tortu olmadan siipernatanti1 toplandi.Plazma Antikoagiilan olarak
EDTA veya heparin kullanarak plazmay:1 toplandi 10-20 dakika karistirdiktan sonra,
numuneleri 2000-3000 RPM'de 20 dakika santrifiijleyip tortu olmadan siipernatant: toplandi.
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.Hiicre kiiltiirii siipernatant1 Steril tiiplerle toplandi. Salgi bilesenlerini tespit ederken,
2000-3000 RPM'de 20 dakika santrifiijlendi. Stipernatantlar: toplandi. Hiicredeki bilesenleri
tespit ederken, hiicre siispansiyonunu seyreltmek i¢in PBS (pH 7.2-7.4) kullanildi, hiicre
konsantrasyonu yaklasik 1 milyon/ml'dir. igerideki bilesenleri disar1 atmak icin tekrarlanan
donma-¢6ziilme dongiileri yoluyla hiicrelere zarar verebilir. 2000-3000 RPM'de 20 dakika

santrifiijleyip tortu olmadan siipernatanti toplandi.

Doku fazla kanini iyice uzaklastirmak ve homojenizasyondan once tartmak igin
dokular buz gibi PBS (pH 7.4) i¢inde durulandi. Dokular1 kiyin ve buz iizerinde bir cam
homojenlestirici ile PBS (doku agirligi (g): PBS (mL) hacmi=1:9) i¢inde homojenlestirdik.
Hiicreleri daha da parg¢alamak igin, siispansiyonu ultrasonik hiicre bozucu ile sonikasyona tabi
tutabilir veya donma-¢o6ziilme dongiilerine tabi tuttuk. Homojenatlar daha sonra siipernatanti
elde etmek i¢in 5000xg'de 5 dakika santrifiijlendi.Tiim reaktifler kullanimdan 6nce oda
sicakligina getirildi.Standart 64ng/ml standart stok soliisyonu olusturmak i¢in 120ul standart
(128ng/ml) 120ul standart seyreltici ile sulandirildi. Seyreltme yapmadan 6nce standardin
hafif calkalama ile 15 dakika beklenildi. 32ng/ml, 16ng/ml, 8ng/ml ve 4ng/ml soliisyonlar1
tiretmek i¢in standart stok soliisyonunu (64ng/ml) 1:2 standart seyreltici ile seri olarak
seyrelterek ¢ift standart noktalar1 hazirlandi. Standart seyreltici sifir standart (0 ng/ml) gérevi

goriir. Kalan soliisyon -20°C'de dondurulmali ve bir ay iginde kullanilmalidir.

Gdngml Standard No.3 120p] Omngimal Standard + 120pl Standard Diluent
32ngz/ml Standard No.4 120ul Standard WNo 5 = 120pl Standard Diluent
lémg/ml Standard No.3 120ul Standard MNo.4 = 120l Standard Diluent
Engz/ml Standard No.2 120pl Standard MNo.3 + 120wl Standard Diluent
Ang/ml Standard No.1 120ul Standard MNo.2 + 120pl Standard Diluent

20ml ml [ 0T

/’“‘\/’“‘x/ﬂﬂ Hero Stundad

A TYEEE

Standard Standard No.5 | Standard No.4 | Standard No3 | Standard No.2 | Standard No.1
Concentration
128ngml Gdngziml 32ngml léng/ml Eng/ml dngmal

Resim 7. Onerilen standart ¢6zeltilerin seyreltilmesi (alfa-sync)
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Yikama Tamponu 500 ml 1x Yikama Tamponu elde etmek i¢in 20 ml Yikama
Tamponu Konsantresini 25 kat deiyonize veya damitilmis su ile seyreltilerek, konsantrede

kristaller olusmussa, kristaller tamamen eriyene kadar hafifce karistirildi.

1. Tim reaktifleri, standart soliisyonlar: ve numuneleri talimatlara gére hazirlandu.
Kullanmadan once tiim reaktifleri oda sicakligina getirildi. Tahlil oda sicakliginda

gerceklestirildi.

2. Test igin gereken strip sayisini belirlendi. Seritleri kullanim igin gercevelere

yerlestirildi. Kullanilmayan stripler 2-8°C'de saklandi.

3. Standart kuyuya 50ul standart eklendi. Not: Standart ¢6zelti biyotinlenmis antikor

icerdiginden, standart kuyuya antikor eklenmedi.

4. Numune kuyularma 40ul numune ekleyin ve ardindan numune kuyularina 10ul anti-
SNCA antikoru eklendi, ardindan numune kuyularina ve standart kuyulara 50ul streptavidin-
HRP eklendi (Kér kontrol kuyusu degil). Tyice karistirildi. Plakay: bir kapatic ile orttiik.
37°C'de 60 dakika inkiibe edildi.

5. Kapaticiyi ¢ikarip ve plakay1 yikama tamponu ile 5 kez yikayin. Kuyulari en az 0,35
ml yikama tamponu ile 30 saniye ila 1 dakika arasinda her yikama i¢in 1slatildi. Otomatik
yikama i¢in, her kuyuyu aspire edip veya bosaltip ve yikama tamponu ile 5 kez yikadik.

Plakay1 kagit havlu veya diger emici malzeme iizerine kurulandi.

6. Her kuyucuga 50ul substrat soliisyonu A ekleyip ve ardindan her kuyuya 50ul
substrat soliisyonu B ekledik. Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca yeni bir kapatici ile
kaplanmis plak inkiibe edildi.

7. Her kuyucuga 50ul Durdurma Soliisyonu ekleyip, mavi renk hemen sariya

dénmesini beklendi.

8. Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis bir
mikroplaka okuyucu kullanarak hemen her kuyunun optik yogunlugunu (OD degeri)

belirlendi.
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3.2.4.3.7. Rat Glycogen synthase kinase-3 beta ELISA Kit

Tim reaktifler kullanimdan 6nce oda sicakligia getirilmelidir. Standart 20ng/mi
standart stok soliisyonu olusturmak i¢in 120ul standardi (40ng/ml) 120ul standart seyreltici
ile sulandirildi. Seyreltme yapmadan once standardin hafif ¢alkalama ile 15 dakika
oturmasina izin verildi. 10ng/ml, 5ng/ml, 2.5ng/ml ve 1.25ng/ml ¢ozeltiler iiretmek igin
standart stok soliisyonunu (20ng/ml) 1:2 standart seyreltici ile seri olarak seyrelterek cift

standart noktalar hazirlandi. Standart seyreltici sifir standart (0 ng/ml) gorevi goriir.

20ngz/ml Standard No.3 120pl Original Standard + 120p] Standard Diluent

10ng/ml Standard No 4 120pl Standard Mo 5 + 120p] Standard Diluent

ing/ml Standard Mo 3 120pl Standard No 4 + 120p] Standard Diluent
2.5ng/ml Standard No.2 120ul Standard No.3 + 120pl Standard Diluent
125ng/ml Standard No.1 120pl Standard Mo 2 + 120p] Standard Diluent

120l 1200l 1200l ]:"_u| 120 al

/‘—“‘\\ /ﬂ"“‘\\ ﬁ /"_“\\ /ﬁ-.\ Zero Standard

‘s

Standard Standard No.5 | Standard No4 | Standard No.3 | Standard No2 | Standard No.l
Concentration

4lng/ml 20ngml 1lng/ml ing/ml 2.5ng/ml 1.23ng/ml

Resim 8. Onerilen standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi (GSK-3 beta)

Kalan soliisyon -20°C'de dondurulmali ve bir ay i¢inde kullanilmalidir. Onerilen

standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi yukaridaki gibidir:

500 ml 1x Yikama Tamponu elde etmek i¢in 20 ml Yikama Tamponu Konsantresini
25x deiyonize veya damitilmis su ile seyrelttik. Konsantrede kristaller olusmussa, kristaller

tamamen eriyene kadar hafif¢e karistirildi.

1. Tim reaktifleri, standart soliisyonlar1 ve numuneleri talimatlara gére hazirlandh.
Kullanmadan once tiim reaktifleri oda sicakligina getirildi. Tahlil oda sicakliginda

gerceklestirildi.
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2. Test igin gereken strip sayisim1 belirlendi. Seritleri kullanim igin gergevelere

yerlestirildi. Kullanilmayan stripler 2-8°C'de saklandi.

3. Standart kuyuya 50ul standart eklendi. Not: Standart ¢ozelti biyotinlenmis antikor
icerdiginden, standart kuyuya antikor eklenmedi.

4. Numune kuyularina 40ul numune ekleyip ve ardindan numune kuyularina 10l anti-
Gsk3b antikoru ekleyip, ardindan numune kuyularina ve standart kuyulara 50l streptavidin-
HRP ekleyip (Kor kontrol kuyusu degil) iyice karistirildi. Plakayr bir kapatict ile ortiildii.
37°C'de 60 dakika inkiibe edildi.

5. Kapaticiyi ¢ikarip ve plakay1 yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Kuyulari en az 0,35
ml yikama tamponu ile 30 saniye ila 1 dakika arasinda her yikama i¢in 1slatildi. Otomatik
yikama igin, her kuyuyu aspire edin veya bosaltilip ve yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

Plakay1 kagit havlu veya diger emici malzeme iizerine kurulandi.

6. Her kuyucuga 50ul substrat soliisyonu A ekleyip ve ardindan her kuyuya 50ul
substrat soliisyonu B eklendi. Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca yeni bir kapatici ile
kaplanmus plak inkiibe edildi.

7. Her kuyucuga 50ul Durdurma Soliisyonu eklendi ve mavi renk hemen sariya dondii.

8. Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis bir
mikroplaka okuyucu kullanarak hemen her kuyunun optik yogunlugunu (OD degeri)

belirlendi.

3.2.4.3.8. Rat 8-OHdG ELISA Kit

Doku Homojenatlart 100 mg doku, 1X PBS ile durulandi, 1 ml 1X PBS iginde
homojenlestirildi ve gece boyunca -20°C'de saklandi. Hiicre zarlarin1 kirmak igin iki donma-
¢oziilme dongiisii gergeklestirildikten sonra homojenatlar 5 dakika boyunca 5000 x g, 2 -
8°C'de santrifiijlendi. Stipernat ¢ikarildi ve hemen test edildi. Alternatif olarak, numuneleri -
20°C veya -80°C'de boliin ve saklandi. Testten once ¢oziildiikten sonra numuneyi tekrar

santrifiijlendi. Tekrarlanan donma-¢6ziilme dongiileri olusmas: engellendi.

Standart siseyi 6000-10000 rpm'de 30 saniye santrifiijlendi. Standardi1 1.0 ml Sample

Diluent Diluent ile sulandirildi. Diger seyrelticileri degistirilmedi. Bu sulandirma, 20

53



ng/ml'lik bir stok soliisyonu {iretildi. Tam sulandirmay1 saglamak igin standardi karistirip ve
seyreltme yapmadan once standardin hafifge ¢alkalayarak minimum 15 dakika beklemesine
izin verildi. Her tiipe (S0-S6) 250 ul Sample Diluent pipetleyip. 2 kat seyreltme serisi
olusturmak i¢in stok soliisyonunu kullanildi. Bir sonraki transferden once her tiipi iyice
karistirildi. Seyreltilmemis Standart, yiiksek standart (20 ng/ml) gorevi goriirken, Sample
Diluent, sifir standart (0 ng/ml) olarak gerceklestirildi.

