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Kisaltmalar ve Simgeler Listesi

PH Parkinson hastalig1
BH Biiylime Hormonu
6-OHDA 6-hidroksidopami
ng/ml nanogram/mililitre
uM/ml mikromolar/mililitre
PBS Fosfat tamponlu salin
nm nanometre

DMSO Dimetilsiilfoksit

ROS Reaktif oksijen tiirleri
DNA Deoksiribontikleik asit
MAO Monoamin oksidaz
FBS Fetal Buzagi serumu
MTS 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium
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1. OZET

Biiyiime Hormonunun Parkinson Hiicre Modellemesi Uzerinde Terapétik ve

Koruyucu Etkisinin Incelenmesi
Ogrenci Adi: Kadir Sinan ARSLAN
Danigsman Adi: Prof. Dr. Ahmet Arman

Amac: Parkinson hastaligi beyinde basal gangliyo ve elemanlarindaki dopamin
miktarinda azalma ve substantia nigradaki hiicrelerin 6liimii ile ortaya ¢ikan diinyada
en sik karsilagilan nérodejenarasyon rahatsizliklarindan birisidir. Biiylime hormonuyla
ilgili yapilan ¢aligmalar BH’nin apoptoz karsit1 bir protein olmasina ek olarak BH’nin
noron hiicrelerini yeniledigi ve dopamin miktarini artirdigin1 gostermistir. Bu tezde
BH’nin 6-OHDA ile in-vitro Parkinson hastaligi modellemesi yapilmig SH-SY5Y

hiicre hatti tizerinde néron koruyucu etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.

Gerec ve yontem: 6-OHDA nin 6ldiiriicii dozu olan 100um /ml ile 1000ng-ml BH
birlikte verilerek hiicrelerdeki degisim gozlemlendi. Hiicre hayatta kalimi mts ve
boyayarak canli hiicre sayimu ile hesaplandi, ayrica hiicrelerden RNA izole edilerek
gPCR ile ilgili genlerin ifade miktarina bakildi ve boylece BH’nin olasi etkileri
genomik olarak da incelendi.

Bulgular: Biiyiime Hormonunun oksidatif stresi 6nleyici ve ndron hiicrelerinde 6-
OHDA kaynakl1 olusan mitokondriyal disfonksiyonu ve oksidatif stres kaynakli hiicre
Olimiinii durdurabilecegi ve hiicreleri bunun etkisinden koruyabilecegi ortaya

konuldu.

Sonu¢: Bu calisma BH’nin 6-OHDA’1 parkinson hiicre modellemesinde apoptozu
onleyip proliferatif etki gosterebilecegini ortaya koyan ilk calismadir. Caligmadan elde
edilen bulgular 1s181nda BH’nin parkinson hastaligi i¢in potansiyel bir néroprotektif

veya terdpotik bir ajan olabilecegini diisiinliyoruz.

Anahtar kelimeler: Biiylime Hormonu, parkinson, 6-OHDA, norodejenerasyon,

apoptoz
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2. SUMMARY

Investigation of Therapeutic and Protective Effects of Growth Hormone on

Parkinson's Cell Modeling
Student Name: Kadir Sinan ARSLAN
Name of Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ARMAN

Objective: Parkinson's disease is one of the most common neurodegeneration
disorders in the world caused by the decrease in the amount of dopamine in the basal
ganglia and the death of cells in the substantia nigra. Studies on growth hormone have
shown that is an anti-apoptosis protein, GH has proliferative effect on neuron cells and
increases the amount of dopamine. In this thesis, it was aimed to determine the
neuroprotective effect of GH on SH-SY5Y cell line modelled with 6-OHDA in-vitro
Parkinson disease.

Material and methods: The morphological change in the cells was observed by
administering the lethal dose of 6-OHDA with 100 um / ml and 1000 ng / m1 BH. Cell
survival was calculated by MTS and live cell counting. The mMRNA was isolated from
cells and gPCR was performed with this. Thus, the possible effects of GH were also

examined genomically.

Results: It has been demonstrated that Growth Hormone can inhibit 6-OHDA-induced
mitochondrial dysfunction and oxidative stress-induced cell death in neuronal cells.

Thus, it protects the cells.

Conclusion: This is the first study to demonstrate that GH can prevent apoptosis and
have a proliferative effect in parkinson cell modeling which made by 6-OHDA. In the
light of the findings obtained from the study, we think that GH may be a potential

neuroprotective or therapeutic agent for parkinson's disease.

Keywords: Growth Hormone, parkinson, 6-OHDA, neurodegeneration, apoptosis
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3. GIRIS ve AMAC

Bu arastirmanin amaci1 6-OHDA ile in vitro Parkinson hastaligi modellemesi yapilmis
SH-SYS5Y hiicre hattinda insan biiylime hormonunun néron koruyucu etkiye sahip

olup olmadig1 incelemektir.

Parkinson hastaliginin en karakteristik norokimyasal 6zelligi striatumdaki dopamin
kaybidir(Ehringer ve ark.,1960) en 6nemli patolojik 6zelligi ise substantia nigra pars
kompaktadaki dopaminerjik ndronlarin hiicre i¢i oksidatif stresin artmasina bagh
olarak dejenerasyonudur. Nigral néronlarin kaybi striatumda siddetli dopaminerjik
denervasyona da neden olur (Blandini ve ark.,2000). Nigral dopaminerjik néron
kaybina ek olarak dopa dekarboksilaz ve dopamin tastyicilari gibi presinaptik dopamin
terminalleri belirteglerinin kaybi da eslik etmektedir, (Spillantini ve ark.,1997; Baba
ve ark.,1998). Biiylime hormonu monoamin (serotonin, dopamin ve noradrenalin gibi)
(Stern ve ark.,1975), dopaminerjik sistem (Andersson ve ark.,1983) ve dopaminerjik
aktiviteyi uyarir (Johansson ve ark.,2004), beyin nérotransmiterlerinin ¢ogunu etkiler.
Biiyiime hormonunun dopaminerjik aktiviteyi artirdigiyla, dopamin ve biiyiime
hormonu arasinda ¢ok net baglanti olduguyla alakali ¢aligmalar literatiirde mevcuttur(
Johansson ve ark., 2004; Wong ve ark., 1992). BH ve IGF-1, yaralanma sonrasi beyin
onariminda biiyiik ol¢iide yer almaktadir (Scheepens ve ark.,2000) ve hipokampal
dentat girustaki (Sun ve ark.,2005; Cameron ve ark.,2006) olgun ve olgunlagsmamis
noronlarin hayatta kalmasini uyarir ve noronal onciillerin ¢cogalmasini tesvik eder
(Devesa ve ark.,2011). Biitiin bu bilgiler biiyiime hormonunun nérokoruyucu etkisi
oldugunu ve diger ALS, Alzheimer hastaligi (AD), Parkinson ve Demans gibi
norodejeneratif hastaliklarda yeni bir terapi yontemi olabilecegini temsil edebilir.
Projenin sonuglarina gore biiylime hormonu verilen parkinson modellemesi yapilmis
hiicrelerde meydana gelen degisiklikler ileride biiyiime hormonunun dogrudan
parkinsonlu hastalarda uygulanmasinin ve hastaligin tedavisine ya da ilerlemesini

durdurmaya katki saglamasinin 6niinii agmasina sebep olabilir.
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4. GENEL BIiLGILER

