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OZET

Parkinson hastaligi (PH), substansiya nigra’nin pars kompakta (SNpc) bolgesinde
dopaminerjik noronlarin kaybi ile karakterize olan ve Alzheimer hastaligindan sonra en
yaygin goriilen norodejeneratif hastaliktir. Dokosaheksaenoik asit (DHA), beynin fosfolipid
tabakasinda bulunan ve hiicresel fonksiyonlarin devami igin gerekli temel ¢oklu doymamis
yag asidi (PUFA)’dir. Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile L-arjininden
sentezlenen bir norotransmitterdir. Oksidasyonu ile hiicrede nitrozatif stresi meydana getiren
reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretilir. Olusan radikaller hiicrede lipid peroksidasyonuna neden
olmaktadir. 1-metil-4-fenil 1,2,3,6 tetrahidropiridin (MPTP) ile deneysel parkinson modeli
olusturulan farelerde nNOS aktivitesinin arttig1 bilinmektedir. Calismamiz, deneysel
parkinson modelinde DHA uygulamas1 ile dopaminerjik néron apoptozunu 6nlemede, nNOS
fosforilasyonunun roliinii arastirmak iizere planlanmstir.

3 aylik erkek C57BL/6 fareler rastgele 4 gruba ayrilmistir. Kontrol (K) grubu, DHA
verilen grup (DHA), deneysel parkinson modeli olusturulan grup (MPTP), DHA verilen ve
deneysel parkinson modeli olusturulan grup (DHA + MPTP). DHA (36 mg/kg/giin), 4 hafta
boyunca DHA ve DHA+MPTP gruplarina gavaj yoluyla uygulanmistir. Deneysel parkinson
modeli 23.giinde intraperitonel (i.p.) yolla uygulanan MPTP nérotoksini (4x20 mg/kg, 2 saat
araliklarla) ile olusturulmustur. Motor aktivite tayini; ¢ubuk testi ile bradikinezi siddetinin
belirlenmesi, lokomotor aktivite testi ve rotarod testi ile degerlendirilmistir. Substansiya
nigra (SN) dokusu apoptoz belirteci kaspaz-3 aktivitesi, nitrozatif stres gostergesi
nitrit/nitrat diizeyi ve lipid peroksidasyon 4-hidroksi nonenal (4-HNE) diizeyleri ticari kitler
yardimiyla Slgiilmiistiir. SN’deki dopaminerjik hiicre sayisi tirozin hidroksilaz (TH) enzimi
ile, nNOS ve fosfo-nNOS enzim ekspresyonlar1 spesifik NOS immiinreaktif hiicrelerin
immiinohistokimyasal analizi ile tespit edilmistir.

Deneysel parkinson modeli olusturulan farelerde bradikinezi siddetini gdsteren ¢ubuk
testinde geri doniis ve total inig siirelerinin uzadigi, DHA verilmesinin ise siirelerde
kisalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Lokomotor aktivite testinde deneysel parkinson
modeli olusturulan grupta ambulatuvar aktivite, mesafe ve toplam lokomotor aktivitelerde
azalma gorilmiistir. DHA+MPTP grubu ile MPTP grubu karsilastirildiginda, aktivitenin
artmig oldugu izlenmistir. Motor koordinasyonun ve dengenin gostergesi olan rotarod
testinde 40 rpm diizeyinde MPTP grubunda dénen ¢ubuk {izerinde kalma siireleri kisalirken
DHA+MPTP grubunda siirenin uzadig1 goriilmiistiir. Kaspaz-3 aktivite sonuglarinin MPTP
grubunda kontrol grubuna kiyasla arttigi, DHA+MPTP grubunda ise MPTP grubuna gore
onemli bir fark yaratmadigi bulunmustur. Nitrit-nitrat ve 4-HNE diizeyleri MPTP grubunda
artis gostermistir. MPTP grubuyla karsilastirildiginda, DHA+MPTP grubunda nitrit/nitrat ve
4-HNE diizeylerinin 6nemli 6l¢lide azaldigi saptanmistir. SN’de TH igeren néron sayilari
incelendiginde birim alandaki TH+ hiicre sayist MPTP grubunda anlamli sekilde azalmus,
DHA verilen MPTP grubunda ise MPTP grubuna kiyasla artis gostermistir. nNOS enzim
ekspresyonlart MPTP grubunda kontrole oranla artmig, DHA uygulanan MPTP grubunda ise
belirgin sekilde azalmigtir. nNOS enzim fosforilasyonu degerlendirildiginde, MPTP grubuna
kiyasla DHA+ MPTP grubunda nNOS Serin 847 fosforilasyonunun arttigi goriilmiistiir. Bu
durum, Serin 847 fosforilasyonu ile nNOS aktivitesinin azalarak dopaminerjik hiicrelerin
6liimiiniin engellendigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Parkinson, DHA, MPTP, nNOS, Lipid Peroksidasyon



ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by the loss of
dopaminergic neurons from the substantia nigra pars compacta (SNpc). PD is recognized as
the second most common neurodegenerative disease after Alzheimer’s disease.
Docosahexaenoic acid (DHA), which is the major polyunsaturated fatty acid (PUFA) found
in the phospholipid fractions of the brain, is essential for normal cellular functions. Nitric
oxide (NO) is a neurotransmitter synthesized from L-arginine by the enzyme nitric oxide
synthase (NOS). Oxidation of NO yields reactive oxygen species (ROS) causing nitrosative
stress in cells by triggering lipid peroxidation. An increased neuronal NOS (nNOS) activity
was reported in the experimental model of PD elicited by 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP) in mice. The present study is designed to investigate the role of
nNOS phosphorylation in the prevention of apoptosis by administration of DHA to the
experimental PD model.

Three months old male C57BL/6 mice were randomly divided into 4 groups as: Control
(C), DHA-treated (DHA), MPTP-induced (MPTP), DHA-treated and MPTP-induced
(DHA+MPTP). DHA was administered daily by oral gavage for four weeks (as
36mg/kg/day) to DHA and DHA+MPTP groups. Experimental PD model was utilized by
consecutive intraperitoneal (ip) injections of the neurotoxin MPTP (4x20 mg/kg’ at 2-hr
intervals) on the day 23. Motor activity of mice was evaluated by “pole test” (as a marker for
the intensity of bradykinesia) as well as the tests of locomotor activity and rotarod. Using
commercial kits, caspase-3 activity was measured as an apoptosis marker. Additionally,
measurements of nitrite/nitrate and 4-HNE levels were performed as markers of nitrosative
stress and lipid peroxidation, respectively. The number of the dopaminergic cells in
substantia nigra (SN) was determined by immunohistochemical analysis of tyrosine
hydroxylase (TH)-immunopositive cells. Expression of the nNOS and phospho-nNOS
enzymes was also determined in all tissue sections via immunohistochemical staining.

Pole test results showed an increased return and total down time in the MPTP-treated
group, while DHA treatment decreased both parameters in the DHA+MPTP group. In
MPTP-treated group, decreased ambulatory activity, distance and total locomotor activity
were detected. These were restored by DHA treatment. As an indicator of motor
coordination and balance, the rotarod test at 40 rpm showed that MPTP-treated animals
exhibited shorter time on the rotating rod mill compared to the DHA+MPTP group. An
increased caspase 3 activity was detected in the MPTP group compared to the control.
However, it was not altered by DHA treatment. Nitrite/nitrate and 4-HNE levels were also
significantly increased in SN of the MPTP-treated mice compared to the control. DHA
treatment significantly attenuated these MPTP-induced alterations. Dopaminergic cell death
in SNpc was significantly increased in the MPTP-treated group compared to the control.
DHA treatment significantly diminished cell death in the DHA+MPTP group as compared to
the MPTP-treated group. The expression of nNOS enzyme was significantly increased in the
MPTP-treated group compared to the control. In addition, DHA treatment caused a
significant decrease in nNOS expression in the DHA+MPTP group. Our
immunohistochemistry results showed an elevated phosphorylation of nNOS on the serine
847 residue upon DHA treatment in the experimental PD model. Taken together, these
results indicate that the phosphorylation at serine 847 may decrease the activation of nNOS
which in turn protects dopaminergic neurons from death.

Key words: Parkinson, DHA, MPTP, nNOS, Lipid Peroxidation
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CIZELGELER DiZiNi
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GIRIS

Parkinson hastaligi (PH) ilk kez 1817 yilinda Dr. James Parkinson tarafindan
tanimlanmis, Alzheimer hastaligi’ndan sonra en sik goriilen norodejeneratif hastaliktir [1, 2].
Parkinson hastaligina 60 yas iistiinde daha sik rastlanir [3]. Erkeklerde kadinlardan daha sik
goriilmektedir [4]. PH bir bazal ganglion hastaligidir. Substansiya nigranin (SN) pars
kompakta (SNpc) parcasinda ndromelanin iceren dopaminerjik ndronlarin %60-80 oraninda
azalmasi ile belirtileri goriilmeye baglar. Bu bolgede dopamin miktarinin azalmasi, diger
striatal yapilarda da dopamin azalisina neden olur [5]. Normal kosullarda SN’de {iretilen
dopamin kaudat niikleus ve putamene etki ederek motor hareketlerin koordinasyonunda rol
oynar. PH’da SN’deki dopamin {ireten néronlarin kayb1 sonucunda beynin motor hareketleri
diizenleme kapasitesi azalir [6]. Bu sebeple PH nin semptomlar1 arasinda; kaslarda rijidite,
istirahat tremoru ve bradikinezi yer alir. [7] PH nin sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte
bazi travmalar [8], yaslilik [9], a-siniiklein [10], genetik yatkinlik [11], yanhs katlanmig
proteinler [11], mitokondriyal bozukluklar [12], inflamasyon [13] ve mikroglialarin
aktiviteleri [14] gibi hipotezler 6ne siiriilmektedir.