250ul 250l 250wl ™ 250ul  250pl 2504l

YA VYVl

| 3 |z| '—1—' L0

| | \ |

ce WUTV W

Mty -

Tube 57 58 55 =4 53 52 51 =0
ng'ml 20 10 5 25 1.25 0.625 0.312 0

Resim 9. Onerilen standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi (8-OHdG)

1.Ttm reaktifleri, calisma standartlarin1 ve numuneleri 6nceki boliimlerde belirtildigi

gibi hazirlanda.

2. Kullanilacak kuyu sayisini belirlemek ve kalan kuyular1 ve kurutucuyu posete geri
koymak ve ziploc'u kapatmak ig¢in Test Diizen Sayfasina bakip, kullanilmayan kuyulari
4°C'de saklandi.

3. Kuyucuk bagina 100ul standart ve numune eklendi. Saglanan yapiskan seritle
ortiildii. 37°C'de 2 saat inkiibe edildi. Test edilen standartlar1 ve numuneleri kaydetmek igin

bir plaka diizeni saglandi.
4. Her kuyucuktan siviy1 ¢ikarildi ancak yikanmadi.

5. Her bir kuyucuga 100ul BiotinBiotin-antibody (1x) eklendi. Yeni bir yapiskan
seritle ortiildii. 37°C'de 1 saat inkiibe edildi. (BiotinBiotin-antikoru (1x) bulanik goriildii, oda

sicakligina 1sitildi ve ¢ozelti homojen goriinene kadar hafifge karigtirildi.)

6. Her kuyuyu aspire edildi ve yikandi, toplam ii¢ yikama i¢in islemi iki kez
tekrarlandi. Bir figkirtma sisesi, ¢ok kanalli pipet, manifold dagitic1 veya otomatik yikayici
kullanarak her kuyuyu Yikama Tamponu (200ul) ile doldurarak yikandi ve 2 dakika
bekletildi, iyi performans i¢in her adimda sivinin tamamen c¢ikarilmasi saglandi. Son

yikamadan sonra, kalan yikama Tamponunu aspire ederek veya bosaltarak ¢ikarildi. Plakay1
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ters ¢evirin ve temiz kagit havlulara bastirilda.

7. Her kuyucuga 100ul HRP-avidin (1x) eklendi. Mikrotitre plakasini yeni bir
yapiskan seritle kaplandi. 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.

8. Aspirasyon/yikama islemini 6. adimda oldugu gibi bes kez tekrarlandi.

9. Her kuyucuga 90ul TMB Substrat eklendi. 37°C'de 15-30 dakika inkiibe edilip

1siktan korundu.

10. Her kuyucuga 50ul Durdurma Soliisyonu ekleyip, iyice karigsmasini saglamak i¢in

plakaya hafifce vuruldu.

11. 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyunun optik
yogunlugunu 5 dakika iginde belirlendi. Dalga boyu diizeltmesi mevcutsa, 540 nm veya 570
nm'ye ayarlandi. 450 nm'deki okumalardan 540 nm veya 570 nm'deki okumalari ¢ikarildi. Bu

cikarma, plakadaki optik kusurlari diizeltildi.

3.2.4.4. Histopatolojik Analiz

%10’luk formalin iceren soliisyon, 6 adet numune kaplarina paylastirtlip tim
histolojik kolon doku 6rnekleri gruplanarak formaldehitle fikse edildi. Kolon dokusundaki
otolizi 6nleyen fiksasyon isleminden sonra formalinden alinan kolon dokular1 doku takip
kasetine gruplar halinde yerlestirildi ve doku takibi 6ncesinde formalinin uzaklastirilmasi igin
sehir sebekesi akar suyunda 24 saat bekletildi. Sonrasinda kapakli doku kasetleri igerisinde
bulunan kolon 6rnekleri doku takip cihazinda %70, %80, %95 ve en son %100’lik olacak
sekilde asendan alkol serilerinde dehidre edildi (dokudaki su uzaklastirild) boylelikle
dokularin ¢ok ince kesilebilmesi adina sertlesmesi saglandi fakat bu durum ayni zaman
dokunun kirilganhigimi da arttirdi. Dokudaki alkol, ksilol serilerinden gegirilerek
uzaklastirilmas:1 saglandi ve ksilol ayni zamanda dokunun seffaflastirilmasini  da
gerceklestirildi. Doku takip cihazindaki son durak olan sivilastirilmis parafinle de 6zellikle
liimeni olan dokularin her yerine parafin girisi sagland1 ve dokunun belli bir postiir almasi
kolaylastirildi. Dokunun ince kesilmesi adina gerekli sertlesmeyi saglayan bu islemlerden
sonra asil dilimlenecek forma girmesine yardimci olan 68-70°C’de eritilmis siv1 parafinle
kolon dokular1 kaliplarin igerisine dikine gomiildii (Leica EG 1110). Kaliplardan 1 giin sonra
cikartilan doku parafin bloklari, kesimi kolaylastirmak adina buzlukta bir siire bekletildikten

55



sonra mikrotomla (Leica RM2135) 5’er mikrometre kalinliginda kesitler alindi ve bu kesitler
40-42°C’deki su banyosuna konuldu ve buradan lamlara aktarimi gergeklestirildi. Dokular
lamda kuruduktan sonra lamlar etiivde 4 saat kadar bekletilip dokunun lama sabitlenmesi ve
lama yapisan parafinlerin erimesi saglandi. Son olarak mikroskopta gerekli goriintiiniin
saglanmasi adina preparatlar Hematoksilen&Eozin ile boyandi ve entellan ile sabitlenip
uistiine lamel kapatildi. Dokulara gerekli fiksasyon islemi tam gerceklesmemesi sebebiyle
tamamen aliman doku orneklerinden kaynaklanan bir aksilik sebebiyle numunelerin
goriintiilerinde netlik saglanamadi ve dokularin dokiilmesi gerceklesti. Histopatolojik

bulgular kismina yer verilemeyecektir.

2.4.1.1. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerin gerceklestirilmesinde GraphPad Prism (versiyon 7.04,
GraphPad Software Inc., San Diego, ABD) programi kullanildi. Gruplar arasindaki
istatistiksel degerlendirmede oneway analysis of variance (ANOVA) ile yapild:
Biyokimyasal degerlerin yorumlanmasi ve grup degerlerinin ¢oklu karsilagtirilmasi, ELISA
kit prosediiriindeki grafikten, parametrik testlerden Dunnett's multiple comparisons testi ile
gerceklestirildi. Gruplarin degerleri, ortalama + SEM olarak ifade edildi ve p degeri 0,05
istatistiksel anlamlilik i¢in sinir kabul edildi. p degeri 0,05 istatistiksel anlamlilik i¢in sinir
kabul edildi. Agirlik degisimi kiyasini gosteren tablonun hazirlanmasi ve ortalama degerlerin

tespit edilmesi i¢in Microsoft Office Excell programi kullanildi.

Calismamizda motor test i¢in kullandigimiz diizeneklerden en anlamli sonuglar
alabilmeyi planladigimiz Hole and Board testinin igeriklerine ve siralanan parametrelere
bakilarak aldigimiz  sonuglar1  Video Kaydi Sistemi ve Istatistiksel analizlerin
gerceklestirilmesinde GraphPad Prism (versiyon 7.04, GraphPad Software Inc., San Diego,
ABD) programi kullanildi. Gruplar arasindaki istatistiksel degerlendirmede oneway analysis
of variance (ANOVA) ile yapildi. Motor aktivite test degerlerin yorumlanmasi ve grup
degerlerinin ¢oklu karsilagtirilmasi, parametrik testlerden Dunnett's multiple comparisons
testi ile gergeklestirildi. Gruplarin degerleri, ortalama + SEM olarak ifade edildi ve p degeri

0,05 istatistiksel anlamlilik i¢in siir kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Agirhik Olciimleri

Calismamizda yem ve su kisitlamasi olmadan (ad libitum yem ve ¢esme suyu, yeme
icmeyi engelleyici veya tesvik edici miidahalelerden kaginilarak) beslenen sicanlarin
sakrifikasyon isleminden oOnce si¢anlarin agirlik Ol¢iimleri alindi. Rotenon ve tedavi
gruplarindan elde edilen sonuglar, Kontrol grubu ortalama agirlik (316,257 gr) sonuglartyla

kiyaslanarak yiizdesel degisim seklinde sunuldu (Tablo 2).

Rotenon uygulamasinin 1. giiniinde 4 mortalite, takip eden 25.giin sonunda da totalde
12 mortalite gergeklesti.

Tablo 6. Parkinson modeli olusturulan tiim gruplarin Kontrol grubuyla kiyaslanarak

hesaplanan agirlik degisim yiizdeleri

Kontrol RT RT+VIP RT+NG
Sakrifiye giinii 355,14 gr 312,23 gr 305,23 gr 303,80 gr
Degisim (%) +8.21 -8,96 -3,26 -3,06

4.2. Makroskobik Bulgular

Gruplardaki siganlar sakrifiye edildikten hemen sonra, biyokimyasal ve histolojik
incelemeler i¢in beyin dokusu alinip ayrilmadan once ve alindiktan sonraki elde edilen

(makroskobik inceleme igin) fotograflar (Resim 6) (A) total beyin dokusu (B) sol hemisfer.
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Resim 10. Makroskobik Sakrifiye giinii goriintiileri.

(A) Total Beyin Dokusu (B) Sol Hemisfer

4.3. Biyokimyasal Bulgular

Bu ¢alismada; rotenone ile gerceklestirilen deneysel parkinson modelinde VIP ve NG
uygulamalariyla; mitokondriyal oksidasyon etkisi biyokimyasal olarak degerlendirildi.
Biyokimyasal analiz sonuglari (Sekil 11, Sekil 12, Sekil 13, Sekil 14, Sekil 15, Sekil 16, Sekil
17, Sekil 18) sunuldu. Tim biyokimyasal sonuglara ait degerler ise Tablo 7’de gosterildi.
Tablodaki ve grafiklerdeki; alfa-sync, gsk-3 beta, dopamin, 8-OHdG, MDA, GSH, SOD, total
protein sayisal degerleri beyin dokusundan alinan striatumdaki analiz sonuglarina ait veriler

degerlendirilerek striatum analiz edildi, onlara ait sonuglara detayli sunuldu.