4.1. Parkinson Hastalig
Parkinson hastaliginin goriinme siklig1 50-59 yas iizeri kisilerde ortalama binde 1, 60-
69 yas arasi binde 4 70 yas ve tistiinde ise yiizde 1’lerekadar ¢ikabilmektedir. (De Rijk
ve ark., 2000). PH’nin 1990°’dan 2016’ya 2 kattan fazla artarak, niifusun yaslanmasi
ve de PH’li kisilerin sag kalimi g6z oniinde bulunduruldugunda 2030’a kadar bu

saymin 2 katina ¢ikacagi tahmin edilmektedir (Marras ve ark., 2018).

Parkinson hastalig1 hareket bozukluklari igerisinde en sik rastlanan hastalik olmakla
birlikte ndrodejeneneretif bozukluklarda Alzheimer hastaligindan sonra ikinci sirada
yer almaktadir. Klinik olarak bradikinezi, rijidite ve tremor ile karakterize olup
dopaminerjik noronlarin nigral dejenerasyonu nedeniyle ortaya ¢ikar (Benabid ve
ark.,2001; De Rijk ve ark.,2000). Parkinson hastaligi 1960’11 yillara kadar halen
Olimle sonuglanabilen bir hastalikti. Parkinson hastaliginin en karakteristik
norokimyasal 6zelligi striatumdaki dopamin kaybidir. Parkinson hastalarinda cesitli
beyin bolgelerinde dopamin kaybi ortaya konulduktan sonra, tedavi edilebilir hale
gelmistir (Ehringer ve ark.,1960). Dopamin kaybinin paterninin ise diizensiz oldugu

gosterilmistir.

Parkinson hastaliginin bir diger patolojik 6zelligi Lewy cisimcigi olarak adlandirilan
anormal sitoplazmik kalintilarin varligidir. Ancak en Onemli patolojik 6zelligi
substantia nigra pars kompaktadaki dopaminerjik noronlarin dejenerasyonudur. Nigral
noronlarin kaybi striatumda siddetli dopaminerjik denervasyona neden olur (Blandini
ve ark.,2000) ve Striatumda dopamin seviyeleri %80 azaldiginda motor semptomlar
ortaya cikar (Dauer ve Przedborski., 2003). Nigral dopaminerjik ndron kaybina ek
olarak TH, dopa dekarboksilaz ve dopamin tasiyicilart gibi presinaptik dopamin
terminalleri belirteglerinin kayb1 da eslik etmektedir (Spillantini ve ark.,1997; Baba ve
ark.,1998).
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4.1.1. PH’de olasi rolleri olan genler
PH’ye sebebiyet verdigi diisiiniilen ya da aday olan ¢ok sayida gen bulunmaktadir. Bu
genler birbirinden farkli mekanizmalarda rol alsalar da hepsi olmasa da bir¢ogu hiicre
ici oksidatif stresle alakali yolaklarda etkilidirler. En anlamli genler ise “PARK” olarak
tanimlanmistir  6rn: (UCHL1 [PARKS], GYGYF2 [PARKI11], OMI/HTRA2
[PARK13], PLA2G6 [PARK14], ve FBXO7 [PARK15]) (Shulman ve ark., 2011).
Ayrica Parkinson’a sebep oldugu diisiiniilen mutasyonlara ve etkilerine baktigimizda
genelde hiicre i¢i oksidatif stresi ya da mitokondriyal disfonksiyona sebep olan

proteinler ortaya ¢ikmasina sebep olduklarini goriiriiz(Sekil 1.).

Proteozom j

Protein pargalama yolag
Yanhs Katlanmis Protein

S T——

- SO

Mitokondriyal
‘1 | disfonksiyon

A
' Detoksifikasyon|
1

Sekil 1. Parkinson genlerinin isleyis mekanizmasi. Miquel Vila & Serge Przedborski 2004’den

uyarlanmig ve Tiirkgelestirilmistir.

Mevcut mutasyonlarin  dogrudan hiicre i¢i oksidatif strese yol actigi ya da
mitokondriyal disfonksiyona sebep olarak hiicre 6liimiine yol ac¢tig1 diigiiniilmekte ve

sekildeki gibi bir etki mekanizmasi oldugu varsayilmaktadir.
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4.1.2. Parkinson hastalig1 ve dopamin reseptorleri
Dopamin kaybimin bazal gangliyon yollarinda ve dengelemesinde ciddi sonuglart
vardir. Klasik modellemede bazal gangliyodaki dopamin kaybi motor aglarinin
hareketlerinin baslamasini uyaran ve engelleyen dengesizlige neden olur. Bazal
gangliyolarda ise dopamin reseptorleriyle iliskili iki ana yol vardir bunlardan biri D1
reseptorleri ki bu dogrudan yoldur, dolayli yol ise D2 reseptorleridir. (Gerfen ve ark.
1990; Floran ve ark.,1990) Bir diger fenomene gére PH da dopamin reseptorlerinin
asir1 duyarliligi dopamin reseptorlerinin genetik olarak yeniden diizenlemesine yol
agmaktadir. Bu da PH’nin dopamin miktar1 ya da dopamin reseptor miktariyla

dogrudan ya da dolayl1 bir baglantist oldugunun kanitidir.

4.1. Oksidatif Stres

PH'de dopaminerjik hiicrelerde mitokondri gorevini yerine getiremez ve bu
disfonksiyonun neden oldugu oksidatif stres artar, ancak hiicre 6liimiinde oksidatif
stresin erken mi yoksa ge¢ mi ortaya ¢iktigi konusu tam olarak kesin degildir (Dias ve
ark., 2013). Antioksidan proteini kodlayan DJ1 genindeki mutasyon, hiicre igi
oksidatif stresi arttirdigi biliniyor ve nakavt DJ1 fare deneylerinde, nigral
dopaminerjik noronlarda protein oksidasyonu goézlemlenmistir (Di Nottia ve ark.,
2017). Calismalar, dopaminerjik néronlarin nispeten daha uzun biiyiik ve miyelinsiz
olmasindan dolay1 metabolik ve oksidatif strese duyarli oldugunu gdstermistir. Artan
oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon varligi lizozom bozulmasina ve
lizozomal otofaji sisteminde (LAS) bozulmaya yol agar ve hiicre 6liimii gerceklesir
(Dehay ve ark., 2010; Lotharius ve Brundin, 2002).