PH’da en 6nemli hipotezlerden biri serbest radikal artisidir. Serbest radikallerin
olugmasi peptidlere, proteinlere, aminoasitlere ve lipidlere etki ederek protein oksidasyonuna
ve lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir [15]. Nitrik oksit (NO), endotel hiicrelerinde,
glialarda ve bazi noéronlarda nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan sentezlenmektedir.
NOS’un dért tip enzim izoformunun oldugu bilinmektedir. Ilki endotel hiicrelerinde bulunan
eNOS (NOSIII), ndéronlarda ve glialarda bulunan formu nNOS (NOSI), indiiklenebilir formu
iINOS (NOSII), mitokondri i¢ membraninda bulunan formu ise mtNOS’tur [16]. NO sinir
sisteminde noérotransmitter olarak gorev yapmaktadir. Oksijen varliginda nitrit ve nitrat gibi
nitrojen tiirevleri olusturdugu ve radikal gibi davrandigi bilinmektedir [17]. Ayrica, nitrik
oksidin oksijen radikalleri ve siiperoksitlerle reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOOY)
olusturdugu saptanmistir. (ONOQ"), metal katalizinden bagimsiz olarak hidroksil radikali
iretebilmektedir [18]. NO’nun tiyol reaksiyonlari ile etkilesimi sonucunda glutatyondan
daha kuvvetli olan S-nitrozoglutatyon (GSNO) olusturdugu saptanmistir [19]. Bu bilesenin
lipid peroksidasyonunu engelledigi bilinmektedir [20]. Daha o6nce yapilan PH modeli
caligmalarinda, iNOS ve nNOS aktivitelerinin arttigi, glutatyon miktarimin azaldigi
gosterilmistir [21, 22]. nNOS ve iNOS inhibitérlerinin kullanilmasinin nérodejenerasyonu
azaltig goriilmiistiir [23, 24]. Bu aktivite azaliginda nNOS’un farkli rezidiilerinden
fosforilasyonunun farkli etkilerinin oldugu gosterilmistir. nNOS farkli enzimler tarafindan
fosforile olabilmektedir [25]. Serin 1412’den fosforile olmasi nNOS aktivitesini artirirken
[26] serin 847°den fosforile olmasi nNOS aktivitesinin azalmasina neden olmaktadir [27].

Normal hiicresel fonksiyon igin gerekli olan linoleik (LA, 18:2 n-6) ve a-linolenik
(LNA 18:3 n-3) asitler esansiyel yag asidi (EFA) sinifina girer. Doymamis yag asitleri i¢in
kullanilan “omega-6” ve “omega-3” kisaltmalar1 yag asidi zincirinin distal ucundaki metil
karbon atomundan sonra gelen ilk ¢ift bagin yerini gosterir. Her iki temel EFA da uzun
zincirli ¢oklu doymamig yag asitleri (PUFA) nin sentezi igin gereklidir [28]. Diger yandan
esansiyel yag asitleri hiicre membraninda fosfolipid tabakasinin entegral komponenti olarak
membran akiskanligini ve lipid protein etkilesimlerini diizenler, tasiyic1 proteinlere, hormon
ve norotransmitter reseptorlerine etki eder [29-32]. Yapilan ¢alismalarda, beyin
fosfolipidlerinde temel ¢oklu doymamus yag asidi’nin DHA (Dekosaheksaenoik Asit) oldugu



saptanmistir [28]. DHA’nin dopamin tagtyicilarinin aktivitelerine etki ettigi bilinmektedir
[33]. DHA’nin nNOS ve iNOS’a etki ettigi ise onceki calismalarda gosterilmistir [24, 34].

Deneysel parkinson modelinde kullanillan MPTP  (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridin) maddesinin farelere uygulanmasi ile SNpc’de iNOS ekspresyonunun ve
nNOS aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir [21]. Yapilan c¢alismalarda, SN’deki noron
6limlerinde nNOS’un roliiniin oldugu saptanmustir [35]. DHA’nin parkinson modelinde
niikleer faktor (NF)-KappaB aktivasyonuna etki ederek, tirozin hidroksilaz igeren ndéronlarin
Oliimiinii 6nledigi daha 6nceki ¢aligmalarda gosterilmistir [34, 36]. Fakat deneysel parkinson
modelinde olusan apoptozun Onlenmesinde nNOS ve fosforilasyonunun rolii ve bu roliin
serin 847 {izerinden olup olmadigi bilinmemektedir. DHA’nin hiicre membranindaki
kanallara ve hiicre i¢i sinyal molekiillerine etki ettigi bilinmektedir [33]. Onceki ¢aligmalarda
apoptozu Onledigi gosterilmistir [37]. Bu bilgiler 1s18inda ¢calismamizda lipid peroksidasyon
gostergesi olan 4-HNE ve apoptoz gostergesi olan kaspaz 3 aktivitesi dlgiilerek DHA nin
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir.

DHA’nin koruyucu etkisinde nNOS’un, serin 847 bolgesinden fosforilasyonu ile
nNOS inhibisyonunda roliiniin olup olmadig1 bilinmemektedir. Bu bilgilere dayanarak nNOS
fosforilasyonunun roliinii belirlemek i¢in bu ¢alisma planlanmis, biyokimyasal ve lokomotor
parametrelerle desteklenmistir.

Bu calismamiz, ¢agimizin hastaligi olan PH’da DHA’nin koruyucu roliiniin
mekanizmasini aydinlatmak amaciyla planlanmustir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl

GENEL BILGILER

2.1.  Parkinson Hastahi@ ve Tarihcesi

Parkinson Hastalig1 (PH), ilk kez James Parkinson tarafindan 1817 yilinda “Essay on
the Shaking Palsy” isimli monografisinde tanimlanmistir [1]. Alzheimer hastaligindan (AH)
sonra en sik rastlanan yas bagimli nérodejeneratif hastaliktir [2]. Arvid Carlsson 1958’de
memeli beyninde dopaminin varligin1 gostermistir [38]. Ardindan, striatal dopamin (DA)
eksikliginin PH’ye yol actig1 [39] ve striatal DA’ min diisiik dozda DA prekiirsorii levodopa
alimi ile yerine konarak semptomlar1 hafiflettigi gosterilmistir. Substansiya nigra pars
kompakta (SNpc) ndronlarnin nigrostriatal dopaminerjik yolagr olusturdugunun
kesfedilmesi ile PH’nin beynin (SNpc) bolgesindeki dopaminerjik ndronlarin kaybi ile
meydana geldigi anlagilmigtir [40].

Dopaminerjik néronal kayip ile birlikte DA reseptorleri de sayica azalir. Bu durum
PH’nin gelisimine neden olur [41]. DA reseptdr agonisti verilen Parkinson hastalarinda
semptomlarin hafifledigi, 1974 yilinda Calne ve ark. tarafindan gosterilmistir [42].

2.1.1. Hastahgin Epidemiyolojisi

Hastaligin prevalansi 160 vaka/ 100.000 kisi, insidansi ise 20 vaka/100.000 kisidir
[43]. Parkinson hastaliginin yayginlig1 yasla birlikte artis gosterir [44]. PH 20 ile 80 yaslar
arasinda, ortalama 55 yas civarinda baslar ve kadinlara oranla erkeklerde daha sik goriiliir

[4].

2.1.2. Hastahgin Etiyolojisi
Cevresel etmenler, yaslanma ve genetik yatkinlik gecerli nedenler arasinda gosterilse
de PH’nin nedeni heniiz tam anlamiyla bilinmemektedir [45].

PH’nin baglangicinin geng yaslara kadar gerilemesinin parakuat, herbisit veya
pestisitlere maruz kalma gibi c¢evresel faktorlerden etkilendigi diisiiniilmektedir [46]. 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridin (MPTP) vb. ¢esitli sentetik norotoksinlerin de hizli ve
kalic1 parkinsonizme neden oldugu bilinmektedir [47]. Prenatal veya erken postnatal
donemde, MPTP benzeri herbisit parakuat veya fungisit manebe maruz kalmanin, erken
gelisim doneminde SN dopaminerjik néronlarinda sayica azalmaya neden oldugu
bilinmektedir. Ayn1 kisilerin  yetiskinlikte de bu toksinlere maruz kalmasi,
ndrodejenerasyona olan duyarliliklarinin daha fazla olabilecegini diigiindiirmektedir [48].

Yasla birlikte nigral hiicre sayisinda azalma meydana geldigi bilinmektedir.
Yaslanma ve PH iliskisini inceleyen birgok caligmaya gore hastalikla birlikte motor
semptomlarda artis, levodopa cevabinda azalma, postiirde bozulmalar, siddetli biligsel
bozukluklar ve demans gelismektedir [49].