58



Tablo 7. Biyokimyasal analiz sonuglarina ait istatistiksel degerler

GSH(ng/ml) Total protein
Alfa-sync (pg/gr) | GSK-3beta(pg/gr) |8-OHdG (ug/gr) |DA (ng/gr) MDA (mU/ml) SOD (ng/ml) . ]
(Distal ileum) (pg/ar)
Kontrol |1426+149,7*%** |1343+127,5* 7,14+0,7788*** |43 47+4,124* 483,9+81,44** 119,8+11,07*** |39,32+1,816 123,9+61,44**
RT 2092 1726 10,42 55,21 780,3 69,99 36,18 70,3
RT+VIP |1978+160 1205+127,5%%* 8,298+0,7788*  |36,1944,124%*** |412 4481,44***  184,41+11,07 39,94+1,816 439,481 44 % %%
RT+NG |1571+160* 1449+127,5 8,812+0,7788 45,63+4,124*  |502,0+£81,44** 100,3£11,07* 30,44+1,816 152,0£61,44**
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4.3.1. ELISA yontemi ile striatumdan doku tayini

4.3.1.1. alfa-sync ELISA Kiti ile doku tayini bulgusu

Yapilan biyokimyasal analiz sonuglarinda, striatum alfa-sync seviyelerinin Kontrol

grubunda, RT grubuna goére anlamli diizeyde diisiiklik oldugu belirlendi, ancak RT+VIP

grubunda, RT+NG grubuna gore anlamli azalma oldugu saptandi.

alfa-sync analiz, - 16,205x2 + 28,956x + 2,4336
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Tablo 8. Alfa-sync analizi ELISA tayini grafigi

Sekil 11. Gruplar arasi a-sync diizeylerinin karsilagtiriimasi

Kontrol grubunda, RT grubuna gére RT+VIP ve RT+NG gruplar1 anlamli azalma

gozlenmistir. (p<0,05)
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4.3.1.2. GSK-3 beta ELISA Kiti ile doku tayini bulgusu

Yapilan biyokimyasal analiz sonuglarinda, striatum GSK-3 beta seviyelerinin Kontrol

grubunda ve RT grubuna goére anlamli olmayan diizeyde benzerlik oldugu belirlendi, fakat

RT+VIP grubunda, RT+NG grubunda ileri diizeyde anlamli bir degisim olmadig1

gbzlemlendi.
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Tablo 9. GSK-3 beta analizi ELISA tayini grafigi

Sekil 12. Gruplar aras1 GSK-3 beta diizeylerinin karsilastiriimasi

Kontrol grubunda,RT grubuna gére RT+VIP ve RT+NG gruplari hi¢bir anlamli deger

gdzlenmemistir.
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4.3.1.3. 8-OHdG ELISA Kkiti ile doku tayini bulgusu

Yapilan biyokimyasal analiz sonuglarinda, striatumdaki 8-OHdG lipid peroksidasyon
iriinlerinden birinin seviyelerinin belirlenmesi i¢in yapilan ELISA uygulamasinin grafiksel
ve istatistiksel sonucu; RT grubunda yiiksek bir diigiis gozlenirken, RT+VIP ve RT+NG
gruplarinda artis gozlenmektedir. Bu durumda RT+VIP grubunun RT+NG grubuna gore az
bir farkla anlaml olarak lipid indiiklemesi belirlendi (p< 0.05, Grafik 3)

y =416,41x? - 422,3x + 107,31

8-OHdG analizi R? = 0,9984
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Tablo 10. 8-OHdG analizi ELISA tayini grafigi

Sekil 13. Gruplar aras1 8-OHdG diizeylerinin karsilastiriimasi

Kontrol grubunda, RT grubuna gére RT+VIP grubu RT+NG grubuna gore anlamli
deger gozlendi.(p<0,05)
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4.3.1.4. Dopamin ELISA kiti ile doku tayini bulgusu

Analiz sonuglarimiza gore, striatumdaki dopamin seviyelerinde RT+NG grubunun
dopamin seviyesinin hemen hemen kontrol grubuna yaklastigini bulundu. SPP degerinin
(0,599+-0,19) araliklarinda oldugu saptandi. Kontrol grubunda dopamin seviyesi ve RT
grubundaki dopamin seviyesi anlamli bir fark belirlendi. RT+VIP ve RT gruplar1 arasinda
anlamli bir fark s6z konusu degildi. Norodejeneratif hasarlarin ELISA yontemi tayininde
anlamli fark elde edildi.(p< 0.05, Grafik 4)

dopamin analizi - 75 591x - 86,024x + 25,384
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Tablo 11. Dopamin analizi ELISA tayini yontemi

Sekil 14. Gruplar aras1 dopamin diizeylerinin karsilastirilmasi

RT+NG grubunda RT grubuna gore anlamli deger gozlenmistir.(p<0,05)
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4.3.2. Doku orneklerinde tayin yontemleri bulgular:

4.3.2.1. MDA tayini

Kontrol ve RT gruplarinda lipid peroksidasyonunun birikmesi sonucu ortaya ¢ikan
MDA artisi, RT grubunda anlaml artis gostermektedir. RT+VIP ve RT+NG gruplarmin
karsilagtirilmas1 sonucu VIP ve NG etken maddelerinin biyokimyasal parametrelerdeki

sonuglarma goére anlamli bir degisime sebep olmadigi gézlemlendi.

MDA
—@—SONUC == PROTEIN (pg/ml)
2500
2000
1500
1000
500

o " s

Tablo 12. MDA Spektrofotometrik grafigi

Sekil 15. MDA grafigi
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4.3.2.2. SOD tayini

Calismamizda beyin dokusundan homojenizasyonu saglanmis striatum bolgesindeki

SOD analizi sonucu bulgularimizda anlamli bir fark bulunamadi.

SOD
—— —— ——
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2

Tablo 13. SOD spektrofotometrik grafigi

Sekil 16. SOD grafigi

65



4.3.2.3. GSH tayini

PD grubunda beyin dokusu tizerinde rotenone etkisi incelendiginde GSH miktarinda
anlamli bir artig gézlemlendi. RT+VIP grubunda ise anlaml1 bir degisiklik olmadig: ortaya
¢ikarken RT+NG grubunda ortaya ¢ikan sonug oldukga anlamli bir artig1 gésterdi. (p< 0.05,
Grafik 7)
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Tablo 14. GSH spektrofotometrik grafigi

Sekil 17. GSH grafigi
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4.3.2.4. Protein tayini

PD grubunda beyin dokusu tizerinde rotenone etkisi incelendiginde GSH miktarinda

anlamli bir artig gézlemlendi. RT+VIP grubunda ise anlaml1 bir degisiklik olmadig: ortaya

cikarken RT+NG grubunda ortaya ¢ikan sonug olduk¢a anlamli bir artis1 gosterdi (p< 0.05,

Grafik 8)
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Tablo 15. Protein spektrofotometrik grafigi

Sekil 18. Protein grafigi
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4.4. Motor Test Bulgular

4.4.1. Hole and Board Test Bulgular

Hole and Board (HB) testi uygulanmadan 2 hafta 6nce deney hayvanlarinin dncelikle
Kilo alimlar1, yem durumlari, su durumlar1 kontrol edilerek; ratlarin fiziksel olarak farklilik
gosteren herhangi bir noroplastisiteye meyilli olmasina ve aspirasyon durumlarina bakilarak
deneye hazirlik asamasina gegildi. HB test diizenegine koyulan gruplardaki ratlarda Kontrol
Grubu, RT Grubu, RT+VIP ve RT+NG Grubu arasinda gozlemlenen parametrelerdeki
farklarda bir degisiklik bulunamadi. Aragtirmanin 6n hazirlik asamasinda beklenen sonuglar

sadece ratlarin ortama oryantasyonu igin degerlendirildi.

4.4.1.1. Kafa Daldirma Hareketi Analiz

Deney hayvanlarinin belirledigimiz motor aktivite diizenegi olan HB’ye birakilmasi
ile belirlenen parametrelerden olan KDH gruplar arasinda anlamli farkliliklar ortaya cikt.
Kontrol grubunda beklenildigi gibi en fazla KDH bulunurken, RT grubunda bu hareket
kontrole gore daha az seviyede ¢ikti. RT+VIP, RT+NG gurubuna gére KDH oldukga anlalml
bir farklilik gosterdi. (p< 0.05, Sekil 19)

Sekil 19. KDH istatistiksel grafigi
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4.4.1.2. Delik Sayis1 Analiz

Ziyaret edilen delik sayisina gore kontrol gurubunun kendi i¢inde oldukga fazla sayida
oldugu, gruplar arasinda bir karsilagtirmanin ise; RT+VIP grubunun RT+NG grubuna gore
daha fazla delik ziyaret ettigi ve aradaki farkin anlamli oldugu belirlendi (p< 0.05, Sekil 20)

Sekil 20. DS istatistiksel grafigi

4.4.1.3. Merkeze Ziyaret Analizi

Merkeze ziyaret sikliginda gruplarin kendi i¢inde degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi. Gruplar arasinda karsilastirmada ise; RT gurubunda alinan
sonu¢. RT+VIP ve RT+NG’ye gore daha fazla fazla bulundu. (p< 0.05, Sekil 21)
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Sekil 21. MZ istatistiksel grafigi

4.4.1.4. Sahlanma Analiz

S hareketi gruplar arasinda farkli ve K gurubunda en yiiksek seviyede oldugu
belirlendi. RT grubunda K gurubuna gore diisiik, RT+VIP grubu RT+NG grubuna gore daha
fazla seviyede ve anlaml bir artig gézlendi (p< 0.05, Grafik 22)

Sekil 22. S istatistiksel analiz

70



4.4.1.5. Siislenme Analiz

Deney hayvanlarinin siislenme davraniginda K grubunun RT+VIP grubuna gore
yakin bir artig gosterdigini, RT+VIP, RT+NG karsilastirmasinda; RT+VIP grubu farkli
bulundu. (p< 0.05, Grafik 23)

Sekil 23. S istatistiksel grafigi
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5. TARTISMA

Bu c¢alisma; dopaminerjik noron hasarlar1 ve tauopatilerin neden oldugu bazi
norodejeneratif  hastaliklardan olan  parkinson  modelinde  striatum  bolgesinin
totalizasyonundaki biyokimyasal hasarlar, motor aktivitedeki degisiklik ve farkliliklarinin
rotenone ile model olusturulduktan sonra, VIP ve NG ile tedavi ve koruyucu etkilerine

bakilarak olas1 sonuglarinin yorumlanmasina yonelik olarak gergeklestirildi.