4.2. 6-OHDA Mekanizmasi ve Norotoksisitesi
Mevcut literatiire bakildiginda 6-OHDA deneylerde en ¢ok kullanilan
norotoksinlerden  birisidir.  6-OHDA, dogal dopamin ndrotransmitterinin
hidroksillenmis bir analogudur. 1959'da Senoh tarafindan izole edilmistir (Senoh ve
Witkop, 19594, b;). Bir¢ok caligsma sinir hiicrelerini yok etme yetenegini gostermistir
(Tranzer ve Thoenen, 1967, 1968; Thoenen ve Tranzer, 1968). 6-OHDA nin
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mekanizmasi tam olarak aydinlatilamasa da bilindigi kadariyla hiicreyi iki farkl
yoldan etkileyebilmekte. Bunlardan birincisi DAT ile hiicre igine girip stoplazmadaki
MAOa tarafindan katalizlenerek hiicre igi serbest oksijen miktarini artirarak oksidatif
stres yapmasi ve mitokondriye gidip mitokondriyal disfonksiyon yapmasi ya da hiicre
icine DAT yoluyla girmeden hiicre diginda oksitlenip hiicreyi oksidatif strese
sokmastyla hiicreyi apoptoza gotiirerek biten bir siirecin baslamasina sebep olmasi

olarak ag¢iklanabilir(Sekil 2).

— Dopamin

Ferritin-Fe**

="
\

Mela
6-OHDA
Fer+ Fe?t

Ferritin-Fe'*

Kinonlar g

7
Q g |}
e .\1.\(:\

)

Oxidative 6'0 DA o
Stress l
] 4
Eiz:ir:)aes:ﬂsidasyonu l %ﬂj\_ 2
v
'\@/ Mitokondriyal Disfonksiyon
— e 6-OHDA
Hiicre Olimi \\\‘ )
N

ATP sentezlenememesi

Sekil 2. 6-OHDA yolagi. D. Blum ve arkadaslar1 2001 den uyarlanmis ve Tiirkcelestirilmistir.

6-OHDA hiicreye dopamin tasiyict protein(DAT) vasitasiyla girer ve hiicre iginde
monoamin oksidaz ile katalize olarak ortaya H>O> ¢ikarir. H,O2’nin ortaya ¢ikmasi
sonucunda hiicre i¢i oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon bas gosterir ve buna

bagli olarak hiicre apoptoza ugrayarak oliir.
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4.3. Parkinson Hastaligi Modellemesi
Parkinson hastaliginda en yaygin kullanilan hayvan modellerinden biri, sicanlarda,
substantia nigra pars kompakta da dopaminerjik hiicre 6liimiine yol agan 6-OHDA’dur.
Dopaminerjik ve noradrenerjik tastyicilar tarafindan alinir ve hiicre 6liimiine yol agar
(Jeon ve ark.,1995). 6-OHDA mitokondriyal komplekste toksiktir ve stiperoksit
serbest radikaller ile kinonlarin diizenlenmesine katkida bulunur (Bove ve ark.,2005).
Striatuma 6-OHDA enjeksiyonunda retrograd hiicre 6liimii indiiklenir ve potansiyel
ajanin etkisini gostermesi i¢in daha uzun bir zaman dilimi saglar. Retrograd hiicre
kayb1 iki adimda ortaya ¢ikar; hizli faz biiyiik 6l¢iide 3-4 haftada gercgeklesir, onu takip
eden yavas ve uzun siireli faz lezyondan sonra aylarca siirebilir (Kirik ve ark.,1998).
Mediyal 6n beyin demetine yapilan enjeksiyon dopaminerjik néronlarin neredeyse
timiiniin tilkenmesine yol agmaktadir. Pontine Raphe niikleus ve Locus coereleus
gelen liflere sahip mediyal 6n beyin demetine yapilan 6-OHDA enjeksiyonu yalnizca
dopaminerjik degil ayn1 zamanda serotonerjik ve noradrenerjik liflerin de kaybina yol

agmaktadir.

Hiicre modellemelerinde ise, 6-OHDA ¢alismalarindan elde edilen sonuglar, oksidatif
stresin aracilik ettigi apoptotik hiicre Oliimiiniin, parkinson hastaligi modelinde
dopaminerjik ndronlarin selektif dejenerasyonuna dnemli bir katkida bulunan faktor
oldugunu gostermektedir. 6-OHDA'min, ¢esitli hiicre dizilerinde ve primer ndron
kiltlirlerinde mitokondriyal disfonksiyonu ve kaspaz aktivasyonunu bozdugu
gosterilmistir. (Choi ve ark.,1999; Dodel ve ark.,1999; Liu ve ark., 2007; Kim ve ark.,
2010; Zhou ve ark.,2000).

4.4. Bilyiime Hormonu
Biiylime hormonu (BH), hipofiz bezinin 6n lobunun somatotrop hiicreleri tarafindan
sentezlenen ve salgilanan bir hormondur (De Vos ve ark.,1992). BH biiylimede ve
karbonhidrat-yag metabolizmasinda rol alir ve biyolojik etkilerini, transmembran ve
hiicre i¢i bolgeleri de iceren tek gecisli bir protein olan BH reseptoriiniin hiicre disi
alanina baglayarak uygular. Tek bir BH molekiiliiniin, iki BH reseptdr molekiiliine
baglanmasi ve boylece reseptoriin dimerizasyonu ile sonuglanir (Cunningham ve

ark.,1991; Argetsinder ve ark.,1996). BH eylemleri ¢oklu organlari ve sistemleri

18



icerir. Postnatal boyuna biiyiime ve gelisme, ancak intrauterin biiyiime degil normal
pulsatil BH salgilanmasina baglidir (Gluckman ve ark.,1981). BH ayrica protein, lipid
ve karbonhidrat metabolizmasindaki degisikliklerden sorumludur (Le Roith ve
ark.,2001).

4.4.1. Biiyiime hormonu regiilasyonu ve sekresyonu
BH sekresyonu, hipotalamus ve BH eylemlerinin aracilar1 tarafindan diizenlenir.
Diizenleyici faktorler arasinda BH serbest birakma hormonu (BHRH), somatostatin,
BH serbest birakma peptidi (ghrelin) bulunur. BH / IGF1 sisteminin bozukluklari, ya
BH asir1 duyarliligindan (devasa, akromegali) ya da BH eksikliginden kaynaklanir.

Kandaki BH serbest durumda ya da BH baglayici protein (BHBP) kompleksindedir.
Kompleks, bozunma hizin1 azaltarak dolasim sistemindeki BH’nin yar1 Oomriinii

iyilestirir ve ayrica ekstravaskiiler varligi kisitlar (Weigent, 1996).