PH vakalarinin sadece %10’u ailesel yatkinlik gosterir. Parkinson hastalarinin birinci
derece yakinlarinda hastaligin goriilme ihtimali saglikli bireylerin birinci derece yakinlarina
oranla 1.5-9.5 kez daha yiiksek bulunmustur [50]. Bir¢cok genetik mutasyon da PH sebebi
olabilir. Siniiklein alfa (SNCA), Parkinson disease 1 (PARKI = 4) ve Leucine-Rich Repeat
Kinase 2 (LRRK2), Parkinson disecase 8 (PARKS) otozomal dominant mutasyonlar1 PH
olusumuna neden olurken Parkin (PARK2), Pten-Induced Putative Kinase 1 (PINKI),
Parkinson Disease 6 (PARKG), Oncogene DJ-1 (DJ-1), Parkinson Disease 7 (PARK7) ve



ATPase TYPE 13A2 (ATPI3A2) genlerindeki otozomal resesif mutasyonlar da PH’nin
nedenleri arasinda gosterilmektedir [51]. Ek olarak son yillarda Htra Serine Peptidase 2
(HTRA2) gen mutasyonlar1 da PH ile iliskilendirilmistir [52].

2.1.3. Parkinson Hastaligi’nin Noroanatomik Mekanizmalari

Bazal ganglionlar telensefalon, diensefalon ve orta beyine yayilan, birbirleri ile
baglantili subkortikal niikleuslar toplulugudur [53]. Bazal gangliyonlarin 4 temel niikleusu
bulunur. Bunlar; striatum (kaudat niikleus ve putamen), globus pallidus (globus pallidus
eksterna (Gpe) ve globus pallidus interna (Gpi)), (substansiya nigra pars kompakta ve
substansiya nigra pars retikiilata) ve subtalamik niikleuslardir (STN) [54].

Bazal gangliyonlarin gorevi hareketi kontrol etmek ve iizerinde ince ayarlamalar
yapmaktir. Dolayistyla bu gorevi gerceklestirecegi bolgelerden afferent uyarilarla bilgiyi alir
ve efferent uyarilarla bu bilgiyi iletirler. Bazal gangliyonlarin afferent girdilerinin biiyiik bir
kismi frontal korteksten, bir kismi ise pariyetal korteksten gelir. Bu afferent sinyallerin bazal
gangliyonlara giris yaptig1 yer striatumdur. Bazal gangliyonlarda islenen bilgiler ise globus
pallidus internus (Gpi) ve substansiya nigra pars retikiilatadan (SNr) ¢ikis yapar. Gpi’den
cikan bilgiler talamusun ventral anterior segmentine gelir ve talamustan ¢ikan aksonlar
motor kortekse baglanarak dongiiyii tamamlar. Bazal gangliyonlarin efferent sinyallerinin
biiyiik bir kismi1 Gpi iizerinden talamusa giderken kiiclik bir kismi ise beyin sapindaki
pedinkiilopontin niikleusa gider [55].

Serebral korteks ve bazal gangliyonlar arasinda korteksin aktivitesini artiran direkt
ve korteksin aktivitesini azaltan indirekt iki yol vardir [4]. Direkt yolda frontal ve pariyetal
korteksten gelen bazal gangliyon afferent sinyalleri putamene girer ve dogrudan Gpi ve
SNr’ye yonelerek talamus iizerinden kortekse geri doner. Indirekt yolda ise korteksten
putamene gelen sinyaller Gpe ve STN’ye ugradiktan sonra Gpi ve SNr’ye yonelerek talamus
iizerinden kortekse doner [56]. Direkt yol gabaerjiktir ve néronlart D1 tip reseptorleri
eksprese eder. Indirekt yol da gabaerjiktir fakat noronlar1 D2 tip reseptorleri eksprese eder.
Dopamin D1 tip reseptorlere baglandiginda uyarici, D2 tip reseptdrlere baglandiginda ise
inhibe edici etki gosterir. Dopamin direkt yolu uyarip indirekt yolu baskilayarak
talamokortikal ¢ikis sinyallerini her iki yolda artirarak korteksi aktive eder. Normal sartlarda
bu iki yol birbiri ile dengededir. Ancak PH’da dopaminin azalmasiyla bu denge indirekt yolu
destekleyecek sekilde bozulur. Talamus iizerinde indirekt yolun etkisi artar ve kortikal
aktivasyon azalarak PH belirtileri ortaya ¢ikar [57].
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Sekil 2.1. Bazal gangliyonlarin normal isleyis mekanizmalari ve PH ile meydana gelen degisimler
(Kaynak 58’den modifiye edilerek alinmistir) [58]. CM, Sentromedyan niikleus; Gpe,
Globus pallidus external segment; Gpi, Globus pallidus internal segment; PPN,
Pedinkiilopontin niikleus; SNe¢, Substansiya nigra pars kompakta; STN, Subtalamik
niikleus; VA/VL, Ventral enteriyor, ventral lateral niikleus; SNr, Substansiya nigra pars
retikiilata.

2.1.4. Dopamin ve Parkinson Hastalig1

DA, nigral noéronlarda iiretilen endojen bir norotransmitterdir [59]. Dopaminerjik
noronlar diensefalon, mezensefalon ve olfaktor bulbusta yer alirlar [60]. Mezensefalonun
ventralindeki dopaminerjik néronlar, memeli merkezi sinir sisteminde DA’y1 en fazla igeren
hiicre gruplaridir ve beyindeki toplam dopaminerjik hiicrelerin %90’ olustururlar.
Mezensefalik dopaminerjik sistem igerisinde nigrostratal, mezolimbik, mezokortikal ve
tuberoinfundibular sistemler yer alir. En ¢ok bilinen ise nigrostriatal sistemdir. Substaniya
nigra pars kompakta’da yer alir ve striatuma kadar uzanir. Nigrostriatal yolak bilingli motor
hareketleri diizenlemede 6nemli rol oynar [61].
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Sekil 2.2. Beyindeki major dopaminerjik yolaklar (Kaynak 62’den modifiye edilerek alinmigtir) [62].

DA sentezi birtakim enzimatik reaksiyonlar sonucu gerceklesir. Tirozin amino asidi
tirozin hidroksilaz (TH) enzimi ile L-DOPA’ya katalizlenir. L-DOPA, aromatik
dekarboksilaz enzimi ile dekarboksillenir ve DA dretilir. DA, vezikiler monoamin
tagtyicilar1 (VMAT) ile sinaptik vezikiillere alinir. Stimulasyon ile sinir terminallerinden
sinapsa ekzositoz yoluyla bosalir. Salinan DA dopamin reseptdriine baglaninca postsinaptik
hiicrede cevap olusur. Dopamin reseptorleri G protein eslesmeli reseptorlerdir. 5 tane alttipi
vardir ve 2 gruba ayrilirlar. D1 benzeri reseptdrler D1 ve D5’i igerirler. Adenilat siklaz
aktivasyonu ile siklik adenozin monofosfat (cAMP) iiretimine neden olurlar. D2 benzeri
reseptorler ise D2, D3 ve D4’tiir. Gi/o proteinleri ile eslesirler. Adenilat siklazi inhibe ederek
cAMP iiretimini baskilarlar [63]. D1’ler uyaric1 iken D2’ler inhibe edici rol iistlenirler. D2
reseptorleri presinaptik bolgede dopaminerjik sistemin temel reseptorleridir [64]. DA
presinaptik bolgede ya da sinaptik aralikta monoamin oksidaz B (MAOB) ve katekol-O-
metiltransferaz (COMT) ile enzimatik olarak pargalanir. Fakat enzimatik degredasyon
DA’nin inaktivasyonu igin yeterli olmaz. DA, aym1 zamanda dopamin tasiyicilar ile
sinapstan geri alinip presinaptik bolgeye taginir. Taginan DA vezikiiller halinde tekrar
depolanir [65].
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Sekil 2.3. DA metabolizmasi (Kaynak 66’dan modifiye edilerek alinmistir) [66]. COMT, katekol O-
metil transferaz; MAO, monoaminoksidaz; DBH, dopamin beta hidroksilaz; DAT,
dopamin tastyicisi

DA, bilissel, hareketsel ve ruhsal bir¢ok fizyolojik ve davranissal siirecte rol alir.
Merkezi dopaminerjik sistemdeki anomaliler; hiperaktivite bozukluklari, sizofreni, bipolar
bozukluklar, beslenme bozukluklar1 ve bagimlilik gibi durumlara neden olurken ayni
zamanda PH gibi norodejeneratif hastaliklarin da sebebi olabilir [67].

2.1.5. Klinik Ozellikleri

2.1.5.1.Bradikinezi

Hareketlerde yavaglama anlamina gelen bradikinezi, PH nin en karakteristik klinik
bulgusudur. Hastaligin baslangicinda giinliilk hayatta performansa bagli hareketlerde
yavaglama goriiliir [68]. Kisi motor kontrolii saglamakta zorlanir. Hareketi planlama,
baslatma ve yiiriitme ile ilgili zorluklar, sirali ve es zamanli goérevleri yerine getirmede
sorunlar ortaya cikar [69].

Bir hipoteze gore bradikinezi, azalan dopaminerjik fonksiyona bagli olarak motor
korteks aktivitesinde bozulma ile ortaya ¢ikar [70]. Anatomik olarak putamen ve globus
pallidus’ta hasar meydana gelir. Boylelikle, hareketi baslatmak i¢in gerekli kas giiciinde
azalma goriliir [71].