Calismamizda 60 giin siiresince rotenon uygulamas: ile deneysel Parkinson
olusturulan RT grubunda, rotenon uygulamasina ek olarak VIP ve NG verilen gruplarinda yer
alan 12 haftalik, 48 adet Wistar albino erkek ratlarda viicut agirliginin azalirken, buna bagl
olarak viicut agirhiginda yiizde degisimleri RT ve VIP gruplarimin aksine uygulama siiresince
artig gosterdi. Rotenon enjeksiyonu uygulamasinin sonlandirildigi 60. giin ile deney
baslangicinda (0. giin) kaydedilen canli agirliklar kullanilarak hesaplanan RT, RT+VIP,
RT+NG ve K grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,05). Benzer sekilde enjeksiyon
uygulamasinin sonlandirildig1 60. giinden sonra, iki haftalik bekleme siiresinin sonunda (75.
giin) kaydedilen canli agirliklar anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,05). Parkinson
hastalarinda goriilen agirlik kaybina disfaji, gastrointestinal disfonksiyonlar, depresyon,
hipozmi gibi gida aliminin azalmasina neden olan premotor semptomlarin yaninda tremor,
rijidite gibi enerji harcanmasina neden olan motor semptomlarin katkida bulundugu
(Kashihara, 2006), ancak bu durumun yalnizca gida alimmin azalmasi ve enerji
harcanmasinin artmasina bagli olarak agiklanamayacagi (Cumming ve ark, 2017), altta yatan
mekanizmanin halen belirsiz oldugu bildirilmektedir. (Cersosimo ve ark, 2018; Ma ve ark,
2018)

Lorefalt ve ark (2004) tarafindan yapilmis c¢alismada, erken dénem Parkinson
hastalarinda kalori alimi arttirilmasina ragmen Kilo kaybi tespit edilmistir. Bunun yaninda
Parkinson hastalar1 ve ayn1 yasta bulunan saglikli kontroller iizerinde Baricella ve ark (2003)
ve Morales-Briceno ve ark (2012) tarafindan gergeklestirilmis Kkesitsel c¢alismalarda ise
Parkinson hastalarinin %60’ 1indan fazlasinin asir1 kilolu ya da obez oldugu, hastalarin yalnizca
%3 {iniin diisiik beden kKitle indeksine sahip oldugu bildirilmistir. Sirasi ile Italya ve
Meksika’da gerceklestirilmis olan bu ¢aligmalarda, populasyonun obezite oraninin yiiksek

olmasmin da géz 6niinde bulundurulmasi gerektigi ancak asir1 kilolu olmanin Parkinson
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hastaliginda goriilen kilo kaybmi telafi etmek igin yeterli bir neden olamayacagi
belirtilmektedir (Ma ve ark, 2018). Benzer sekilde Miyazaki ve ark (2020) 4 hafta siiresince,
2.5 mg/kg dozda, subkutan rotenon uyguladiklar1 erkek farelerde galisma siiresince agirlik

kayb1 tespit etmemislerdir.

Parkinson hastaliginin etiyolojisi heniiz tam olarak anlasilmamis olmasina ragmen in
vitro deney setlerinde Parkinson modeli olusturularak, epidemiyolojik ¢alismalar ve genetik
analizler yapilabilmektedir. Bu c¢alismalar Parkinson hastaliginin  patogenezinin
anlagilmasinda 6nemli bir bakis acis1 saglamaktadir (Dawson and Dawson, 2003). Yaygin
olarak primer sigan orta beyin hiicre kiiltiirti, Parkinson hastaliginda biyokimyasal ¢aligmalar
icin kullanilmaktadir. Bu hiicrelerin kokeni insan kaynakli hiicre kiiltiirlerine ait degildir.
Dolayisiyla bu hiicreler, Parkinson modeli olusturmak tizere potensiyel farklilagma nitelikleri
smirli olan % 6-15 oraninda TH-positif noron hiicreleri igerirler (Liu et al., 2008). Parkinson
hastalig1 60-65 yas araliginda bulunan popiilasyonun % 2-3’tinde goriilen, insidansi 6zellikle
50 yasindan sonra artis gosteren (Saiki ve ark, 2011; Bollinger ve ark, 2012; Weiser ve ark,
2013; Oung ve ark, 2015; Ozmiis ve ark, 2017; Cerri ve ark, 2019), 70 ve iizeri yas
populasyonunda insidansi %3’e, 80-85 ve iizeri yas populasyonunda insidansi %4’e yiikselen
(Saiki ve ark, 2011; DeMaagd ve Philip, 2015; Ylikotila ve ark, 2015), yaslanma ve buna
bagl faktorlerle yakindan iliskili bir hastaliktir (Sveinbjornsdottir, 2016; Getz ve Levin, 2017,
Poewe ve ark, 2017; Tysnes ve Storstein, 2017; Mishra ve ark, 2018; Nair ve ark, 2018;
Rajsombath ve ark, 2019). Diinya genelinde yaklagik 10 milyon Parkinson hastasinin
bulundugu bildirilmektedir (Nair ve ark, 2018; Perlbarg ve ark, 2018; Sui ve ark, 2019).
Cesitli tilkelerde yapilan pek ¢ok kohort ¢alismasinda, hastaligin insidansi ve prevalansi
metodolojik farkliliklara bagh olarak degiskenlik gosterse de, erkeklerde kadmlardan 1.5-2
kat daha fazla goriildiigii saptanmistir (Wirdefeldt ve ark, 2011; Bollinger ve ark, 2012; Amel
ve Heba, 2013; Cerri ve ark, 2019; Lee ve ark, 2019; Park ve ark, 2019). Bolgesel olarak
bakildiginda Asya kitasinda insidans1 Kuzey Amerika ve Avrupa tilkelerine kiyasla distiktiir
(Oung ve ark, 2015; Getz ve Levin, 2017), ancak Asya iilkelerinde PH insidansini ortaya
koyan epidemiyolojik arastirmalarin da diger bolgelere oranla daha az sayida oldugu da
bildirilmektedir (Park ve ark, 2019).

PH c¢alismalar i¢in erisilebilir bir model olusturmak oldukc¢a zordur.PD'deki son
terapdtik ilerleme, flavanoidlerin umut verici roliinii ortaya koymaktadir.Duyarli néronlari
koruyarak biligsel islevi 1iyilestirmek, motorun bakimmin1 Yyapmak kontrol, motor

komplikasyonlarda azalma (Vauzour ve ark., 2008), nigro striatal bakimi biitiinlik ve
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islevsellik. Flavanoidlerin bu umut verici 6zellikleri, érnegin sesamol ve naringenin, PD
tedavisi igin giiglii noroprotektif ajanlar olarak kullanilabilir (Datla ve ark.,2001) ve diger
norolojik bozukluklar (Ahmad ve digerleri, 2012; Zbarsky ve digerleri, 2005).Burada ilk kez
naringeninin kapsamli ancak bireysel roliinii ¢alismaktayiz ve mitokondriyal maruziyet
tizerine noroproteksiyonda naringenin (rotenon kaynakli PD modeli)dir. Rotenon kaynakli
PD benzeri modelinde (Lapointe ve digerleri, 2004; Sonia Angeline ve digerleri,2012) 6nemli
nigra ve striatumda ndronal hasara neden olur, motor beceri bozuklugu, davranis
degisiklikleri, degisen kas morfolojisi ile birlikte viicut agirligi kaybi. Bunlar noroprotektif
flavonoidler, sesamol ve naringenin kullanilarak anormallikler tersine ¢evrilmistir ayr1 ayri.
PD'deki norodejenerasyonun bir¢ok faktor tarafindan tetiklendigi goriilmektedir (Barzilai ve
Melamed, 2003); motor test bulgularimiza gore; flavonoidlerin  koruyucu roliinii
giiclendirdigi néronal hasar1 dnledigini gostermektedir. (Spencer, 2007) Agirlik, lokomotor
aktivite, motor koordinasyon ve farkli oksidatif hasar1 hafifletir.Ornegin Huntington hastalig
modelinde si¢an beyninin bolgeleri (Kumar ve ark., 2009),Huntington hastaliginda beynin
tiim bdlgelerinde mitokondriyal enzimlerin biyoyararlanimi gz 6niine serilmektedir.Onemli
olarak, anti-oksidan ve anti-inflamatuar o6zelligi nedeniyle naringenin, bilissel bozulma
(Misra ve digerleri, 2011, Kumar ve digerleri, 2011), asetil kolinesterazda azalma intra
serebroventrikiiler beyinde aktivite, alfa-sync seviyeleri ve zayiflatilmis oksidatif stres

parametreleri artmigtir.(Ahmad ve digerleri, 2012; Chandrasekaran ve digerleri, 2009).

Parkinson modeli siganlari VIP ile tedavisi sonrasi biomarker protein say:r ve
yogunlugu bir miktar azalmasina ragmen, tamamiyle kontrol grubu seviyelerine inmedigi
gbzlendi. VIP’in néron koruyucu etkisi tanimlanirken astrosit mitozunu artirdigi ve ADNP
gibi astrosit kaynakli norotrofik molekiillerin saliverilmesini uyardigi varsayilmaktadir.
(Brenneman vd.,1997; Brenneman vd., 2007; Gozes, 2007; Gozes, 2012; Kouki, 2007; Said,
2000).Farelerde VIP antagonistleri vererek yaptiklar1 in vivo bir ¢alismada, neokortekste
dramatik bir sekilde astrosit kayb1 oldugunu, VIP uygulamasi ile neokortikal astrogenezis
meydana gelerek bu kaybin geri dondiigiinii gdstermislerdir (Zupan, 1998). VIP ile tedavi,
hiicre dis1 GSH diizeylerinde normal diizeylere dogru azalma yaratirken, glutamat ve GABA
diizeylerinde artiga neden olmustur. Laktat diizeylerine ise ViP“in belirgin bir etkisi
gbdzlenmemistir. VIP olasilikla glutamin-glutamat-GABA dongiisiinii  hizlandirmis  ve
striatumdaki MSN“larda ADNP ekspresyonunu artirarak bu ndronlart korumus ve
GABAerjik olan bu néronlardan GABA saliverilmesini artirmis olabilir. VIP’in astositler

iizerindeki modulatér etkisinin en iyi gdstergesi GSH diizeylerine yapmis oldugu etkidir. ViP
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ile tedavi GSH diizeylerini kontrol diizeylerine getirmistir. Astrogliosisi ¢ok azaltmadan,
GSH saliverilmesini azaltmasi kendi giiglii antioksidan etkisiyle birlikte glutamat diizeylerini

de artirmasina baglanabilir.

Delgado ve ark. ise farelerde yaptiklar1 bir calismada VIP’in travmaya bagl olarak
gelisen astrogliyozisi azalttigmmi gostermislerdir (Delgado & Ganea, 2003b). VIiP,
ksantin/ksantin oksidazi inhibe ederek siiperoksid anyon olusumunu engeller. Ayrica OH
radikali ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirlerini siipiirerek ortamdan uzaklastirmaktadir
(Said, 2000). Tungel ve ark. yaptiklar1 bir calismada ViP’in antioksidan etkisini 6-OHDA ile
olusturulmus Parkinson modelinde géstermislerdir. Calismamizda kullandigimiz Rotenone
modelinin de benzer bulgular1 destekledigi ortaya c¢ikmistir. 6-OHDA norotoksini
uygulanmast ile sigan striatumunda olusan lipid peroksidasyon ve DNA fragmantasyonu ViP
tedavisi ile azaltilmistir (Tungel, 2012). VIP giiclii modiilator etkiye sahip bir molekiildiir.
VIP ile tedavisinde koruyucu etkisine bakildiginda motor aktivite testlerinden HB
uygulanmasi sonuncunda alinan veriler 1s1ginda 6zellikle beklenen parametrelerden olan KD

hareketinin artis gosterdigi ve S hareketinin de bunu destekledigi ortaya ¢ikmaktadir.