Regiilasyonunda ise mevcut BH miktar1 esas olarak, somatotropin salinimini inhibe
edici faktor (SRIF) olarak adlandirilan BH salgilama hormonu (BHRH) ve bu eylemi
baskilayan somatostatinin karsilikli etkileri, fizyolojik uyaricilar ve inhibitorler ile

diizenlenir (Kochar, 2010).

Ayrica, BH, BH saliniminin baskilanmasina neden olan negatif geri beslemeye katilan
diger hormonlar, yani insiilin, insiilin benzeri biiyiime faktoérii (IGF-1) da bu
regililasyonda etkili olabildigi gibi glukokortikoid hormonlar, tiroid hormonu ve
retinoik asitin A vitamini formu BH niiniin upregiilasyonun saglayan faktorlerdendir

(Kopchick and Woodley, 1997).
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Sekil 3. Biiyiime hormonu hiicre igi sinyal yolagi, Man lu ve ark 2019°dan alinmistir.

Biiyiime hormonu kendine spesifik olan biiylime hormonu reseptoriine baglanarak
basta Jak-stat yolaklar1 olmak {izere 6zellikle karbonhidrat ve yag metabolizmasinda
etkili genler olmak iizere bazi biiylime faktorlerini de etkileyerek birgok genin

ifadesini arttirir.

4.4.2. Biiyiime hormonu ekspresyonu
Insan BH 17 kromozomda ¢22-24 gen lokusunda bulunur ve yiiksek oranda korunmus
olan 50 kb’lik bir bolgedir ve 5 genden olusur. Bunlardan 4 tanesi plasentada aktifken
1 tanesi dogumdan sonra hayat boyu aktiftir. Bu genler (hnGH-N, hCS-L, hCS-1, hGH-
V, hCS-2) aralarinda yiiksek sekans benzerligine ragmen farkli dokularda iretilir. GH-
N geni, 6n hipofizin somatotrof hiicreleri tarafindan transkripsiyonlanir, digerleri

plasental trofoblastlarla eksprese edilir (Baumann, 2009).
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Sekil 4. Bityiime hormonu sentezlenen dokulani RNA miktarlar1 ve Protein izoformlari. Perez-Ibave ve

ark. 2014 dan uyarlanmig ve Tiirkgelestirilmistir.

4.4.3. Biiyiime hormonu ve biiyiime faktorii farki
Biiyiime faktorlerinin 6zellikle motor noéron fizyolojisinde etkili olanlar1 vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF), glial tiirevi norotrofik faktor (GDNF) ve siliyer
norotrofik faktor (CNTF)'diir. Bu biiylime faktorleri motor néron fonksiyonunu ve
hiicrelerin sagkalimini artirir ve g¢esitli norolojik bozukluklarin klinik sonuglari
tizerinde potansiyel bir terapotik aktiviteye sahip olabilirler (Tovar-y-Romo ve ark.,
2014).

Ornegin; Glial cell-derived neurotrophic factor proteini, GDNF geni tarafindan
kodlanan bir noron biiyiime faktoriidiir. Ozellikle hiicrelerin GFRal ve GFRa2
reseptoriiyle uyarilarak hiicrelerin hayatta kalmasini ve gelismesini saglayan kii¢iik bir
proteindir (Lin ve ark., 1993; Cik ve ark., 2000). Biiylime hormonu ise yukarida
belirtildigi gibi cogunlukla biitiin hiicrelerde bulunan, kendi reseptoriine (BHR)
baglanan 22 kDa agirliginda spesifik bir proteindir.

Bu yilizden GDNF ve benzeri biiyiime faktorleriyle yapilan g¢aligsmalarla biiylime

hormonun ilgisi yoktur (Kirkeby ve Barker.,2019).
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4.4.4. Biiyiime hormonunun klinikte kullanimi
Biiylime hormonunun orta veya agir siddetli kafa travmasinda tedavi amagh
kullanilabilecegiyle ilgili calismalar yapildigi goriilmektedir. Ornegin, travmatik
beyin ameliyatlarinda biiyiime hormonunun etkilerini arastiran ve 161 kiside yapilan
bir ¢alismada hastalara 1 yil boyunca giinliik 0.37mg biiylime hormonu verilmis ve
sonunda hastalarin hayat kalitesinde anlamli derecede iyilesme oldugu
gozlemlenmistir (Gardner ve ark.,2015). Ayrica yapilan diger deneylerde kognisyonu
artirdigi(Moreau ve ark.,2013) Kognitiv ve motor becerileri gelistirip gorme
becerilerinin iyilestigi (Maric ve ark.,2010) Kognitiv parametrelerin yaninda 1Q ve
WAIS 6lgeklerinde biiyiime hormonu alan hastalarin yiiksek aldigi (Reimunde ve
ark.,2011) ve yine 2008 yilinda yapilan 854 kisilik biiyiik dlgekli bir ¢alismada da
giinlik 0.3 mg biiyime hormonu alan hastalarin hayat kalitesinin arttig
goriilmiistiir.(Kreitschmann ve ark.,2008) Friedman ve ark. (Freidman ve ark.,2013)
hafif biligsel erigskin hastalarda BHRH uygulamasinin alzaymir hastaliginda da olumlu

bir etkisi oldugunu gdstermistir.