2.1.5.2. Tremor

Dinlenme tremoru, PH’nin en genel ve en kolay fark edilir semptomudur. Tremor
genellikle unilateraldir ve 4-6 Hz arasindaki frekanslarda meydana gelir. Ekstremitenin
distalinde ortaya ¢ikar. El tremoru bir elden digerine sigrayabilir. Ayni zamanda dudaklarda,
cenede ve ayaklarda da goriilebilir. Dinlenme tremoru, hareket halinde veya uykudayken
kesilir [7].



Hughes ve ark.larma gore hastaligin baslangicinda Parkinson hastalarinin %69’unda
tremor goriiliir. %75’inde ise hastalik siiresince goriilmeye devam eder. Hastalarin %9’unda
ise hastaligin ge¢c doneminde tremor kaybolur [72].

2.1.5.3. Rijidite

Rijidite, ekstremitelerde hareket sirasinda artis gosteren direncle karakterize olur.
Agonist ve antagonist kaslar es zamanh kasilir. Klinikte bu durum ‘digli gark belirtisi’
olarak tanimlanir. Proksimalde (boyun, omuz, kalga) ve distalde (el ve ayak bileklerinde)
belirir [7].

Agrilt ve acili omuzlar, PH’da rijiditenin baslangic belirtisidir. Artirit, bursit gibi
semptomlarla sikca karistirildigr goriiliir [73]. Rijidite PH’ya 6zgii bir semptom olmamakla
birlikte birgok hareket bozukluguna bagl hastalikta ortaya ¢ikabilir. [74]

2.1.5.4. Postural Bozukluklar

Govdedeki rijidite, bozulmus aksiyal postiire neden olur. Postural bozulmalar biikiik
boyun ve govde, biikiik bilek ve dizler ile kendini gosterir. Egilmis postiir ise hastaligin son
donemlerinde ortaya ¢ikar. Striatal ekstremite bozukluklar (striatal el, striatal ayak parmagi),
PH’nin baslangi¢ semptomlar: arasinda gosterilebilir [75].

Postural dengesizlik ise PH’nin ge¢ semptomlar1 arasinda gosterilir. Cekme (Pull)
testi ile hastalar omuzlarindan geri veya ileri gekilir, boylelikle ileri ve geri yiiriimedeki
basarilart Olgiiliir. Geriye iki adimdan fazla atmak veya herhangi bir postural cevap
olusturamamak bozulmus postural cevabi niteler. Postural dengesizlik, diismelerin ve kalga
cikiklarinin temel nedenidir [76]. Hastaligin baslangici ile ilk diisme arasinda gecgen siirenin
uzunlugu PH’y1 progresif supraniikleer palsi (PSP) ve multipl sistem atrofisi (MSA) gibi
diger birtakim hastaliklardan ayirir [77]. Bir ¢aligmada hastaligin baslangi¢ semptomlari ile
ilk diisme arasinda gecen siire PH’da 108 ay iken diger hastaliklarda ortalama (PSP ve MSA)
16.8 ve 42 aydir [76].

2.1.6. Parkinson Hastaliginin Noropatolojisi

Beynin SNpc bolgesinde noromelanin (NM) iceren dopaminerjik ndronlarin kaybi
ve kalan hiicrelerin govdelerinde Lewy cisimcigi (LC) olarak adlandirilan eozinofilik
inkliizyon cisimciklerinin varlig1 ile PH tanimlanir [78]. Dopaminerjik ndronlar nigrostriatal
yola uzanir ve noronal kayip striatal dopaminde azalisa neden olarak hastalifin klinik
fenotipini ortaya ¢ikarir. LC’ler ¢6kelmis halde a-siniiklein ve diger proteinleri tasirlar [79].

Depigmentasyon, noronal kayip ve gliozis PH’da 6zellikle SNpc ve pontin lokus
seruleusta goriilen tipik anomalilerdir. Noronal degredasyon ayni zamanda vagus dorsal
niikleusta ve diger beyin kokii niikleuslarinda da goriiliir. SN pigment néronlarinin sayist
saglikli bireylerde 550.000 iken, PH’de %66 oraninda azalis gosterir [80]. Ek olarak
pigmentsiz néronlar normalde 260.000 iken PH’de %24 oraninda azalir. {lk PH semptomlari
goriildiigiinde SNpc noronlarinin %60°1 kaybedilmis durumdadir [81].

SNpc noronlarinin dejenerasyonuna ek olarak diger niikleuslar da PH’den etkilenir.
Bunlar globus pallidus interna, medyan parafaskikiiler kompleks, pedinkiilopontin tegmental
niikleus ve glutamaterjik kaudal intralaminer talamik niikleustur [82]. Ek olarak parkinson
hastalarinda belirgin bir hipokampal atrofinin de meydana geldigi bilinmektedir [83].

LC’ler yuvarlak, eozinofilik, intrasitoplazmik inkliizyonlardir ve noéronlarin
niikleuslarinda bulunurlar. 3-25 nm ¢apindadirlar. Temel olarak o- siniiklein ve ubiquitin
proteinlerini igerirler. Ek olarak kalbindin, komplement proteinler, mikrofilament altbirimler,
tiibiilin, parkin substrat protein ve mikrotiibiil bagimli protein 1 ve 2 ( Pael-R) tagirlar [84].



PH’de LC’ler SN’de Meynert bazal niikleusta, lokus seruleusta, serebral kortekste,
sempatik gangliyonlarda, dorsal vagal niikleusta, bagirsak miyenterik pleksusta ve kardiyak
sempatik pleksusta da goriiliir [85]. LC’ler PH’ye spesifik degildir. Saglikli yaglh bireylerin
%10’unda veya diger norodejeneratif hastaliklara sahip bireylerde de bulunabilir [86].

LC inkliizyonlar1 toksik kabul edilse de bazi calismalara gore noroprotektif
olabilecekleri soylenmektedir [85].

2.1.7. Deneysel Parkinson Modelleri
PH, toksin aracili patolojik veya genetik hayvan modellemeleri ile
calisilabilmektedir.

6-Hidroksidopamin (6-OHDA), MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine), parakuat, maneb ve rotenon gibi norotoksinler dopaminerjik
norodejenerasyona neden olduklarindan PH modeli olarak kullanilmaktadirlar. Fakat
yalnizca MPTP insan parkinsonizmi ile agikca iligkilendirildigi i¢in gilinlimiizde en ¢ok
kullanilan PH modelidir [5].
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Sekil 2.4. PH modeli olusturmada kullanilan norotoksinlerin isleyis mekanizmalar1 (Kaynak 87’den
modifiye edilerek alinmigtir) [87].

2.1.7.1. Parakuat ve Maneb

Herbisit parakuat (N, N2-dimetil-4-4’-bipiridinium) ve fungisit maneb (manganese
ethylene-1,2- bisdithiocarbamate) toksik PH modeli olusturmada kullanilmaktadir. Parakuat
dogal cevrede bulunabilir ve 1-metil-4-fenilpiridiniyum (MPP+)’ye yapisal olarak benzer
ozellikler gosterir. Parakuata maruziyet PH riskini artirir [88]. Parakuat kan-beyin bariyerini
notral aminoasit tasiyicilart ile geger ve nigrostriatal yolagi hedef alir. Mitokondriyel
kompleks 1’1 inhibe eder ve redoks dongiisii ile siiperoksit olusumuna neden olur [89].
Parakuatin toksisitesi siiperoksit radikal olusumu ile yonlendirilir [90]. Parakuatin farelere
sistemik enjeksiyonu SNpc dopaminerjik néron kaybina, a-siniiklein iceren inkliizyonlarin
olusumuna ve 6n beyinde a-siniiklein immiinboyanmasina neden olur [91]. Dolayisiyla a-
siniikleinin ndrodejenerasyondaki roliinii inceleyen ¢alismalarda parakuat ile olusturulan PH
modeli aydinlatict olabilir [5].



Maneb (MB) manganez igeren etilen bis-dithiokarbonat fungisitidir. PH i¢in ¢evresel
bir risk faktoriidiir [92]. Parakuatla birlikte etkisi artar [93]. Parakuat MB birlikteliginin
yarattig1 toksisitenin mekanizmasit heniiz tam anlamiyla netlik kazanmamustir. Ciinkii
parakuat bir oksidandir ve ROS artisina 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 kaybina neden olur. Proteinler ardindan
dimerize olur ve enzimatik aktiviteleri inhibe olur [94].

2.1.7.2. Rotenon

Rotenon, tropikal bitkilerin 6ziitlerinden elde edilen dogal sitotoksik bilesiklerden
olan rotenoid ailesine iiye, haseratla miicadelede kullanilan toksik bir maddedir. Oldukga
lipofiliktir ve dolasimla organlara kolaylikla ulasabilir [95]. Rotenon MPP+ ile ayn1 bolgeye
baglanir ve mitokondriyel kompleks I’i inhibe eder.

Diisiik dozda rotenona intravenéz maruziyet si¢anlarda a-siniiklein pozitif LC
benzeri inkliizyonlarin olusumuyla nigrostriatal dopaminerjik noronlarda secici
dejenerasyona neden olur [96].