Tartismali bir konu olan o6zellikle c¢alismamizda elde edilen alfa-synuclein
biyokimyasal analizde elde edilen sonuglara gore; yanlis katlanmis a-Syn tiirlerinin
proteazomal islevi bozup bozmadigi sorusu degerlendirildi. Yaklasim (in vitro kars1 in vivo),
hiicresel modeller (néronal ve néronal olmayan) ve kullanilan a-syn tiirlerinin tipine bagh
olarak geliskili sonuglar bildirilmistir (Lindersson ve digerleri, 2004; Snyder ve digerleri.
2003; Petrucelli ve digerleri. . 2002; Bence vd. 2001; Tanaka ve arkadaslar1 2001; Zhang ve
ark. 2008; Tofaris vd 2003). Lindersson ve digerleri, 2004 ‘te de belirtilen bilgiye paralel
olarak bizim bizim ¢alismamizin bulgularina gore de; ndrodejeneratif hasar meydana gelmesi
ile birlikte rotenone uygulamasi ile parkinson modelinde kismen hastaligin belirledigi protein
seviyelerini baskiladigi ve ters etki sagladigini sdyleyebiliriz. Oksidatif hasar meydana
gelmesi ile birlikte rotenone uygulamasi ile parkinson modelinde protein beyinde hem néron
hem de glialarda bol miktarda bulunan bir kinazdir. Elde edilen analiz sonucunda kapsamli
bir sonug elde edilemedi. (Beyoglu, 2014). a-siniikleinopatiler ve diger proteinlerin yanlis
katlanmasindan kaynaklanan hastaliklar, 6zellikle tauopatiler arasinda bir 6rtiisme vardir. a-
syn, pt, AP ve diger proteinler ile protein agregatlariin indiiklenmesi ve yayilmasi dahil
olmak tizere altta yatan patojenik mekanizmalar arasinda sinerjistik etkiler vardir (Jellinger,
2011). Parkinson hastaliginda her ne kadar alfa siniiklein 9 patolojisi ve otonom sinirlerin

denervasyonu yaygin olarak gozlenmis olsa da, disotonomik semptomlarin spesifik
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mekanizmasi hentiz tanimlanmamustir (Chen ve ark, 2020). a-Syn asir1 ekspresyonu ve
agregasyonu, ¢oklu mekanizmalar yoluyla endozomal ve lizozomal islevi bozabilir (Perrett
ve ark. 2015). NM graniilleri, dopaminerjik néronlarin lizozomlarinda bulunur (Tribl ve ark.
2006; Plum ve ark. 2016 ) ve NM birikimi, yaslanan néronlarda a-sin birikimi ile iligkilidir
(Xuan ve ark. 2011). Bir hipoteze gore, dopaminerjik néronlarda NM birikimi, endozomal-
lizozomal yoldaki stokastik molekiiler kusurlara duyarliliklarini artirarak a-sin birikimine yol
acabilir (Perrett ve ark. 2015 ). Lizozomal disfonksiyon daha sonra mitofajide eksikliklere ve
islevsiz mitokondri olusumuna yol acabilir (Gegg ve Schapira 2016). Bu nedenle, NM, a-syn
ekspresyonu ve toplanmasinin indiiklenmesi yoluyla PD'deki ndronal giivenlik agigina
aracilik edebilir (Xu ve Chan 2015 ). Tersine, a-syn ayrica muhtemelen sitozolik dopamin

seviyelerini artirarak NM'nin biyosentezini de kolaylastirir (Pan ve ark. 2012).

Calismamizda da Alfa-sync geninin kodlamis oldugu alfa-sync protein katlanmasini
indiikledigi GSK-3 betanin selektif inhibitorlerinin kulanimimin arttigi ve parkinson
hastaliginda tedavi edici ozellikte oldugu gosterildi ancak diisiis kontrol diizeylerinde

ger¢eklesmedi.

Oncelikle in vitro Parkinson modeli olusturulan calismamizda o6zellikle hiicre
metabolizmasinin diizenlenmesinde etkili olan bazi dopaminerjik néron hasarmi tedavi
edecegi umulan ilaglarin etkisi arastirildi. Elde ettigimiz sonuglar, GSK-3 beta sinyal
yolagmin olusturulan modelde rol oynayabilecegini gosterdi. Sonuglarimizin Parkinsonun
etyopatogenezinin daha iyi anlagilabilmesi ve buradan yola ¢ikarak, hastaliga kars1 yeni tedavi

stratejileri gelistirilebilmesi i¢in aracilik edecegini diisiinmekteyiz.

Yaptigimiz motor aktivite test sonuglarina gore; basi egme sikligindaki ilk diisiisiin
yorumu, kafay1 egmenin korkulu, neofobik bir tepkiyi temsil edebilecegidir. Cihaza ilk maruz
kaldiginda hayvan aktif olarak bir kagis yolu bulmaya calisir ( Renner, 1990 )Bizim
calisamamizda da test giiniin baglamasindan 2 hafta 6ncesinde oryantasyon igin birakilan
ratlarda benzer davraniglar gozlemlenmistir. Yetiskin erkek siganlarin, delikli tahta aparatina
tek bir maruziyetin ardindan dolasimdaki kortikosteroid seviyelerinde bir artis sergiledigi
gosterilmistir (Marquez ve digerleri, 2005, 2006).), bu da cihazda test yapmanin stresli bir
olay oldugunu disiindiiriir. Bu bas egme yorumu dogruysa, bas egme davranisi azaldik¢a
korkunun ve tremor, rijidite, bradikinezi gibi parkinson beliritlerinin de azalacagini tahmin
edebiliriz. Yani kafa egme davranig1 arttikca PD belirtilerinin  ¢ok goriilmedigini
yorumlayabiliriz. (Belzung 2001) Calismamizda KD hareketi analiz sonuglarina gore; deney

hayvanlarinin belirledigimiz motor aktivite diizenegi olan HB’ye birakilmasi ile belirlenen
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parametrelerden olan KDH gruplar arasinda anlamli farkliliklar ortaya ¢ikti. Kontrol
grubunda beklenildigi gibi en fazla KDH bulunurken, Belzung 2001°¢ paralel olarak, RT
grubunda bu hareket kontrole gore daha az seviyede ¢ikti. RT+VIP, RT+NG gurubuna gore
KDH oldukga anlamli bir farklilik gésterdi. Bu yorumun lehinde, ilk birkag testte kafay1 egme
siklig1 azalirken, delik tahtasinin orta alanina hareket miktar1 ve orta alanda harcanan zaman,
bu denemelere gore biiyiik dlclide artti. Bu nedenle, korku goriiniiste azaldikca, bas egme de
azaldi. Yeniden bir aygita maruz kalindiginda yasanan korkunun normal ya da 'durumsal’
kaygiyla esitlenebilecegini varsayarsak (Belzung ve Griebel, 2001). Bu sonuglar, kafay1 egme
davranisinin kaygi benzeri bir yanit tarafindan bastirildig1 varsayimiyla ¢elisir; bu durumda,
kafay1r egmenin kaygi benzeri davramisin tersi yonde degismesini bekleyebilirdik. Bu
calismanin sonuglari, delik tahtas1 goérevinde kafay1 yere egmenin neofilik bir yaniti temsil
ettigi varsayiminin mutlaka dogru olmadigimi gostermektedir. En azindan diizenege
birakildiginda, kafayr egmenin denegin potansiyel bir kagis yolu bulma girisiminden
kaynaklanmasi muhtemeldir. Bu konu, bir ¢evre etrafindaki yiiksek hareket seviyelerinin
hemen neofili veya yenilik arayisinin olumlu bir sekilde 6diillendirilmis bir yonii olarak
yorumlanmamasi gerektigi icin, kesif davraniginin kosulsuz davranis testleriyle ilgili daha
genel bir sorunu vurgulamaktadir ( Welker, 1957).). Yeni bir gevredeki herhangi bir davranis,
hem neofili hem de neofobiden etkilenecektir, dyle ki, tek bir davranis 6l¢iisiiniin, neofilik
veya neofobik egilimlerin tamamen gostergesi olmasi olas1 degildir. Bir stirekliligin kutupsal
uclarinda olmak yerine, neofili ve neofobi birbirinden bagimsiz olarak degisebilen iki
ortogonal faktor olarak disiiniilmelidir (Greenberg, 2003). Kemirgen kesfiyle ilgilenen
arastirmacilar i¢in, kafaya daldirma gibi basit 6nlemlerin, bu iki faktor arasindaki karmagsik

etkilesimi kendi baslarina ortaya ¢ikarmalari pek olasi degildir.

Sonug olarak; deneysel Parkinson olusturulan ratlarda Naringenin ve Vazointestinal
Peptid kombinasyonu kullaniminin 6zellikle motor aktivitelerde 6nemli iyilesmeler sagladigi
ve Alfa-sync geninin kodlamis oldugu alfa-sync protein katlanmasini indiikledigi GSK-3
betanin selektif inhibitorlerinin kulaniminin arttig1 ve parkinson hastaliginda tedavi edici
ozellikte oldugu soyleyebiliriz. Ayrica ¢alismamizin Parkinsonun etyopatogenezinin daha iyi
anlagilabilmesi ve buradan yola ¢ikarak, hastaliga karsi yeni tedavi stratejileri

gelistirilebilmesi i¢in aracilik edecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Parkinson hastaligi kronik inflamasyonun eslik ettigi, multisistem progresif bir
hastaliktir. Post mortem yapilan pek ¢ok arastirma, Parkinson hastalarinda gesitli beyin
bolgelerinde gliyozis ve buna bagl mikrogliyalarin sayisinda, morfolojisinde ve ekspresyon
paterninde degisiklik saptamistir. Bunun yaninda Parkinson hastaliginda santral sinir sistemi
tutulumundan once diger organ ve sistemlerde de patolojik degisimler saptanmustir.
Dolayisiyla Parkinson hastaliginda immun sistem aktivasyonu yalnizca beyin ile sinirh
degildir, sirkiilasyona katilarak, santral sinir sisteminde fonksiyon gosteren immun
hiicrelerden ziyade, hastaligin patogenetik mekanizmalarinda rol oynayan organ ve
sistemlerde bulunan, lokal inflamatuar ve anti-inflamatuar reaksiyonlar1 yoneten periferal

immun hiicrelerin aktivasyonunu da igermektedir.

Aragtirmamiz Parkinsonun indiiklendigi ratlarda, Rotenone ile olusturulan modelin
VIP néron koruyucu etkisinin Striatumal lokalizasyonda etkili oldugunu, bunun yaninda bazi
biyokimyasal veriler ve motor testler 1s1ginda elde edilen verilerin, kismen anlamli, kismen

anlamsiz oldugunu gosterdi.