4.4.5. Biiyiime hormonu ve norodejeneretif hastaliklarda kullanimi
Hayvanlardaki deneysel modeller, BH'nin kan beyin bariyerinin kilcal damarlar
tarafindan emildigini, BH akisinin basit diflizyonla gercgeklestigi kavramini
destekledigi, ancak belirli bir tagima sisteminin gosterilemedigini gostermistir (Pan ve
ark.,2005). BH / IGF-1 hiicresel fonksiyonun belirleyici diizenleyicileridir ve BH ve
ilerleyen yastaki IGF-1, doku yapisinda ve fonksiyonlarinda, 6zellikle de beyinde
ciddi degisikliklere neden olur (Ashpole ve ark.,2015). BH 6n hipofiz bezi tarafindan
salgilanir ve birincil etki BH reseptorlerinin aktivasyonu ve IGF-1'in salgilanmasi,
ozellikle karaciger tarafindan (Giustina ve ark.,1998) ve yerel olarak beyin
tarafindandir (Frago ve ark.,2002). Bu nedenle, BH iki bagimsiz etki mekanizmasiyla
hareket eder: biri hiicresel BH reseptorlerini aktive eder, digeri ise karaciger tarafindan
IGF1 salgilanmasmi uyarir. Insiilin benzeri biiyiime faktdrleri (IGF'ler) kanda alti
baglama proteini, IGF-BP1-6 ile tasinir ve IGF-1 esas olarak IGF-BP3 ile tasinir
(Holly ve Perks.,2006).
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BH, beyin korteksi néronlarinin zarinda, talamus ve hipotalamus ndronlarinda, beyin
sapimnin Purkinje hiicrelerinde, beyin sapinin trapezoid body ndronlarinda ndron
membraninda bulunan BH reseptorlerini aktive ederek dogrudan beyin iizerinde etki
edebilir (Lobie ve ark.,1993). Serebral korteksin embriyonik kiiltiirlerinde, BH'nin
noronal prekiirsor ve glial hiicreleri uyardigi, (Aio ve ark., 2003; Miller ve ark.,1995),
ndrojenez, miyelin ve sinaptogenezi arttirdigr gosterilmistir (Aberg ve ark.,2006).
Yetiskinlerde, BH uygulamasi beyin fonksiyonunu, oOgrenmeyi, hafizay1 ve
noroproteksiyonu diizenler (Oertel ve ark.,2004). Faredeki BH eksikligi,
oligodendroglial hiicrelerde ve miyelinasyon prosesinde azalmaya neden olur
(Morisawa ve ark.,1989). Yetiskin beynindeki en bol ve iyi ¢alisilmis bir glial hiicre
tipi olan astrositler (Kimelberg, 2010), beyin sagliginin korunmasinda inflamasyonla
korunarak ¢ok 6nemli bir rol oynar (Sofroniew, 2015). Oligodendrositler, aksonlardaki
miyelin tiretiminden sorumludur ve onlara uzun siireli biitiinliik saglayarak besleyici
destek saglar (Nave, 2010). Miyelin kaybi, ¢esitli nérolojik hastaliklardan sorumludur
ve noropsikiyatrik bozukluklara katkida bulunur. BH apoptozu etkileyen genleri asagi

yonlii regiile ederek néroprotektif olarak da gorev yapar (Shin ve ark., 2004).

llging bir sekilde, BH, monoamin (serotonin ve noradrenalin gibi) (Stern ve ark.,
1975), dopaminerjik sistem (Andersson ve ark., 1983) ve dopaminerjik aktiviteyi
uyarir (Johansson ve ark., 2004), beyin norotransmiterlerinin ¢ogunu etkiler. 1GF-1,
BH ile karsilagtirildiginda motor ve duyusal ndronlarda ve néronal gelisim ve
rejenerasyonda daha gii¢lii bir etkiye sahiptir (Stewart ve ark., 1996; Caroni ve
Grandes., 1990; Glazner ve Ishii., 1995; Dore ve ark.,1997). IGF-1 ve reseptdr geninin
mutasyonuna bagli olarak azalmis bir IGF-1 sinyalinin, mikrosefali ve zihinsel
bozulmaya neden oldugu bildirilmistir. (Juanes ve ark.,2015; Abou Ghoch ve
ark.,2013).
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5.  GEREC ve YONTEM

5.1. Hiicre Kiiltiirii

SH-SY5Y insan ndroblastoma hiicreleri(ATCC) Yeditepe Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik boliim baskani Prof.Dr. Fikrettin Sahin den
temin edildi. Hiicreler Dulbecco Modified Eagle Medium High Glucose (DMEM
HIGH) %1 L-glutamin ve %10 fetal buzagi serumu (FBS) igeren besi ortaminda 24
saat siire ile 37°C’de %5 CO: ve nemlendirilmis atmosferde kiiltiirlendi. Her 2-3 giinde
bir hiicrelerin besi ortami degistirilerek yenilendi. %70-90 cogalan flasklardaki
hiicreler pasajlanarak, yeni flasklara alindi. ilerleyen pasajlarda ortaya ¢ikabilecek
fenotipik degisimleri Onlemek ve farkli zamanlarda tekrar ayni hiicre hattiyla
calisabilmek icin hiicreler pasajlanirken ihtiya¢ kadar1 %10 DMSO ile -196°C’deki
azot tankinda yedeklendi.

Dondurulan hiicreler ihtiyag halinde azot tankinda alinarak 37 °C ye diisiiriilerek
¢ozdiiriildii. Coziilen hiicreler donmasi i¢in hazirlanan besiyerindeki DMSO dan
uzaklastirilmasi amaglanarak 5ml besi ortami ile 15ml lik falkonda birlestirilerek
300xg de 5 dakika santrifiij ile ¢okertildi ve tiipiin lizerinde biriken siipernatant tek
hamlede atik kabina dokiildii. Tiipiin altinda kalan pellet hiicreler bir kisim besi yeri
ile pipetlenerek onceden hazirlanmis olan flask igerisindeki besi ortamina alindi.
Gerekli etiketleme yapildiktan sonra hiicreler 37 °C sicaklikta, nemlendirilmis CO:
inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Hiicreler genel olarak 2x10° hiicre/ml lik 25cm? ve
75cm? lik platelerde biiyiitiilip MTS analizi icin 1x10° hiicre/ml olarak 96 well
platelere alind1. Total RNA izolasyonu icinse ayr1 ayr1 6 well platelere 1x10° hiicre/ml
olacak sekilde ekilerek doz uygulandi. (Chen ve ark.,2015).

5.2. 6-Hidroksi Dopamin Uygulamasi
Parkinson hastalig1 calismalarinda dopaminerjik néron kaybinin mekanizmasi ile ilgili
calismalarda genellikle MPTP, rotenon ve 6-OHDA ile olusturulan deneysel
modellerden saglanmaktadir (Liang vd., 2011; Shimohama vd., 2003).
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Bu ¢alismada in-vitro Parkinson hastaligr modeli olusturmak i¢in hiicrelerin yaklasik
%350 oraninda olimiinii saglayacak olan toksik doz belirlenerek dopaminerjik ndron
kaybinin taklit edilmesi hedeflendi. Bunun i¢in SH-SY5Y hiicrelerinin besi ortamina

farkli konsantrasyonlarda 6-OHDA(Sigma) (50-100-150-200 uM/ml) eklendi.

Ana stoktan 0l¢iilerek alinan 1mg’lik toz halindeki 6-OHDA 1s1ks1z ortamda tartilarak
%0,01 lik askorbik asit/PBS ¢ozeltisinde ¢ozdiiriildii ve 10mM’lik 500 pl ¢ozelti elde
edildi, bu ¢ozelti 4,5ml besiyeri iceren falkona aktarilarak toplamda Sml ve 1000uM

cozelti elde edilerek filitrelendi. Her deney oncesi yeniden tartilip taze hazirlandu.