2.1.7.3. 6-OHDA (6-hidroksi dopamin)

6-hidroksi dopamin (6-OHDA) ile olusturulan PH modeli, 40 yildan fazla siiredir
kullanilan ve SNpc dopaminerjik néron oliimiine neden oldugu bilinen ilk yontemdir [97]. 6-
OHDA’nin kimyasal yapisi1 katekolaminlere oldukga benzerdir. 6-OHDA, katekolamin DA
transport sistemini kullanarak segici katekolaminerjik hiicre 6liimiine neden olur [98]. Hiicre
i¢ine alindiktan sonra otooksidasyon ile reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimine ve oksidatif
strese neden olur [99]. Hidrojen peroksit, sliperoksit ve hidroksil radikalleri gibi toksik tiirler
olusur [100]. Siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx)’in iiretimi ise 6-
OHDA’nin yikici etkilerine karst koruyucu ozellik gosterir [101]. 6-OHDA kan beyin
bariyerini gecemez ve dolayisiyla toksik etkisini gosterebilmesi i¢in intraserebral uygulama
yapilmalidir [102]. Medial 6n beyin demetine enjekte edilen 6-OHDA, dopaminerjik
noronlart nekrozla oOliime gotiiriir. Striatal enjeksiyonu ile meydana gelen &liim
mekanizmasinin ise apoptoz oldugu diisiiniilmektedir [103]. Medial 6n beyin demeti (MFB)
modelinin ve striatal modelin kendi ic¢inde farkli uygulamalar1 vardir. MFB modeli
dopaminerjik noron 6liimiiniin sonug¢larini incelemede ve motor semptomlar1 6nleyici tedavi
yontemlerini test etme amaciyla kullanilir. Striatal modelde ise PH’da yer alan dopaminerjik
noron Olim mekanizmalar1 incelenir [104].

2.1.7.4. MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine)

1982’de geng ilag bagimlilari, narkotik meperidin (dimerol) analogu olan MPPP (1-
methyl-4-phenyl4-propion-oxypiperidine)’nin intravenéz uygulamasi ile aniden gelisen
parkinson benzeri semptomlarla karsilasmiglardir [105]. 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP), yasadisi bir laboratuvarda MPPP {iretimi yapilirken tesadiifen
olusmus norotoksik bir yan iiriindiir. Insanlarda ve maymunlarda MPTP, parkinson
hastaliginin tremor, rijidite, hareketlerde yavaslama, postural bozulma ve donma gibi geri
donisiimsiiz ve siddetli birgok semptomunun goériilmesine neden olur [5]. MPTP’nin en
gecerli uygulama yontemi sistemik uygulamadir ve en sik kullanilan hayvan modellleri fare
ve maymundur. Siganlar ise MPTP’ye kars1 goreceli olarak daha dayaniklidir [106].

MPTP farelere iki sekilde uygulanabilir. Akut uygulamada (14-20mg/kg) dozda
intraperitonel olarak gilinde 2 saat araliklarla 4 enjeksiyon yapilir. Bu yontem ile 7. giiniin
sonunda striatal DA’da %40-90 oraninda azalma goriiliir. Kronik uygulamada ise 30mg/kg
dozda intraperitonel olarak 5 giin boyunca her giin 1 kez enjeksiyon yapilir. Akut
uygulamada hiicreler nekroza giderken 6liim oranmi ¢ok daha yiiksektir. Kronik uygulamada
ise apoptozla 6liim goriiliir [107].
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MPTP, mitokondriyel kompleks 1 inhibitériidiir. Lipofiliktir ve kan beyin bariyerini
kolayca gecebilir. Toksisitesini gosterebilmesi icin glia ve serotonerjik noronlarda
monoamin oksidaz B (MAO-B) enzimi ile 1-methyl-4-phenyl-2,3-dihydropyridinium’a
(MPDP+) cevrilmelidir. Hemen ardindan oksidasyonla aktif ve toksik bir bilesik olan
MPP+’ya doniisiir. MPP+ organik katyon tasiyicist 3’lerle (Oct3) ekstraseliiler araliga
saliir. Polar yapidadir ve bu sebeple kolayca hiicre icine giremeyeceginden plazma
membran tagtyicilarina ihtiyag duyar. MPP+ plazma membran dopamin tastyicilari,
norepinefrin ve serotonin tasiyicilarina yiiksek afinite gosterir. Hiicre igine alindiginda ise
birbirinden farkli 3 yol izler.

MPTP MPP*

Sekil 2.5. MPTP veMPP+’nin kimyasal yapis1 [87].

1.) MPP+ vezikiiler monoamin transporter 2 (VMAT-2) ye baglanarak sinaptozomal
vezikiillere taginabilir. Bu koruyucu bir mekanizmadir. MPP+ vezikiiller icerisine hapsedilir
ve mitokondriye ulasip nérodejenerasyona yol agmasi engellenir.

2) MPP+ mitokondriyel transmembran potansiyel mekanizmasi ile mitokondride
konsantre edilebilir. MPP+ mitokondriye ulastiginda elektron transport zincirindeki
multienzim kompleks 1’1 inhibe ederek oksidatif fosforilasyonu bozar. Striatum ve ventral
orta beyin gibi MPTP’ye olduk¢a hassas beyin bdlgelerindeki dokularda adenozin trifosfat
(ATP) diizeyi azalir. Kompleks 1 inhibisyonunun diger bir sonucu ise oksidatif strestir.
Kompleks 1 boyunca elektron akisinin bozulmasi siiperoksit veya nitrik oksit (NO) gibi
ROS’larin iiretimini artirir.

3) MPP+ sitozolik enzimlerle karsilagsmak tizere sitozolde bekletilebilir.

MPTP nedenli mitokondriyel disfonksiyon, oksidatif stres ve enerji azalisi ile
hiicresel reaksiyonlar yavaslayip durur. Boylece agiga ¢ikan protein, lipid ve olusan DNA
hasar1 dopaminerjik néronlarda apoptoza neden olarak hiicreleri 6liime gotiiriir [108].

MPTP Perifer
Kan beyin bariyeri

MPTP E

"m:‘m i Gliyal hiicreler ve
»{/‘Q_ serotonerjik néronlar

DAT

Dopaminerjik sinir
sonlanmasi

Sekil 2.6. MPTP metabolizmasinin sematik gosterimi (Kaynak 109’dan modifiye edilerek alinmistir)
[109].
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2.1.8. Noronlarin Dejenerasyonu
PH’nin  etiyolojisinden  bagimsiz  olarak  norodejenerasyonun  patolojisi
disiiniildiigiinde, programli hiicre 6liimii (apoptoz) ve nekrozdan soz edilir [110, 111].

Apoptoz, sitoplazma ve kromatin yogunlagsmasi, DNA fragmantasyonu, apoptotik
govdelerde hiicre fragmantasyonu ve takiben lizozom aracili fagositoz ile karakterize olan
bir siirectir. Hiicre oliimiinde diger bir mekanizma ise otofajidir. Otofajik vezikiillerin
(otofagozomlar ve otofagolizozomlar) birikimi ile meydana gelir ve PH
norodejenerasyonunda énemli rol oynar [112].

PH’de norodejerasyonun kesin mekanizmasi tam anlamiyla bilinmese de bu siiregte
bir¢ok hiicresel yolagin devreye girdigi diisiiniilmektedir. Bunlar genetik faktorler ve protein
iretiminde meydana gelen anomalilerdir. Bu siirecte oksidatif stres, mitokondriyel
disfonksiyon, eksitotoksisite, inflamasyon, immiin diizenleme, glial spesifik faktorler, trofik
faktorlerin azalmasi vb. heniiz bilinmeyen birgok mekanizmanin daha yer aldigi
diisiiniilmektedir [113].

Bir hipoteze gore PH’de nérodejenerasyon, intraseliiler vezikiiler transportta aksama
ve mikrotiibiillerin biitiinliiglinde bozulma ile ortaya g¢ikar [114]. Bir diger hipotez ise,
ndrodejenerasyonda astrositlerin roliiniin olabilecegi lizerinedir [115].

2.1.8.1. Apoptoz ve Hiicre Oliimii

Hiicreler, aldiklar1 agir hasarlarda ya da i¢inde bulunduklari uygunsuz g¢evresel
kosullarda birgok farkli mekanizma ile geleceklerine yon verebilirler. Bu diizenleyici
homeostatik fonksiyon genetik olarak proglamlandig1 igin bu siirece programli hiicre 6liimii
(PHO) denmistir. Klasik nekrozdan farkli olarak PHO, ATP gerektiren ve  gen
ekspresyonlarinda degisiklik olusturan bir siirectir. Bu yetenek, gelisim de dahil olmak {izere
bircok fizyolojik siiregte rol oynar ve bu hiicre 6liim mekanizmas: PH gibi nérodejeneratif
stireglerde de yer alir [116].

Kerr 1972’de [117] apoptoz terimini kullanincaya kadar tiim hiicrelerin nekroz ile
oldiigiine inamlmstir. Daha sonra PHO terimi apoptozla es anlamli olarak kullanilmaya
baslanmistir. Bugiin, apoptozun farkli hiicre 6liim mekanizmalarindan yalnizca bir tanesi
oldugu bilinmektedir. Bir diger PHO mekanizmas1 ise otofajidir [116]. Bir uyaran birden
fazla hiicre oliim mekanizmasini aktive edebilir. Bu, uyaranin derecesine, siiresine,
bulundugu bélgeye ve hiicre tipine gore degisiklik gosterir [118]. Ornegin MPP+ ve diger
toksinler diisiik dozda apoptozu tetiklerken yiliksek dozda hiicreleri nekroza gotiirebilirler
[119]. Fakat aynm1 dokuda ayni anda birden fazla 6liim mekanizmasinin birlikte goriildiigi
nadirdir [120].