Parkinson hastaliginin erken donemlerinde diagnostik kriterlerin yetersiz olmasi,
motor belirtilerin gézlenmesinden sonra ise tedavi segeneklerinin kisitli olmasi nedeniyle son
yillarda yapilan arastirmalar, hastaligin patogenezinin aydinlatilmasini ve elde edilen bilgiler
dogrultusunda erken teshis ve tedavi kriterlerinin gelistirilmesini amaglamaktadir. Bu amagla
siklikla kullanilan deneysel hayvan modellerinde 6ncelikle hastaligin patogenezine uygun
deneysel modellerin se¢imi gerekmektedir. Ancak bahsettigimiz iizere, hastaligin
patogenezine en yakin bulgular1 olusturan Kronik rotenon uygulamasinin da, motor sistem
tizerine olan bulgularmin ¢aligmalar arasinda oldukga farklilik gosterdigi goriilmektedir.
Hedefe yonelik arastirmalarin  dogru sekilde gergeklestirilmesinde, kronik rotenon
uygulamasinda goriilen degisken sonuglarin, kullanilan deney hayvaninin tiirii, cinsiyeti, yas,
rotenonun uygulama yolu ve dozu gibi olas1 sebeplerinin standardizasyonuna yonelik daha

fazla arastirma yapilmasina ihtiyag vardir.

Yanlis katlanmis o-syn tiirlerinin proteazomal islevi bozup bozmadigi sorusu
tartismali bir konu olup cevap aranmaktadir. Yaklasima (in vitro karsi in vivo), hiicresel

modellere (néronal ve noronal olmayan) ve kullanilan a-syn tiirlerinin tipine bagh olarak
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celiskili sonuglar bildirilmistir (Lindersson ve digerleri, 2004; Snyder ve digerleri. 2003;
Petrucelli ve digerleri. . 2002; Bence vd. 2001 ;. Tanaka ve arkadaslar1 2001; Zhang ve ark.
2008; Tofaris vd 2003). Hiicre tipine ve baglama 6zgii 6zelliklerin bu tutarsizliklardan
sorumlu oldugu ve a-syn'in proteazomal aktiviteler {izerindeki inhibitor etkisinin PD'de
dopaminerjik noronlarin Se¢ici savunmasizligina katkida bulunabilecegi goriilmektedir

(Zondler ve ark. 2017).

Sonug olarak, a-syn sadece proteazom tarafindan bozulmakla kalmaz, patojenik a-syn
tiirleri de agik bir sekilde UPS'i tehlikeye atma egilimine sahiptir, bu da patolojik olarak ilgili
bir karsilikli etkilesimi gosterir. Literatiir bilgileri 1s1g8inda; alfa-synuclein geni Kit ¢alismasi
ve protein katlanmasinin totalizasyonunun ters etki yaparak VIP ve NG uygulamasinin
biyokimyasal kisminda anlamli bir sonuca ulasamadigimizi, farkli bir disiikliitk sonucunun

ortaya ciktigini soyleyebiliriz.

Calismamizin lokomotor test sonuglarina goére; oksidatif stres uygulanan deney
diizenegindeki 5 parametrenin 5’inden de anlamli sonuglar alinamamasina ragmen en ¢ok
ifade edilmesi beklenenen KD hareketi ve S hareketinin sonuglar1 bizim g¢alismamizda
kullandigimiz VIP etkisinin olumlu yonde sonug¢landigimi gosterdi. Bunun yaninda DS
parametresindeki bulgu da VIP kullanilan PD’li grupta olduk¢a yiiksek sonu¢ ortaya
cikmistir. Bu deney prosediiriinde VIP uygulamasi bas egme veya kafa daldirma sikligini
onemli 6l¢iide artirdi. Ratlarin VIP ile koruyucu etkisindeki uygulamasinin anksiyolitikler ve
anksiyojeniklerdeki farkliliklar1 ortaya ¢ikardigi sonucuna ulasildi. Hassas ve giivenilir bir
deney diizenegi olusturulmus olup ratlarda VIP ile olusturulan deney grubunun NG ile
olusturulan deney gurubuna gore olduk¢a anlmali bir sonu¢ elde etmede roli ve basarisi

oldugu soyleyebiliriz.

Deneylerimiz sirasinda yasadigimiz ortam kaynakli kisitliliklar ¢alismamizin bazi
parametrelerinde bekledigimiz sonuglari elde edememize neden oldugunu ve konu ile ilgili
calismalarin tayini ve tespitinde kullanilacak deneysel metod yontemlerinin anlamli bir

sekilde belirlenip tekrarlanmasinin daha iyi sonuglar verecegini sdyleyebiliriz.

79



KAYNAKLAR

Abbott RD, Petrovitch H, White LR, Masaki KH, Tanner CM, Curb JD, Grandinetti A,
Blanchette PL, Popper JS, Ross GW. Frequency of bowel movements and the future
risk of Parkinson's disease. Neurology2001, 57, 456-462.

Abbott RD, Ross GW, White LR, Tanner CM, Masaki KH, Nelson JS, Curb JD, Petrovitch
E. Excessive daytime sleepiness and subsequent development of Parkinson disease.
Neurology2005, 65, 1442-1446.

Abdel-Salam O, Mohammed N, Youness E, Khadrawy Y, Omara E, Sleem, A. Cerebrolysin
protects against rotenone-induced oxidative stress and neurodegeneration. Journal of
Neurorestoratology 2014, 2, 47-63.

Abdel-Salam OME, Sleem AA, Youness ER, Yassen NN, Shaffie N, El-Toumy SA.
Capsicum Protects Against Rotenone-Induced Toxicity in Mice Brain Via Reduced
Oxidative Stress and 5-Lipoxygenase Activation. Journal of Pharmacy and
Pharmacology Research 2018, 2(3), 60-77.

Abercrombie M. Estimation of nuclear population from microtomic sections. The Anatomical
Record 1946, 94, 239-247.

Adak, S., et al., Neuronal nitric-oxide synthase mutant (Ser-1412 --> Asp) demonstrates
surprising connections between heme reduction, NO complex formation, and
catalysis. J Biol Chem, 2001. 276(2): p. 1244-52.

Adiguzel E, Duzcan SE, Akdogan I, Tufan AC. A simple low-cost method for two
dimensional microscopic measuring and stepping on the microscopic plate.
Neuroanatomy 2003, 2, 6-8.

Adler CH. Premotor Symptoms and Early Diagnosis of Parkinson’s Disease. International
Journal of Neuroscience 2011, 121(2), 3-8.

Ahn J, Lee JY, Kim TW, Yoon EJ, Oh S, Kim YK, Kim JM, Woo SJ, Kim KW, Jeon B.
Retinal thinning associates with nigral dopaminergic loss in de novo Parkinson
disease. Neurology 2018, 91 (11), e1003—-e1012.

80



Ahn JHJ, Lee JS, Cho JH, Park J, Lee T, Song M, Kim H, Kang SH, Won MH, Lee, C. Age-
dependent decrease of Nurrl protein expression in the gerbil hippocampus.
Biomedical Reports 2018, 8, 517-522.

Aho VTE, Pereira PAB, Voutilainen S, Paulin L, Pekkonen E, Auvinen P, Scheperjan F. Gut
microbiota in Parkinson's disease: Temporal stability and relations to disease
progression.EBioMedicine 2019, 44, 691-707.

Akbayrr E, Sen M, Ay U, Senyer S, Tiiziin E, Kiigiikali CI. Parkinson Hastaliginin
Etiyopatogenezi.Deneysel Tip Dergisi 2017, 7(15), 1-23.

Alabi AO, Ajayi AM, Ben-Azu B, Omorobge O, Umukoro S. Methyl jasmonate ameliorates
rotenone-induced motor deficits in rats through its neuroprotective activity and
increased expression of tyrosine hydroxylase immunopositive cells. Metabolic Brain
Disease 2019, 2019, 1-14.

Albin, R.L., A.B. Young, and J.B. Penney, The functional anatomy of basal ganglia disorders.
Trends Neurosci, 1989. 12(10): p. 366-75.

Alcaro A, Huber R, Panksepp J. Behavioral Functions of the Mesolimbic Dopaminergic
System: an Affective Neuroethological Perspective. Brain Research Reviews 2007,
56(2), 283-321.

Alexander, G.E., Biology of Parkinson's disease: pathogenesis and pathophysiology of a
multisystem neurodegenerative disorder. Dialogues Clin Neurosci, 2004. 6(3): p.
259-80.

Aras, S., et al., The role of nitric oxide on visual-evoked potentials in MPTP-induced

Parkinsonism in mice. Neurochem Int, 2014. 72: p. 48-57.

Asanuma, M., H. Hirata, and J.L. Cadet, Attenuation of 6-hydroxydopamine-induced
dopaminergic nigrostriatal lesions in superoxide dismutase transgenic mice.
Neuroscience, 1998. 85(3): p. 907-17.

Ashour, R. and J. Jankovic, Joint and skeletal deformities in Parkinson's disease, multiple
system atrophy, and progressive supranuclear palsy. Mov Disord, 2006. 21(11): p.
1856-63.

Atkin, G. and H. Paulson, Ubiquitin pathways in neurodegenerative disease. Front Mol
Neurosci, 2014. 7: p. 63.

81



Baraboi, V.A., [The role of lipid peroxidation in the mechanism of stress]. Fiziol Zh, 1989.
35(5): p. 85-97.

Berardelli, A., et al., Pathophysiology of bradykinesia in Parkinson's disease. Brain, 2001.
124(Pt 11): p. 2131-46.

Betarbet, R., et al., Chronic systemic pesticide exposure reproduces features of Parkinson's
disease. Nat Neurosci, 2000. 3(12): p. 1301-6.

Birkmayer, W. and O. Hornykiewicz, [The L-3,4-dioxyphenylalanine (DOPA)-effect in
Parkinson-akinesia]. Wien Klin Wochenschr, 1961. 73: p. 787-8.

Bjorklund, A., Hokfelt, T., Lindvall, O., Dopamine-containing systems in the CNS, in
Handbook of Chemical Neuroanatomy. Vol. 2: Classical Transmitters in the CNS,
Part I, A.H. Bjorklund, T, Editor. (in press): Amsterdam: Elsevier. p. 55-122. 58.

Bourre, J.M., et al., The effects of dietary alpha-linolenic acid on the composition of nerve
membranes, enzymatic activity, amplitude of electrophysiological parameters,
resistance to poisons and performance of learning tasks in rats. J Nutr, 1989. 119(12):
p. 1880-92.

Bove, J. and C. Perier, Neurotoxin-based models of Parkinson's disease. Neuroscience, 2012.
211: p. 51-76.

Bredt, D.S., C.D. Ferris, and S.H. Snyder, Nitric oxide synthase regulatory sites.
Phosphorylation by cyclic AMP-dependent protein kinase, protein kinase C, and
calcium/calmodulin protein kinase; identification of flavin and calmodulin binding
sites. J Biol Chem, 1992. 267(16): p. 10976-81.

Bredt, D.S., et al., Nitric oxide synthase protein and mMRNA are discretely localized in
neuronal populations of the mammalian CNS together with NADPH diaphorase.
Neuron, 1991. 7(4): p. 615-24.

Breydo, L., J.W. Wu, and V.N. Uversky, Alpha-synuclein misfolding and Parkinson's disease.
Biochim Biophys Acta, 2012. 1822(2): p. 261-85.

Brodal, P., The Central Nervous System: Structure and Function. 2010: Oxford University

Press.