5.3. Insan Biiyiime Hormonu Uygulamasi

Insan biiyiime hormonu olarak Genotropin 12mg(Pfizer) kullamildi. Biyofilize halde
gelen hormon kitin i¢indeki 1ml lik saf su ile nazik¢e karistirilarak kontaminasyon
riski goz onlinde bulundurulup ort.300’er mikro litrelik 3 farkl: steril ependorflara
alinarak buharlagsmay1 6nlemek adina parafilm ile agizlar1 kapatildi. Hormon 1 ay siire
kullanildi 1 ay1 doldurdugunda yeni hormon temin edildi. 12mg’lik Hormon, DMEM
HIGH media ile ihtiya¢ kadari ana stoktan alinarak seyreltildi, ana stok 1siktan ve
1sidan korundu. Hazirlanan hormon besi ortamina farkli konsantrasyonlarda (100-
1000ng) eklendi. Hormonun kullanilmast i¢in herhangi bir aktiflestiriciye ya da ek
madde eklenmesine gerek yoktu.

5.4. H202 Uygulamasi
Norolojik korunma etkisinin incelenmesinde sik kullanilan hidrojen peroksit ile
oksitatif strese maruz birakarak programli hiicre 6liimiine yol agma yontemi icin
ihtiya¢ duyulan -ana stok H2O2 12M olarak hesaplandi- hiicrelere daha 6nce toksik
etkisi goriilen doz olan 300uM ana stoktan seyreltilerek ve her defasinda taze olacak
sekilde verildi(Yalvag ve ark., 2011). Daha sonra hiicreler RNA izolasyonu igin
topland1 ve pellet seklinde -20°C de saklandi, ayrica pellet haline getirilmeden uygun

sekilde pipetlenerek icinden bir miktar alind1 ve hemocytometer kullanilarak sayildi.
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5.5. Farmokolojik tedavi
6 well platelere 1 x10° hiicre/ml olarak ekilmis hiicreler en yiiksek proliferasyon etkisi
gosteren doz olan 1000 ng/ml lik biiylime hormonluyla 2 saat boyunca muamele edilip
icindeki biiytime hormonlu besiyeri degistirilmeden iistiine 24 saatlik toksik doz olarak
belirlenen 6-OHDA nin 100ul ve 150yl lik iki farkli doz ayr1 ayri guruplandirilip hem
bliyiime hormonlu hem 6-OHDA’l1 ortam saglandi ve co-treathment grubumuzu
olusturdu (Guo ve ark., 2005).

5.6. MTS testi

MTS tuzu (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium) Promega CellTiter 96® AQueous MTS Reagent
Powder olarak temin edildi ve 42 ml PBS’de 84mg olacak sekilde ¢oziildii, ayrica
phenazine methosulfate (PMS) 2,1 ml PBS’e 2,016 mg eklendi ve iki ¢ozelti kombine
edilip filtrelendi ve farkli zamanlarda kullanilmak igin 2 ml’lik ependorflara
paylastirilarak -20°C de saklandi. Biitiin islemler 1s1ksiz ortamda gerceklestirildi.
Deney gruplarina MTS testi uygulandiktan sonra hiicreler UV spektrofotometrede
490nm- 630nm dalga boyunda okutularak absorbans degerleri kaydedildi.

5.7. Hiicre Sayim Testi
RNA izolasyonu i¢in kaldirilan hiicrelerden 100ul ¢okertilmeden once 1iyice
pipetlenerek farkli gruplar halinde ayr1 ayr steril ependorfa alindi. Ependorftan 10ul
alman hiicreler 10ul tiripan mavisi solusyonuyla karistirilarak 60 saniye beklendi.
Canli hiicreler segici gegirgen olduklari i¢in tiripan mavisini hiicre i¢ine almayip
parlak renkte kalirken olii hiicreler maviye boyandi. Sayimda Bright-Line™
Hemacytometer lami kullanildi. Sayilan hiicreler total ¢ozelti miktar1 baz alinarak

asagidaki verilen formiile gore hesaplandi.

saytlan hiicre
*
4

* Hicrelerin alindigt diliisyon miktari(ml)

= Total hiicre sayis1 / ml
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5.8.

RNA izolasyonu

Farmakolojik tedavi olusturulan gruplar 6 well platelerden 500ul tripsin edta ile

kaldirilarak ayr1 ayr1 ependorflara alinip pellet olarak -20°C de saklandi. Pelletlerden

daha sonra asagidaki protokol uygulanarak trizol(sigma TRI Reagent®) ile manuel

RNA izolasyonu yapildi.

1.

A=

© © N o o

10.

5.9.

Besiyerinden tamamen arindirilmis hiicre pelletlerinin {istiine 1 ml Trizol
eklenerek hiicreler parcalanincaya kadar pipetleme yapilip 5 dakika inkiibe
edildi.

Uzerine 200ul soguk Kloroform eklendi ve 15 saniye ters diiz edilerek nazikge
calkalanip 3 dakika inkiibe edildi.

Inkiibe edilen hiicreler 12,000xg de 15 dakika 4°C de santrifiij edildi.

Ustfaz olan seffaf kisim baska bir ependofa alindi ve iizerine 500ul soguk
isopropanol eklenerek 10 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 12,000xg de 10 dakika 4°C de santrifiij edildi.

Pellete dikkat edilerek soguk isopropanol dokiildii.

Uzerine %75’lik soguk Etanol/dH,0 eklendi ve 2 saniye vortekslendi.
Vortekslenen tirtinler 7,500xg de 5 dakika 4°C de santrifiij edildi.

Uzerindeki alkol dokiilerek ependorf i¢inde kalan alkol ugmast i¢in 15 dakika
bekletildi.

Icindeki alkoliin tamamen uctuguna emin olundugunda 30pul RNAzsiz ultra

saflastirilmis suda ¢oziilerek -80°C de saklandi.

cDNA sentezi

Izole edilen RNA’lar Mikro-Hacim Spektrofotometreler (Nano-Drop) ile 6lgiilerek her

biri Tug gelecek sekilde hesaplanip protokole uygun hazirlandi. Kit olarak BIO-

RAD’in Script™ cDNA Synthesis Kit kullanildi ve protokoliine uygun sekilde

reaksiyonlar gergeklestirildi. Sentez karigimi protokoli (Tablo 1.) ve reaksiyon

protokolii (Tablo 2.) asagida belirtilmistir. Sentezlenen cDNA’lar 30ul Niikleazsiz

suda ¢oziildiikten sonra tekrar 6lgiildii ve 10ng/ul olacak sekilde seyreltilip -20°C de

stoklandi.
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Tablo 1. cDNA sentezinde kullanilan karigim protokolii

5x Iscript Reaksiyon mix 4ul
iScript Reverse transkriptaz lul
RNA 1l
Ultra aritilmis niikleazsiz su 14ul

Tablo 2. cDNA Reaksiyon protokolii

Isleme hazirlama

5 dakika 25°C

Tersine transknipsiyon

20 dakika 46°C

Tersine

transkripsiyon
inaktivasyonu

1 dakika 95°C

5.10. Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPCR) Analizi

Sentezlenen cDNA’lar -20°C den alinip ¢odziindiikten sonra asagidaki protokole uygun

sekilde gergek zamanli PCR analizi igin kullanildi. gPCR analizi i¢in PowerUp™
SYBR™ Green Master Mix - Thermo Fisher kiti kullanildi. Reaksiyonlarda kullanilan

genler (Tablo 3.), reaksiyon karisimi protokolii (Tablo 4.) ve reaksiyon protokolii

(Tablo 5.) asagida verilmistir.