Apoptozda hiicreler kiigiiliir, membranlarda ¢ikintilar olusur ve hiicre boliimlere
ayrilir. Kromatinler yogunlagir ve DNA fragmantasyonu meydana gelir. Olen hiicreler hiicre
yiizey isaretgilerini eksprese ederler ve bu isaretciler onlari fagositoza yonlendirir.

Kaspazlar, sistein proteaz ailesidir ve hiicrelerin hayatta kalabilmesi i¢in gerekli
proteinleri inaktive ederken proapoptotik proteinleri aktive ederler. Hedef substratlarin
aspartat rezidiilerinde spesifik alanlar agarlar. Iki tip kaspaz vardir. Biri apoptotik hiicre
Olimiinii baslatan baslatic1 kaspazlar (kaspaz 8-9), digeri ise devamimi getiren siirdiiriicii
kaspazlardir (Kaspaz 3-6-7). Baslatic1 kaspazlar siirdiiriicti kaspazlar1 aktive eder. Kaspaz
aktivasyonu oldukga iyi diizenlenmis bir siiregtir. Baslatic1 kaspazlar proenzimler halinde
eksprese edilip dimerizasyonla aktive olurlar. Siirdiiriicii kaspazlar ise hiicrelerde dimer
halde bulunurlar ve kesilerek molekiil i¢i diizenlemelere ugrarlar [116].
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2.1.8.1.1 Apoptozun Mekanizmalari

Birgok molekiiler olay ya da gevresel uyar1 apoptoza neden olabilir. Bu sebeple
apoptoz ¢evresel etkilerle olusan (digsal yol) ve hiicre i¢i molekiiler nedenlerle olusan (icsel
yol) olarak iki yol izler. Bu iki yolak farkli baslatici kaspazlari kullansa da olaymn
siirdliriilmesinde yer alan kaspazlar her ikisinde de aynidir [116].

Dassal Yol

Apoptoz, dzellesmis trimerik hiicre yiizey reseptorleri olan “6liim reseptdrleri’nin
aktivasyonu ile tetiklenir. Bu reseptorler, tiimor nekroz faktdr reseptor (TNFR) ailesinin
iiyeleridir ve tiimdr nekroz faktor reseptdr 1 ( TNFR1), Fas Hiicre Yiizeyi Oliim Reseptorii
(CD95 veya APO1), Tiimdr Nekroz Faktdr Reseptor Siiperailesi Uye 25 (DR3), Timér
Nekroz Faktér Reseptdr Siiperailesi Uye 21 (DR6), Tiimdér Nekroz Faktor Reseptor
Siiperailesi Uye 10 (TRAIL) reseptorlerini icerirler. Ligandlari ise Tiimédr nekroz faktor
(TNF) siiperailesinin iiyeleri olan TNF, Tiimdr Nekroz Faktor Ligand Siiperailesi Uye 10
(TRAIL) ve Fas ligandlar1 (CD95)’dir ve 06liim ligandlar1 olarak isimlendirilirler. Bu
transmembran reseptorler hiicre i¢i altbirimleri igerirler ve hiicrelerde sensér gorevi
iistlenirler. Aktivasyonlari ile konformasyonlar1 degisir ve hiicre i¢i alt birimleri sitoplazmik
adaptor proteinleri ile birlesir. Bunlar Tiimdr Nekroz Faktor Reseptdr 1-Bagimli Oliim
Altbirim Proteini (TRADD), Reseptor iliskili serin/treonin kinaz 1(Rip1), Apoptoz Hiicresel
Inhibitorleri (CIAP1, CIAP2), sinyal iletim proteinleri (TRAF2 ve TRAF 5)’dir. Fas-
Bagimli Oliim Altbirim Proteini (FADD) prokaspaz 8/10’a baglanarak 6liim indiikleyici
sinyal kompleksini (DISC) olusturur. DISC sinyal kompleksi reseptoriinden ayrilir ve sinyal
kompleks II’yi olusturarak kaspaz 8/10 aktivasyonuna neden olur [121]. Kaspaz pro-
apoptotik proteinlerden (Bid)’i aktive edebilir. Bid, diger pro-apoptotik proteinlerle beraber
mitokondri dig zarinda por olusturur. Mitokondri membran gegirgenligi bozulur ve igsel
yolak iizerinden kaspaz-3 aktive edilir [122]. Alternatif olarak Fas, 0liim reseptorii bagimli
protein 6 (Daxx) ile baglanarak apoptoz sinyal kinaz (ASK1)’1 aktive eder. ASK1, c-Jun N-
terminal kinaz (JNK)’1 aktive eder [123]. Bu alternatif yolak MPTP toksisitesi i¢in de
gegerlidir [124].

Oliim reseptorlerinin yaninda PH’de hiicre 6liimiinde temel mekanizmanin igsel
(mitokondriyel) yolak oldugu bilinmektedir [116].

I¢sel Yol

Igsel yolak (mitokondriyel), DNA hasari, ROS’lar, trofik destegin yitirilmesi gibi
nedenlerle aktive olur. Mitokondri dis zarinda Bcl-2 ailesine ait proteinler bulunur. Bunlar
apoptoz olusumunu saglayan (proapoptotik) veya saglamayan (anti apoptotik) proteinler
olmak iizere ikiye ayrilir. Bu proteinler hiicrelerin yasam ve 6liim arasi dengelerini diizenler.
Bax vb. proapoptotik proteinler mitokondrinin membran gegirgenligini bozarak sitokrom
c¢’nin diger ¢oziinebilir molekiillerle birlikte mitokondri intermembran araligindan sitozole
salinmasina neden olurlar. Sitokrom ¢ dATP ve prokaspaz 9 ile apoptozom olusturur.
Apoptozom kaspaz 9’u aktive eder. Kaspaz 9 kaspaz 3’iin aktivasyonuna neden olur.
Kaspaz 3’iin aktivasyonu ile poliadenozindifosfat riboz polimeraz (PARP) inaktive olur.
Boylece DNA tamir edilemez ve ¢esitli enzimlerle (DNA fragmantasyon faktér 40vb. ) DNA
fregmantasyonu ve hiicre 6liimii meydana gelir [116].
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Sekil 2.7. Apoptozda i¢sel ve digsal yolaklar (Kaynak 125°ten modifiye edilerek alinmistir) [125].
SMAC,; kaspazin ikincil mitokondriyel aktivatorii, XIAP; X kromozom bagli apoptoz
inhibitorii, TRAF; TNF reseptor iligkili faktor.

2.1.8.2. Protein Yanhs Katlanmalari, Cokelme ve Toksisite

Kromozom 4q21.3-q22 iizerinde a -siniiklein proteinini kodlayan gen bdlgesinde
olusan mutasyonlar, nérodejenerasyonda meydana gelen hiicre Oliimiiniin nedenlerinden
biridir. Bunlara genel anlamda siniikleinopatiler denir [126]. a- siniikleinler merkezi sinir
sistemi (MSS)’ndeki total protein miktarinin %1 ini olustursa da fizyolojik rolleri heniiz tam
anlamiyla anlagilabilmis degildir [127]. a- siniiklein sentezinde meydana gelen anomalilerin
PH patogenezinde rol aldig1 bilinmektedir.

N-terminal (1-65) NAC altbirim (66-90) C-terminal (91-140)

H.N COOH
A30P  E46K A53T Y125 S129 Y133 Y136
Sekil 2.8. insan a-siniiklein yapisi (Kaynak 128’den modifiye edilerek alinmistir) [128].

a-siniiklein (SNCA) geninde olusan mutasyonlar, yanlig katlanmis a-siniiklein
proteinlerinin ve agregatlarinin olusumuna neden olur ve bu olusum yasla birlikte artar
[129].
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Cokmiis, ¢oziinmeyen formdaki o-siniikleinler LC’lerin temel igerigidir ve PH nin
patolojisini ifade ederler [130]. Yanlis katlanmis a-siniiklein formlarinin hastalikli
noronlardan saglikli ndronlara seyahat edebildigi gosterilmistir. [131]

SNCA’nin hidrofobik bdlgeleri fibriller protein agregatlar1 olusturabilir ve SNCA
mutasyonlar1 bu agregatlarin gelisimini artirabilir. SNCA protoagregatlar1 veya oligomerleri,
DA vezikiillerine ve mitokondrilerin membranlarinda por olusumuna neden olarak onlara
zarar verir [132].

2.1.8.3. Oksidatif Stres

Mitokondriyel solunum ile molekiiler oksijenin yaklasik %100’ tiiketilir. Yan iiriin
olarak ise hidrojen peroksit ve siiperoksit radikaller gibi giiclii oksidanlar tiretilir. Kompleks
1 ‘in inhibisyonu, ROS siiperoksit iiretimini artirir. Bunun sonucunda toksik hidroksil
radikaller veya stiperoksitlerin nitrik oksitle (NO) reaksiyona girmesiyle perosinitrit (ONOO
) olusur. Bu molekiiller niikleik asitler, proteinler ve lipidlerle reaksiyona girip hiicresel
hasara neden olabilirler. Bu reaktif tiirlerin bir hedefi de elektron transport zincirinin
kendisidir [133]. Birgcok oksidatif hasar belirtecinin Parkinson hastalarinin SNpc dokularinda
artt1g1, [134] bir antioksidan olan glutatyonun ise azaldigi bilinmektedir [135].