Buse, J., et al., Neuromodulation in Tourette syndrome: dopamine and beyond. Neurosci
Biobehav Rev, 2013. 37(6): p. 1069-84.

82



Calne, D.B., et al., Bromocriptine in Parkinsonism. Br Med J, 1974. 4(5942): p. 442-4,

Camicioli, R., et al., Parkinson's disease is associated with hippocampal atrophy. Mov Disord,
2003. 18(7): p. 784-90. 59

Carlsson, A., etal., On the presence of 3-hydroxytyramine in brain. Science, 1958. 127(3296):
p. 471. 57

CH, W., Parkinson Hastaliginin Tanis1 ve Tedavisi. 2000, [stanbul: Turgut Yayincilik ve Tic.
As.

Chase, A., Parkinson disease: Traumatic brain injury increases the risk of Parkinson disease.
Nat Rev Neurol, 2015. 11(4): p. 184.

Chinta, S.J. and J.K. Andersen, Dopaminergic neurons. Int J Biochem Cell Biol, 2005. 37(5):
p. 942-6.

Clancy, R.M., et al., Nitric oxide reacts with intracellular glutathione and activates the hexose
monophosphate shunt in human neutrophils: evidence for S-nitrosoglutathione as a
bioactive intermediary. Proc Natl Acad Sci U S A, 1994. 91(9): p. 3680-4.

Cohen, G., Oxy-radical toxicity in catecholamine neurons. Neurotoxicology, 1984. 5(1): p.
77-82.

Cooper, J.A., et al., Slowed central processing in simple and go/no-go reaction time tasks in
Parkinson's disease. Brain, 1994. 117 ( Pt 3): p. 517-29.

Cory-Slechta, D.A., et al., Developmental pesticide models of the Parkinson disease
phenotype. Environ Health Perspect, 2005. 113(9): p. 1263-70.

Cossette, M., D. Levesque, and A. Parent, Neurochemical characterization of dopaminergic

neurons in human striatum. Parkinsonism Relat Disord, 2005. 11(5): p. 277-86.

Dauer, W. and S. Przedborski, Parkinson's disease: mechanisms and models. Neuron, 2003.
39(6): p. 889-909.

Dawson, V.L. and T.M. Dawson, Nitric oxide in neurodegeneration. Prog Brain Res, 1998.
118: p. 215-29.

Day, B.J., et al., A mechanism of paraquat toxicity involving nitric oxide synthase. Proc Natl
Acad Sci U S A, 1999. 96(22): p. 12760-5.

de Almagro, M.C. and D. Vucic, The inhibitor of apoptosis (IAP) proteins are critical

83



regulators of signaling pathways and targets for anti-cancer therapy. Exp Oncol,
2012. 34(3): p. 200-11. 61

de Rijk, M.C., et al., Prevalence of Parkinson's disease in Europe: A collaborative study of
population-based cohorts. Neurologic Diseases in the Elderly Research Group.
Neurology, 2000. 54(11 Suppl 5): p. S21-3.

Drechsel, D.A. and M. Patel, Role of reactive oxygen species in the neurotoxicity of
environmental agents implicated in Parkinson's disease. Free Radic Biol Med, 2008.
44(11): p. 1873-86.

Dzamko, N., C.L. Geczy, and G.M. Halliday, Inflammation is genetically implicated in

Parkinson's disease. Neuroscience, 2014.

Eguchi, Y., S. Shimizu, and Y. Tsujimoto, Intracellular ATP levels determine cell death fate
by apoptosis or necrosis. Cancer Res, 1997. 57(10): p. 1835-40.

Ehringer, H. and O. Hornykiewicz, [Distribution of noradrenaline and dopamine (3-
hydroxytyramine) in the human brain and their behavior in diseases of the
extrapyramidal system]. Klin Wochenschr, 1960. 38: p. 1236-9.

Ehringer, W., et al., A comparison of the effects of linolenic (18:3 omega 3) and
docosahexaenoic (22:6 omega 3) acids on phospholipid bilayers. Chem Phys Lipids,
1990. 54(2): p. 79-88.

Elmore, S., Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicol Pathol, 2007. 35(4): p.
495-516.

Eriksen, J.L., Z. Wszolek, and L. Petrucelli, Molecular pathogenesis of Parkinson disease.
Arch Neurol, 2005. 62(3): p. 353-7.

Fahn, S. and D. Sulzer, Neurodegeneration and neuroprotection in Parkinson disease.
NeuroRx, 2004. 1(1): p. 139-54.

Favaloro, B., et al., Role of apoptosis in disease. Aging (Albany NY), 2012. 4(5): p. 330-49.

Feng, J., Microtubule: a common target for parkin and Parkinson's disease toxins.
Neuroscientist, 2006. 12(6): p. 469-76.

Fix, J.D., Basal Ganglia and the Striatal Motor System". Neuroanatomy (Board Review
Series) (4th ed.). Baltimore: Wulters Kluwer & Lippincott Wiliams & Wilkins. .
2008. 274-281.

84



Florent, S., et al., Docosahexaenoic acid prevents neuronal apoptosis induced by soluble
amyloid-beta oligomers. J Neurochem, 2006. 96(2): p. 385-95.

Galvan, A. and T. Wichmann, Pathophysiology of parkinsonism. Clin Neurophysiol, 2008.
119(7): p. 1459-74.

Gilroy, J., Basic Neurology. Third Edition. International Edition ed. 2000.

Giovanni, A., P.K. Sonsalla, and R.E. Heikkila, Studies on species sensitivity to the
dopaminergic neurotoxin 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine. Part 2:
Central administration of 1-methyl-4-phenylpyridinium. J Pharmacol Exp Ther,
1994, 270(3): p. 1008-14.

Giros, B. and M.G. Caron, Molecular characterization of the dopamine transporter. Trends
Pharmacol Sci, 1993. 14(2): p. 43-9.

Gutteridge, J.M., Biological origin of free radicals, and mechanisms of antioxidant protection.
Chem Biol Interact, 1994. 91(2-3): p. 133-40.

Hancock, D.B., et al., Pesticide exposure and risk of Parkinson's disease: a family-based case-
control study. BMC Neurol, 2008. 8: p. 6.

Hantraye, P., et al., Inhibition of neuronal nitric oxide synthase prevents MPTP-induced
parkinsonism in baboons. Nat Med, 1996. 2(9): p. 1017-21.

Henderson, J.M., et al., Degeneration of the centre median-parafascicular complex in
Parkinson's disease. Ann Neurol, 2000. 47(3): p. 345-52.

Hornykiewicz, O., The discovery of dopamine deficiency in the parkinsonian brain. J Neural
Transm Suppl, 2006(70): p. 9-15.

Huang, Y., et al., Genetic contributions to Parkinson's disease. Brain Res Brain Res Rev,
2004. 46(1): p. 44-70.

Hughes, A.J., et al., A clinicopathologic study of 100 cases of Parkinson's disease. Arch
Neurol, 1993. 50(2): p. 140-8.

Ichijo, H., et al., Induction of apoptosis by ASK1, a mammalian MAPKKK that activates
SAPK/JINK and p38 signaling pathways. Science, 1997. 275(5296): p. 90-4.

Jackson-Lewis, V. and S. Przedborski, Protocol for the MPTP mouse model of Parkinson's
disease. Nat Protoc, 2007. 2(1): p. 141-51.

85



Jankovic, J., Parkinson's disease: clinical features and diagnosis. J Neurol Neurosurg
Psychiatry, 2008. 79(4): p. 368-76.

Javoy, F., et al., Specificity of dopaminergic neuronal degeneration induced by intracerebral
injection of 6-hydroxydopamine in the nigrostriatal dopamine system. Brain Res,
1976. 102(2): p. 201-15.

Kachroo, A., M.C. Irizarry, and M.A. Schwarzschild, Caffeine protects against combined
paraquat and maneb-induced dopaminergic neuron degeneration. Exp Neurol, 2010.
223(2): p. 657-61.

Kebabian, J.W. and D.B. Calne, Multiple receptors for dopamine. Nature, 1979. 277(5692):
p. 93-6.

Kerr, J.F., A.H. Wyllie, and A.R. Currie, Apoptosis: a basic biological phenomenon with
wide-ranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer, 1972. 26(4): p. 239-57.

Kidd, P.M., Parkinson's disease as multifactorial oxidative neurodegeneration: implications
for integrative management. Altern Med Rev, 2000. 5(6): p. 502-29.

Kienast, T. and A. Heinz, Dopamine and the diseased brain. CNS Neurol Disord Drug
Targets, 2006. 5(1): p. 109-31.

Klein, C. and A. Westenberger, Genetics of Parkinson's disease. Cold Spring Harb Perspect
Med, 2012. 2(1): p. a008888.

Komatsu, W., et al., Docosahexaenoic acid suppresses nitric oxide production and inducible
nitric oxide synthase expression in interferon-gamma plus lipopolysaccharide-
stimulated murine macrophages by inhibiting the oxidative stress. Free Radic Biol
Med, 2003. 34(8): p. 1006-16.

Komeima, K., et al., Inhibition of neuronal nitric-oxide synthase by calcium/ calmodulin-
dependent protein kinase llalpha through Ser847 phosphorylation in NG108-15
neuronal cells. J Biol Chem, 2000. 275(36): p. 28139-43.

Kuopio, A.M., et al., Changing epidemiology of Parkinson's disease in southwestern Finland.
Neurology, 1999. 52(2): p. 302-8.

Langston, J.W., et al., Chronic Parkinsonism in humans due to a product of meperidine-analog
synthesis. Science, 1983. 219(4587): p. 979-80.

86



Lavrik, I.N. and P.H. Krammer, Regulation of CD95/Fas signaling at the DISC. Cell Death
Differ, 2012. 19(1): p. 36-41.

Lee, K.W., et al., Apoptosis signal-regulating kinase 1 mediates MPTP toxicity and regulates
glial activation. PL0oS One, 2012. 7(1): p. e29935.

Levy, G., The relationship of Parkinson disease with aging. Arch Neurol, 2007. 64(9): p.
1242-6.

Liberatore, G.T., et al., Inducible nitric oxide synthase stimulates dopaminergic
neurodegeneration in the MPTP model of Parkinson disease. Nat Med, 1999. 5(12):
p. 1403-9.

Liu, X., N. Yamada, and T. Osawa, Amide-type adduct of dopamine - plausible cause of
Parkinson diseases. Subcell Biochem, 2014. 77: p. 49-60.

Lozza, C., R.M. Marie, and J.C. Baron, The metabolic substrates of bradykinesia and tremor
in uncomplicated Parkinson's disease. Neuroimage, 2002. 17(2): p. 688-99.

Luthman, J., et al., Selective lesion of central dopamine or noradrenaline neuron systems in
the neonatal rat: motor behavior and monoamine alterations at adult stage. Behav
Brain Res, 1989. 33(3): p. 267-77.

Manning-Bog, A.B., et al., The herbicide paraquat causes up-regulation and aggregation of
alpha-synuclein in mice: paraquat and alpha-synuclein. J Biol Chem, 2002. 277(3):
p. 1641-4.