Tablo 3. qPCR analizinde kullanilan genlerin primerleri

Gen Diiz Primer Ters Pirimer

P53 5> GCCCAACAACACCAGCTCCT 3’ 5 CCTGGGCATCCTTGAGTTCC 3°
BCL2 5> AACGGAGGCTGGGATGCCTTTGTG 3’ 5> ACCAGGGCCAAACTGAGCAGAGT 3’
Caspase 3 5" GAGGCGGTTGTAGAAGAGTTCGTG 3’ 5" TGGGGGAAGAGGCAGGTGCA 3’
Caspase 7 5> GGAGAAAGCTCATGGCTGTGT 3’ 5’ TCCCCTTGGCTGTGTTTTG 3’

PTEN 5" TGTGGTCTGCCAGCTAAAGG 3’ 5> ACACACAGGTAACGGCTGAG 3’
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GAPDH 5> AAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC 3’ 5 GGGGTCATTGATGGCAACAATA 3’

Tablo 4. qPCR analizi i¢in kullanilan karigim protokoli

SYBR green mix 5ul
Ultra aritilmig niikleazsiz su 2ul
Ters primer 0,5 ul
Diiz primer 0,5 ul
cDNA 1w

Tablo 5. gPCR reaksiyon protokolit

Isleme hazirlama ve denatiirasyon

3 dakika 93°C

Denatiirasyon

30 saniye 93°C

Pirimer baglanmast

40 saniye 59°C

Amplifikasyon

45 saniye 72°C

Denatiirasyondan itibaren 39 defa dongiiye

alinmasi

39x Dongii

Amplifikasyon Uzatma(ekstensiyon)

10 dakika 72°C
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6. BULGULAR

6.1. SH-SY5Y Hiicrelerinin Isik Mikroskobu Altindaki Goériiniimler
Biiyiime hormonu ve toksik madde uygulamalarindan sonra, SH-SYSY hiicrelerinin

inverted mikroskopla elde edilen goriintiileri Resim 1.- 4. de verilmistir.

Negatif Kontrol Pojitif Kontrol

100ng/ml BH 200ng/ml BH

500ng/ml BH 1000ng/ml BH

Resim 1. Hiicrelerin Biiylime Hormonu uygulamasi sonrasinda 24 saat sonraki goriiniimleri.

30



Resim 1. de goriildigi gibi biiyiime hormonu proliferasyonu nc ye gore anlamli
derecede arttirmamis ve 1000ng a kadar toksik etki goriilmemis. 1000ng da hiicreler
kolonize olmayip morfolojilerinde néron hiicresine dogru bir degisim gozlemlenmis

ancak bu diger testlerle kanitlanmamustir.

Pozitif Kontrol Negatif Kontrol

50pM/ml 100pM/ml

150pM/ml 200puM/ml

Resim 2. Hiicrelerin 6-OHDA uygulamasi sonrasinda 24 saat sonraki goriiniimleri.
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Resim 2. de goriildiigii gibi 6-OHDA verilen gruplarda hiicre canliligi 24 saatte
azalmis. Doz arttik¢a canlilik ve sag kalimlarda ise morfolojik degisiklikler

gozlemlenmis 100 pM/ml 6-OHDA dozu yeterince hiicrenin dlmesine sebep olmustur.

Negatif Kontrol 100uM/mi 6-OHDA

6-OHDA + 100ng BH 6-OHDA + 200ng BH

6-OHDA + 500ng BH 6-OHDA + 1000ng BH

Resim 3: Hiicrelere 1 saat 1000ng/ml lik biiyiime hormonlu besi yeri verildikten sonra, 100 pM/ml 6-
OHDA esliginde sirastyla 100, 200, 500 ve 1000 ng/ml BH verilmis ve iizerinden 24 saat ge¢mis halleri.
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Hiicrelere kombine dozlar verilmeden o6nce hepsi 1000ng/ml lik BH’ye maruz
birakildi ve sonrasinda yukarida belirtilen dozlar ayr1 ayr1 hazirlanarak verildi. Sekil
3x de goriildiigii tizere Biiyltime hormonu dozu arttikca hiicrelerideki canliligin arttig1

gbzlemlendi.

Negatif Kontrol 150pM/ml 6-OHDA

6-OHDA + 100ng BH 6-OHDA + 200ng BH

6-OHDA + 500ng BH 6-OHDA + 1000ng BH

Resim 4. Hiicrelere 1 saat 1000ng/ml lik bityiime hormonlu besi yeri verildikten sonra, 150 pM/ml 6-
OHDA esliginde sirastyla 100, 200, 500 ve 1000 ng/ml BH verilmis ve iizerinden 24 saat ge¢mis halleri.
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Hiicrelere kombine dozlar verilmeden 6nce hepsi 1000ng/ml’lik BH’ye maruz
birakildi ve sonrasinda yukarida belirtilen dozlar ayri ayr1 hazirlanarak verildi. Resim
4 de goruldugi tizere biiyiime hormonu dozu arttik¢a hiicrelerdeki canliligin arttigi

gozlemlendi.

Ayrica Resim 3. ve Resim 4.’e bakildiginda kendi aralarinda da 6-OHDA dozunun
artmasina bagl olarak fark oldugu ve 150 uM/ml 6-OHDA’l1 grupta hiicrelerin daha

az oldugu goriilmekte.

6.2. MTS Testi
Hiicreler 96 well platelere her bir grup 4 biyolojik tekrarli olmak iizere kuyucuk basi
10.000 hiicre olmak tiizere ekildikten 24 saat sonra 100-10.000 ng/ml olacak sekilde
degisik dozlara maruz birakilmis ve sekil 5. de goriildiigli gibi 24 saat sonra biiyiime
hormonunun toksik etkisi olup olmadigit MTS yo6ntemi ile incelenmis ve BH’nin

10.000 ng/ml dahi toksik etki yapmadig1 gorilmiistiir.