ROS’lar serbest radikallerin dig orbital yoriingelerinde paylasilmamis bir elektron ile
bir oksijen atomu bulunan molekiillerdir. Oksijenin indirgenmesi ya da oksijene iyonize
radyasyonun etkisi ile olusurlar. En 6nemlileri O, (siiperoksit radikali) ve H,O, (hidrojen
peroksit)’dir.

0, (Siiperoksit radikali)

Molekiiler oksijenin bir elektron transferi ile indirgenmesinin ardindan kararsiz bir
yap1 olan O, radikali olusur. In vivo kosullarda adrenalin, flavin diniikleotidleri, tiyol igeren
bilesikler, glukoz ile demir ve bakir gibi geg¢is metallerinin etkisiyle meydana gelmektedirler.

O+ — 5 Oy

H,0, (Hidrojen peroksit)

Hidrojen peroksit (H,0O,), siiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron
almas1 veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu
olusan peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir. ki siiperoksit
molekiilii, siiperoksit dismutasyonu reaksiyonuyla iki proton alarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijeni olustururlar [136].

20, +2H" —> 0, + H,0,
SOD

ROS’larin ortamda bulunmasi, yanlis katlanmig proteinlerin {iretiminin artmasina
neden olarak, onlar1 yoketmek {izere ubiquitin-proteazom sistemine olan talebi artirir.
Dopaminerjik ndronlar ROS’larin {iretimi i¢in uygun bir ortam olusturur ve DA
metabolizmasi ile hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalleri olugur. DA’ nin otooksidasyonu
ile DA-quinone agiga c¢ikar [137]. DA-quinone sistein rezidiileriyle reaksiyon verip
proteinlerde hasara neden olur. Mitokondri bagimli enerji diisiisiit DA’ nin vezikiiller igerisine
depolanmasina engel olarak sitozolde konsantre halde DA birikimine neden olur. DA aracili
zararli reaksiyonlar hiicresel makromolekiillere zarar verir. DA, SNpc dopaminerjik
noronlarimi oksidatif ataga hazir hale getirir [5].
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2.1.8.4. Mitokondriyel Disfonksiyon

Mitokondride kompleks 1-IV arasi elektron transportu i¢ mitokondriyel membranda
bir dizi redoks reaksiyonunu igerir. Bu zincir reaksiyonlar ile mitokondri i¢ membrani
boyunca protein gradienti yaratilir. Elektronlar kompleks 1’°den kompleks II’ye gegerek
kompleks IV’de oksijeni suya indirgerler. Proteinlerin mitokondriyel matriksten membranlar
arasi bosluga ge¢mesi mitokondri i¢ membraninda elektrokimyasal bir gradient yaratir. Bu
gradient proton motive edici gligtiir. Protonlar kompleks V ile matrikse geri doner, adenozin
difosfat (ADP)’tan ATP sentezlenir. Bu siirece oksidatif fosforilasyon denir [138]. Kompleks
I, elektronlarin solunum =zincirine giris yaptigr kapr gorevindedir [139]. Kompleks I
genlerindeki mutasyonlar ile Kompleks I hasar1 PH’de kompleks I aktivitesinde fonksiyon
kaybmma neden olur. Bunun yaninda MPP+, rotenon gibi toksinler, a-siniikleinin
overekspresyonu, parkin, PINK1 ve DJ-1 mutasyonu ve ATP azalisi Kompleks 1
inhibisyonuna neden olabilir [138].

Noronlar oksijenli solunum i¢in ATP’ye ihtiya¢ duyarlar. Hidrojen peroksit ve
siiperoksit radikalleri ise oksidatif fosforilasyon sirasinda mitokondriden yan iiriin olarak
iiretilirler. Mitokondriyel disfonksiyona neden olabilecek herhangi bir patalojik durumda
ROS miktar1 hiicre igerisinde normal diizeyinin ¢ok iizerine ¢ikar ve hiicresel antioksidan
mekanizmalar yetersiz hale gelir. Oksidatif stres mitokondride bulunan lipidlerin
peroksidasyonuna neden olarak sitozole sitokrom ¢ salinimi ile apoptozu tetikler [140].

PH patogenezinde mitokondrinin rolii ilk kez MPTP ve parkinsonizm arasindaki
iliskinin kesfi ile ac¢iklanmustir. MPTP nin oksidasyonu MPP" iiretimine neden olurken
MPP* dopaminerjik terminalden alinir ve mitokondriyel kompleks 1’in aktivitesini inhibe
eder. Kalsiyum homeostazisini bozar ve endoplazmik retikulum (ER) stresini artirir. Hiicre
hasart meydana gelir [141]. Sporadik PH’l1 hastalarin kompleks 1 aktivitelerinin saglikli
bireylere gore %32-38 oraninda azalmasi, mitokondriyel disfonksiyonu gostermektedir [142,
143].

Hiicrede meydana gelen oksidatif stres, eksitotoksisite, DNA hasar1 gibi nedenlerle
sitozolik kalsiyum artig1, oksidatif radikaller ve aktive ettigi niikleer enzim poly (ADP-riboz)
polimeraz 1 (PARP-1), poli (ADP- riboz PAR) olusumuna neden olur. Mitokondriyel
membran potansiyeli azalir, mitokondriyel permeabilite gecis porlart (PTP) agilir. NAD+’nin
PTP’lerden ¢ikisi nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") azalisina neden olur.
Mitokondriyel apoptoz baslatict faktorlerin salinimi, sitokrom c salimimimni artirir. Kaspaz
enzimi aktive olarak hiicre apoptoza gider [29].

Parkin gen mutasyonu kompleks I aktivitesinde azalmaya neden olur [144]. Sitozolik
a-siniiklein de mitokondriyel membranlarla iletisim kurup kompleks I’i inhibe edebilir [145].

2.1.8.5. Noroinflamasyon

PH’de noéronal kayip mikroglialarla yonlendirilen ndroinflamasyonla iliskilidir.
Mikroglial reaksiyon Parkinson hastalarinda SN’de ya da MPTP hayvan modellerinde
SN/striatumda goriiliir [146]. Mikroglialar hiicresel hasar ya da savunma durumunda hiicre
kalintilarin1 ve patojenleri temizlemek iizere aktiflesirler. Aktif hale gelince NO, siiperoksit
vb. serbest radikaller meydana gelir. Bu ajanlar mikrogevrede oksidatif strese neden olurlar.
Mikroglialarin kronik aktivasyonu ndroinflamatuvar cevabi baglatir, hiicre dejenerasyona
gider [147]. Hasarli néronlardan salinan inflamatuvar sinyaller bunu tetikler, néromelanin ve
a-siniiklein olusur.

Noromelanin DA oksidasyonu ile olusan bir polimerdir ve substansiya nigraya koyu
rengini verir. Coziilmeyen bu graniiller jlivenil ve idiyopatik Parkinson hastalarinda [148] ve
MPTP hayvan modellerinde gozlemlenmistir [149]. Noronlarin dejenerasyonu ile agiga
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¢ikan serbest néromelanin, mikroglialar1 aktive ederek SN’de ndronlarin kaybina neden olur.
Kronik PH néroinflamasyonundan sorumlu molekiillerden biridir [140].

Noronlardan salinan o-siniiklein  astrositleri stimiille ederek inflamatuvar
mediatorlerin salinimi ile mikroglia kemotaksisini, aktivasyonunu ve proliferasyonunu saglar
[150]. a-siniikleinin nitrasyonu NO artisi ile olur ve ndroinflamatuvar siire¢ baglar [140].

2.2. Nitrik Oksit Sentaz (NOS)

Nitrik oksit (NO), 1980’lerde endotel tiirevli gevsetici faktér olarak ilk kez
kardiyovaskiiler sistemde tanimlanmustir. Sonraki ¢aligmalar, NO’nun ayn1 zamanda MSS’de
fizyolojik ve patalojik 6nemli roller iistlendigini kanitlamigtir [151]. Nitrik oksitin difiizyon
potansiyeli oldukca yiiksektir ve sitoplazmik bir enzim olan nitrik oksit sentaz (NOS) ile L-
arjininden nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) ve molekiiler oksijen
kullanilarak sentezlenir [152]. NO ndrotransmisyon [153], vaskiiler tonus [154], gen
transkripsiyonu [155], mRNA translasyonu [156] {izerine etki gosterirken proteinlerde post
translasyonel modifikasyonlara [157] da neden olabilir. Siiperoksit anyonu ile peroksinitrit
(ONOQ)) olusgturarak proteinler, lipidler ve DNA gibi biyomolekiillerde oksidatif hasara,
nitrasyona ve S-nitrozilasyonuna neden olur [158].

HN

)=NH >—N—OH

+ MNO-
H,N MADPH NADF’ H.N NADF’H Nﬁ- P*H,N
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HO

L-arjinin N-Hidroksiarjinin L-sitriilin

Sekil 2.9. NO Sentezi (Kaynak 159°dan modifiye edilerek alinmistir) [159].