Maragakis, N.J. and J.D. Rothstein, Mechanisms of Disease: astrocytes in neurodegenerative
disease. Nat Clin Pract Neurol, 2006. 2(12): p. 679-89.

Mercuri, N.B., et al., Loss of autoreceptor function in dopaminergic neurons from dopamine
D2 receptor deficient mice. Neuroscience, 1997. 79(2): p. 323-7.

Mink, J.W., Basal ganglia, Fundamental Neuroscience. Vol. Chapter 34. 1999, U.S.A. :
Academic press.

Mladenovic, A., et al., 6-Hydroxydopamine increases the level of TNFalpha and bax mRNA
in the striatum and induces apoptosis of dopaminergic neurons in hemiparkinsonian
rats. Brain Res, 2004. 996(2): p. 237-45. 60

Murakami, T., et al., Pael-R is accumulated in Lewy bodies of Parkinson's disease. Ann
Neurol, 2004. 55(3): p. 439-42.

87



Pakkenberg, B., et al., The absolute number of nerve cells in substantia nigra in normal
subjects and in patients with Parkinson's disease estimated with an unbiased

stereological method. J Neurol Neurosurg Psychiatry, 1991. 54(1): p. 30-3.

Pan, T., etal., The role of autophagy-lysosome pathway in neurodegeneration associated with
Parkinson's disease. Brain, 2008. 131(Pt 8): p. 1969-78.

Parkinson, J., An essay on the Shaking Palsy. Whiitngham and Rowland:London., 1817.

Parr-Brownlie, L.C. and B.l. Hyland, Bradykinesia induced by dopamine D2 receptor
blockade is associated with reduced motor cortex activity in the rat. J Neurosci, 2005.
25(24): p. 5700-9.

Perier, C., J. Bove, and M. Vila, Mitochondria and programmed cell death in Parkinson's
disease: apoptosis and beyond. Antioxid Redox Signal, 2012. 16(9): p. 883-95.

Popescu, A., et al., Lewy bodies in the amygdala: increase of alpha-synuclein aggregates in
neurodegenerative diseases with tau-based inclusions. Arch Neurol, 2004. 61(12): p.
1915-9.

Przedborski, S. and T.M. Dawson, The role of nitric oxide in Parkinson's disease. Methods
Mol Med, 2001. 62: p. 113-36.

Przedborski, S., Pathogenesis of nigral cell death in Parkinson's disease. Parkinsonism Relat
Disord, 2005. 11 Suppl 1: p. S3-7.

Rauhala, P., A.M. Lin, and C.C. Chiueh, Neuroprotection by S-nitrosoglutathione of brain
dopamine neurons from oxidative stress. FASEB J, 1998. 12(2): p. 165-73. 56

Reeve, A., E. Simcox, and D. Turnbull, Ageing and Parkinson's disease: why is advancing
age the biggest risk factor? Ageing Res Rev, 2014. 14: p. 19-30.

Riley, D., et al., Frozen shoulder and other shoulder disturbances in Parkinson's disease. J
Neurol Neurosurg Psychiatry, 1989. 52(1): p. 63-6.

Roche, H.M., Unsaturated fatty acids. Proc Nutr Soc, 1999. 58(2): p. 397-401.

Roede, J.R. and D.P. Jones, Thiol-reactivity of the fungicide maneb. Redox Biol, 2014. 2: p.
651-5.

Rowland, L., Merritt™s Neurology. Vol. 10. Baski. 2000: LippincottWilliams& Wilkins.

88



Rylander, D., et al., A mGIuR5 antagonist under clinical development improves L-DOPA-
induced dyskinesia in parkinsonian rats and monkeys. Neurobiol Dis, 2010. 39(3):
p. 352-61.

Saner, A. and H. Thoenen, Model experiments on the molecular mechanism of action of 6-
hydroxydopamine. Mol Pharmacol, 1971. 7(2): p. 147-54.

Savitt, J.M., V.L. Dawson, and T.M. Dawson, Diagnosis and treatment of Parkinson disease:
molecules to medicine. J Clin Invest, 2006. 116(7): p. 1744-54.

Sawle, G., Movement Disorders in Clinical Practice. Lee Smith&PaulWilkinson of
InPerspective Ltd. 1999.

Schapira, A.H., Mitochondria in the etiology of Parkinson's disease. Handb Clin Neurol,
2007. 83: p. 479-91.

Serge Przedborski, M.V., MPTP: a review of its mechanisms of neurotoxicity. Clinical
Neuroscience Research, 2001. 1: p. 407-418.

Siow, T.Y., et al., In vivo evidence of increased nNOS activity in acute MPTP neurotoxicity:
a functional pharmacological MRI study. Biomed Res Int, 2013. 2013: p. 964034.

Smith, Y., et al., Parkinson's disease therapeutics: new developments and challenges since the
introduction of levodopa. Neuropsychopharmacology, 2012. 37(1): p. 213-46.

Snow, B.J., et al., Pattern of dopaminergic loss in the striatum of humans with MPTP induced

parkinsonism. J Neurol Neurosurg Psychiatry, 2000. 68(3): p. 313-6.

Stillwell, W., W. Ehringer, and L.J. Jenski, Docosahexaenoic acid increases permeability of
lipid vesicles and tumor cells. Lipids, 1993. 28(2): p. 103-8.

Su, X., et al., Synuclein activates microglia in a model of Parkinson's disease. Neurobiol
Aging, 2008. 29(11): p. 1690-701.

Talpade, D.J., et al., In vivo labeling of mitochondrial complex I (NADH:ubiquinone
oxidoreductase) in rat brain using [(3)H]dihydrorotenone. J Neurochem, 2000. 75(6):
p. 2611-21.

Teravainen, H., et al., The age of onset of Parkinson's disease: etiological implications. Can J
Neurol Sci, 1986. 13(4): p. 317-9.

Tieu, K., H. Ischiropoulos, and S. Przedborski, Nitric oxide and reactive oxygen species in
Parkinson's disease. IUBMB Life, 2003. 55(6): p. 329-35.

89



Unal Gulsuner, H., et al., Mitochondrial serine protease HTRA2 p.G399S in a kindred with
essential tremor and Parkinson disease. Proc Natl Acad Sci U S A, 2014. 111(51): p.
18285-90.

Ungerstedt, U., 6-Hydroxy-dopamine induced degeneration of central monoamine neurons.
Eur J Pharmacol, 1968. 5(1): p. 107-10.

Venderova, K. and D.S. Park, Programmed cell death in Parkinson's disease. Cold Spring
Harb Perspect Med, 2012. 2(8).

Verstraeten, A., J. Theuns, and C. Van Broeckhoven, Progress in unraveling the genetic
etiology of Parkinson disease in a genomic era. Trends Genet, 2015. 31(3): p. 140-
9.

Vieregge, P. and I. Heberlein, Increased risk of Parkinson's disease in relatives of patients.
Ann Neurol, 1995. 37(5): p. 685.

Wakabayashi, K., et al., The Lewy body in Parkinson's disease: molecules implicated in the
formation and degradation of alpha-synuclein aggregates. Neuropathology, 2007.
27(5): p. 494-506.

Wenning, G.K., et al., Progression of falls in postmortem-confirmed parkinsonian disorders.

Mov Disord, 1999. 14(6): p. 947-50.

Weylandt, K.H., et al., Omega-3 fatty acids and their lipid mediators: towards an
understanding of resolvin and protectin formation. Prostaglandins Other Lipid
Mediat, 2012. 97(3-4): p. 73-82.

Youdim, K.A., A. Martin, and J.A. Joseph, Essential fatty acids and the brain: possible health
implications. Int J Dev Neurosci, 2000. 18(4-5): p. 383-99.

Yu, SW., et al., Mediation of poly(ADP-ribose) polymerase-1-dependent cell death by
apoptosis-inducing factor. Science, 2002. 297(5579): p. 259-63.

. Liou, H.H., et al., Environmental risk factors and Parkinson's disease: a case-control study
in Taiwan. Neurology, 1997. 48(6): p. 1583-8.

76. Williams, D.R., H.C. Watt, and A.J. Lees, Predictors of falls and fractures in bradykinetic
rigid syndromes: a retrospective study. J Neurol Neurosurg Psychiatry, 2006. 77(4):
p. 468-73.

90



EKLER

Ek 1 (ADU-HADYEK) Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Onay1

TiC:
AYDIN ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK
KURULU
(AYDIN ADU-HADYEK)

Aydin, 21/05/2019

Oturum : Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 2019 Yili V. Oturum

Sayr

1 64583101/2019/054

Proje Baghg  : Naringenin ve Vazointestinal peptid kombinasyonunun Parkinson modeli iizerine etkileri.

Proje

: Recep OZMERDIVENLI

Yiiriitiiciisii

Proje Ekibi : Ozge CEVIK, Erkan GUMUS, Ayse Nur YILDIRIM

Bu ¢alismanin hi¢bir béliimiinde:

insan embriyosu ve fotusu kullanilmasi
insan embriyosu ve fotusu dokularinin kullanilmasi

Diger insan doku ve hiicrelerinin kullanilmas:

Hayvan .
Caligmasi Insanlarda aragtirma
insan olmayan primatlarin kullaniimasi
Transgenik hayvanlarin kullanilmasi
Hayvanlarda genetik modifikasyon 6ngoriilmemistir.
Bu ¢alis yapil da etik agidan bir sakinca bulunmamaktadir.
Prof. Dr¥M. Dinger BIL Prof_Dr” Turhan\QOST Prof.\Pr. Isil SONMEZ
Baskan Bagkan Yardimcisi Uye
Vid
Lidce
Prof. Dr. Deniz COBAN Prof. DrYYiicel KQCA Dog. Dr. Evrim DERELI FIDAN
Uye Uye Uye

i
f/\u = ) (Toplantiya Katilmadi)
Vet. Hek. Dr. Sefdar AKTAS Vet. Hek. Dr. Birgiil UNAL Yurdagiil ALTINBAS

Uye WU\)’E/ Uye

Bu rapor, sadece Adnan Menderes Universitesi’nde yapilacak ¢alismalar igin gegerlidir.

91



T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERTESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETIiK BEYANI

“Naringenin ve Vazointestinal Peptid Kombinasyonunun Parkinson Modeli Uzerine
Etkisi” baslikli Yiiksek Lisans tezimdeki biitiin bilgileri etik davranis ve akademik kurallar
cergevesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada, bana
ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiz atif yaptigim bildiririm. Ifade

ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.

Ayse Nur YILDIRIM

.../.../2021

92



0Z GECMIS

Soyadi, Adi - YILDIRIM, Ayse Nur
Uyruk ' T.C.
Dogum yeri ve tarihi : Aydin /19.02.1988
Telefon : 0507 566 35 32
E-mail - kilicaysenur7@gmail.com
Yabana Dil : Ingilizce
EGITIM
Derece Kurum Mezuniyet tarihi
Ege Universitesi / Fen
Lisans Edebiyat Fakiiltesi / 2013

Biyoloji Bolimii

93


mailto:kilicaysenur7@gmail.com