Bliyiime Hormonu

150
mm NC
<3 =3 100ng/ml
D 100- = 200ng/ml
= ihilihh =3 500ng/ml
S =3 1000ng/ml
2 50+
o =3 5000ng/ml
He )
T Em 10000ng/ml
0- T T 1T T T
ASATATATATAY
SRS
QRRR®
XX S

Sekil 5. Biiyiime Hormonunun 100ng/ml ve 10.000ng/ml araliginda hiicre canliligina olan etkisi.
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6.3. Hiicre Sayimi
Farmakolojik tedavi uygulanan ve RNA izolasyonu i¢in kaldirilan hiicrelerden 100ul

steril ependorflara alindiktan sonra metotta anlatildigi gibi sayimi yapilmistir.

Noroprotektif Etki
200-

150

100

Hiicre Canlihigi x1000

Sekil 6. Biiyiime hormonu ve H,O; uygulanmasi sonrasi canli kalan hiicre miktari.
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6-Ohda Karsisinda BH etkisi

60
o
o
o
*
)§’ 40
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o 20+
(&)
=
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
&«P\Q\o‘{z‘o“ XXX RX

Sekil 7. Biiyiime Hormonu ve 6-OHDA uygulanmasi sonrasi canli hiicre sayisi

6.4. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyon Analizi ile Gen Ifadelerinin
Ol¢iimii

Hiicreler 6 well platelerden toplanip RNA izolasyonu yapildiktan sonra elde edilen
RNA’lar cDNA’ya gevirilmis ve metotta belirtilen sekilde qPCR yapilmistir. gPCR
sonucunda 6-OHDA’l1 grubun gen ifadeleri Sekil 1. de H202’li grubun gen ifadeleri

ise sekil 2. de verilmistir.
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140 _ | Negatif Kontrol
120+ B Blyume Hormonu
100 ' BN 6-OHDA 100uM
it BN 6-OHDA 150uM

5 1 6-OHDA 100uM + BH
. ; . o 1 6-OHDA 150uM + BH
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Sekil 8. 6-OHDA 100 uM/ml ve 150 pM/ml, BH 1000ng/ml ve 6-OHDA-BH Kombine verilmis
sekildeki gruplarin gen ifadelerindeki degisiklikler.

1.5

1 Negatif Kontrol
Bl Buyume Hormonu

T R = .0,

mm H,O, + Blyume hormonu

0.5
0.0 B
i A 9 N >
& &£ & ® Q&Q’
R R
< g

Sekil 9. H202 300 pM/ml, BH 1000ng/ml ve H202-BH kombine verilmis sekildeki gruplarin gen
ifadelerindeki degisiklikler.

Sekil 7. ve Sekil 8. incelendiginde Biiyiime hormonu kontrol grubuna gore apoptozu
engellemis, combine ve yalnizca toksik madde verilen gruplara bakildeginda da yine
ayni etki goriilmiis, ancak toksik dozlar ve kontrol arasinda anlamli bir iliski

bulunamamis ayrica BH nu hiicre proliferasyonunu etkileyen genlerin ifadelinde
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anlamli bir degisiklige sebep olmamis ve bu da hiicrelerin 151k mikroskobu goriintiileri

ve MTS sonuglariyla birlikte dengeli bir sonug olarak degerlendirilmistir.
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7.  TARTISMA ve SONUC
Tez kapsaminda 6-OHDA ile olusturulan invitro parkinson modelinde Biiyiime
hormonunun nérokoruyucu etkisi ortaya konulmustur. 1000ng ve iizeri biiylime

hormonunun hiicrelerde 10.000ng a kadar toksik etki yapmadig1 goriilmiistiir.

Literatirde 1000ng dan sonra biiyime hormonu hiicreyi etkileyemedigi
varsayilmaktadir ancak biyofilize proteinlerin ¢ok kolay pargalandigi diisiiniiliirse

1000ng dan daha yiiksek dozlarda daha iyi sonug alinabilecegini diistinmekteyim.

Hiicreler 6-OHDA  nin toksik dozu olarak belirlenen 100uM dan %50 daha fazla toksik
maddeye maruz birakildiklarinda dahi biliylime hormonuna karsi olumlu cevap

vermislerdir.

Hiicreler néron hiicresine bagkalastirilmamis olmasi deneyin negatif yanlarindan
birisidir, néron hiicresine baskalagma yapildiktan sonra toksik doz ve BH na verilen
tepki degisebilir bu yilizden leride baska hiicre hatlari ve ayni hiicre hattinin néron

hiicresine baykalaytirilmis formlari tizerinden deneyler tekrarlanmalidir.

Sekil8 ve Sekil9 a bakildiginda caspase 3 ve caspase7 ifadelerinin kontrole gore
BH’nin toksik kimyasala gore ise BH ile kombine verilen grubun diisiik oldugu bu

ylizden BH nin anti apoptotik etki gosterdigini gérmekteyiz.

Ancak caspase aktivitesinin toksik dozlarda verilen kimyasallarda yiliksek olmasim
beklerken diisiik ¢ikmasinin sebebini ise, bu genlerin pre-apoptotik genler olmasina
baglayabiliriz, ¢iinkii zaten apoptoza ugramis bu hiicrelerde caspase 3 ve caspase 7
genleri ifade edileli ¢ok zaman ge¢mis olmaliki hiicreler apoptoza gitsin. Bunu
anlamanin ve kanitlamanm en iyi yolu ise Wester-Bloting yapmaktir. ileride bu

genlerin protein ifadelerine de bakilacaktir.

6-OHDA’1l1 ve kombine gruplarin MTS analizi yapilamamustir, ¢iinkii hiicrelere MTS
tuzu verildigi an 6lmektedirler ve bu problem ¢oziilememistir, belki hiicreler néron

hiicresine ¢evrildiginde ya da MTT ile denendiginde olumlu sonuglar alinabilir.

6-OHDA c¢ok kolay okside oldugu icin %0,01 lik askorbik asit ¢ozeltisinde ¢oziilerek

besi yerine verilmistir ancak gruplar incelendiginde sadece askorbik asitli grup
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goriinmemektedir bunun sebebi ise askorbik asidin bu derece seyreltik halinin SH-

SYSY hiicrelerinde herhangi bir etkisi olmamasidir (Turan ve ark.,2020).

Bu ¢alismanin fareler tizerinde daha olumlu sonuglar verecegini diisiinmekteyiz ¢iinkii
BH karaciger iizerinden IGF-I iiretimini arttirdig1 i¢in ve bliylime faktorleri anti

apoptotik etki gosterdigi i¢in belki de farelerde tedavi edici bir etki goriilebilir.

Bu sonuglar 1s1ginda biiytiime hormonunun Parkinson hastaliginda tedavi edici ya da
koruyucu etkisi olabilecegini diistinmekteyiz. Bunun yaninda biiylime hormonunun
kolay sentezlenebilinmesi, viicudun iirettigi organik bir bilesik olmasi ve kan beyin
bariyerini asmasi géz oOnilinde bulunduruldugunda kullanimi1 kolay ve ucuz bir

biyolojik ilag potansiyeli oldugunu da gostermektedir.
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