NOS’un 4 izoformu vardir, bunlar; néronal NOS (nNOS), endotelyal NOS (eNOS),
indiiklenebilir NOS (iNOS) ve mitokondriyel NOS (mtNOS)’tur. nNOS ve eNOS baskin
olan izoformlardir. iNOS ise hiicrelerin enfeksiyona veya hasara karsi inflamatuvar cevabi
sirasinda eksprese olur [16]. 1mmﬁn0hist0kimyasal caligmalar, nNOS’un MSS néronlarina,
retinaya, adrenal medullaya ve barsak noronlarina lokalize oldugunu gostermistir [35].
Beyinde eNOS, serebrovaskiiler endotel hiicrelerde [160], iNOS ise astrosit ve
mikroglialarda inflamatuvar uyariya cevaben eksprese olur. eNOS ve nNOS nanomolar
konsantrasyonda NO iiretirken iNOS mikromolar diizeyde iiretim yapar. Yiiksek
konsantrasyonlar ise norotoksiktir. Hepsi NO iiretse de, hiicresel dagilimlarinin farkliligi ve
transkripsiyonel diizenlenmeleri ile fizyolojik ve patolojik siire¢lerde farkli roller iistlenirler
[161].

NOS enzimleri iki katalitik altbirim igerir. Bunlar N-terminal oksijenaz ve C
terminal rediiktaz altbirimlerdir. Oksijenaz altbirimi L-arjinin, heme ve tetrahidrobiyopterin
(BH4) i¢in baglanma bolgesi igerirken rediiktaz altbirim flavin adenin diniikleotid (FAD),
filavin mono niikleotid (FMN) ve NADPH i¢in benzer baglanma boélgeleri igerir. Bu iki
katalitik altbirim kalmodulin baglanma bdlgesi ile birbirine baglidir. Flavinler elektronlarin
NADPH’den heme demirine gegisini diizenlerken L-arjininin L-sitruline oksidasyonu
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sirasinda NO fiiretimine neden olur. BH4 elektron gecis siirecinde énemlidir ¢linkii NOS’un
homodimerik konformasyonunu etkiler [162].

NO, guanilat siklaz (GC)’in merkezinde demir bulunan heme grubuyla reaksiyon
verir ve konformasyonel degisimine neden olur. Bu degisim guanozin-5’-trifosfat (GTP) nin
siklik guanozin mono fosfat (¢cGMP)’a aktivasyonunu katalizler. cGMP ikincil bir habercidir
ve protein kinazlari aktive eder. Protein kinaz G 1 (PKGI) ¢oziinebilirdir ve diiz kas
hiicreleri ile serebellum purkinje hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese olur [163]. Protein
kinaz G 2 (PKGII), membran bagli bir proteindir ve beyinde, barsaklarda ve bdbrekte
bulunur [164]. PKGI’in temel rolii hiicre i¢i kalsiyumun kontroliiyken PKGII klor gibi
anyonlarin akigini diizenler [165]. cGMP, siklik niikleotidlerin temel fosfodiesterazlarinin
aktivasyonunu da diizenler. ¢cGMP diizenlemeli fosfodiesteraz 3 (PDEIII) inhibisyonu
memeli kalbinde hiicre i¢i cAMP diizeyini artirir [166] ve cAMP aktivasyon yolagindaki
proteinleri aktive eder. cGMP aracili fosfodiesteraz 2 (PDEII) stimiilasyonu ndronal sigan
adrenal feokromasitoma hiicre hatti (PC12) hiicrelerinde ise tam tersi etkileri yonlendirir
[167].
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Sekil 2.10. NO sinyal yolagi (Kaynak 168’den modifiye edilerek alinmistir) [168].
PDE;fosfodiesteraz.

2.2.1. iNOS (NOSII)

iNOS ilk kez makrofajlardan izole edilerek varligi gosterilmis, 130-131 kDa
molekiil agirligina sahip 1153 aminoasitten olugsmus ve 17. Kromozomda lokalize olmus
sitoplazmik bir enzimdir [169]. Hiicrelerde devamli sentezlenmez. Ekspresyonu bakteriyel
lipopolisakkaritler, sitokinler ve ¢esitli ajanlarla tetiklenebilir. Temel olarak makrofajlarda
tanimlanmis olsalar da uygun ajanlarla her doku ve hiicrede eksprese olabilir [170].
Sentezlendikten sonra ise iNOS aktif hale gelir ve hiicre ici Ca** konsantrasyonundan
etkilenmez. iNOS makrofajlarda yiiksek diizeyde NO sentezler. Bu artis hiicreler igin
sitotoksiktir [171]. Protein bagli demire baglanma istegi ile NO, katalitik merkezlerinde
demir tasiyan birgok enzimi inhibe etme Ozelligine sahiptir. Mitokondriyel enzimler
kompleks I, I, riboniikleotid rediiktaz (DNA replikasyonu), cis-asonitaz (sitrik asit dongiisii)
enzimleri NO’nun hedefi haline gelebilir [172]. Makrofajlarca iiretilen yiiksek seviyedeki
NO, hedef hiicre DNA’larina etki ederek zincir kiriklarina veya fragmantasyona neden
olabilir [171]. Tim bu etkiler, parazitik mikroorganizmalarda ve tiimor hiicrelerinde
sitostatik ve sitotoksik NO’nun etkilerini gostermektedir. Immiin olmayan hiicrelerde de
sitokinlerle uyarim sonucu cevre hiicreleri etkileyecek kadar NO salmabilir. Sitokin ile
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aktive olan endotelyal hiicrelerde Ornegin tiimdr hiicrelerini pargalamada [173],
hepatositlerde malarya sporozoitlerini 6ldiirmede iNOS aktivitesinin oldukc¢a etkili oldugu
bilinmektedir [174].

Aktif makrofajlarca tiretilen yiiksek diizey NO, mikrobiyal ajanlar, parazitler veya
tiimor hiicreleri i¢in toksik olmanin yaninda yanlis bdlgeden salindiklarinda saglikli hiicreler
icin de zararhi olabilirler. /n vivo kosullarda hiicre ya da doku hasar1 NO radikalinin tek
basina etkisiyle olusmanin yaninda O, ile reaksiyonu sonucu peroksinitrit olusumuna bagl
olarak da meydana gelebilir. Makrofajlarca salinan NO, bu 6zelligiyle cevre dokular icin
hasar verici olabilir [175].

2.2.2. eNOS (NOS III)

eNOS, varlig: ilk kez endotelyal hiicrelerde gosterilmis 1203 aminoasitten olusan
133 kDa molekiil agirligina sahip 7. kromozda ve %90 oraninda membrana lokalize olmus
halde bulunan bir enzimdir [169]. Yogun olarak endotel hiicrelerinde iiretilir. [zo enzimi ise
kalp miyositlerinde, beyin noronlarinda, insan plasenta trofoblastlarinda ve bobrek tiibiiler
epitel hiicrelerinde bulunmustur [170]. Ca™ ve kalmodulin eNOS aktivitesini diizenlemede
etkilidir. Hiicre i¢ci Ca™ artisi ile eNOS’un aktivitesi artar. Ca*> kalmodulinin enzime
baglanmasim tetikler [176]. Ornegin hsp 90 (heat shock protein 90), enzimi aktive eden bir
diizenleyici gorevi goriir [177].

eNOS serin, treonin, tirozin rezidilerinden fosforillenerek aktive olabilir. Ser 1177 nin
fosforillenmesi rediiktaz altbirimde elektron akisina neden olarak enzimin Ca** duyarliligimi
artirir [178].

eNOS kardiyovaskiiler fonksiyonlar1 diizenlemede homeostatik birgok 6zellik gosterir.
eNOS aracili saliman NO, guanilat siklaz araciligiyla ve diiz kasta artan cGMP ile kan
damarlarinda dilatasyona neden olur [154]. Vaskiiler limene salman NO platelet
agregasyonunun ve vaskiiler duvara adezyonun etkili bir inhibitoriidiir [179]. Trombozisten
korumasinin yaninda platelet tiirevli biiylime faktorii salimmimi engelleyerek diiz kasta
proliferasyonu ve matriks molekiillerinin iiretimini inhibe eder. eNOS, kan akimindaki
kronik degisikliklere uyum saglamada kritik 6neme sahiptir [180].

2.2.3. mtNOS (nNOSa)

Mitokondri i¢ membraninda nNOS izoformu mtNOS yer alir [181]. Sican karacigeri,
bobrek, akciger, testis, dalak, kalp, kas ve beyinde bulunur [182]. Mitokondrideki NO’nun
fonksiyonu sitokrom ¢ oksidazin inhibisyonu ile O, tiikketiminin diizenlenmesiyle iliskilidir
[183]. mtNOS nNOSa izooformu olarak tanimlanir ve aynt nNOS geni ile kodlanir [182].
nNOS knockout farelerde mtNOS da bulunmamaktadir [184]. mtNOS, nNOS’tan farkli
olarak iki tane daha post-translasyonel diizenlenme mekanizmasi igerir. Tetradekanoik asit
ile agillenir ve ¢ terminalinden fosforillenir [182].

2.24. nNOS (NOS D)

nNOS varligi ilk kez beyinde gosterilmis, 1434 aminoasitlik 160 kDa molekiil
agirhiginda 12. kromozoma lokalize membrana bagli ya da sitozolde serbest bulunan bir
proteindir [169]. nNOS beyinde spesifik noronlarda eksprese olur. Enzim aktivitesi Ca** ve
kalmodulin ile diizenlenir. nNOS’un hiicrede farkli yerlesim yerlerinin olmasi fonksiyonel
olarak cesitliligine isaret eder. nNOS tasidigi PDZ altbirimleri ile diger proteinlerin PDZ
altbirimleri ile etkilesime girebilir. nNOS beyinde, omurilikte, sempatik gangliyonlarda ve
salgi bezlerinde, periferde nitrerjik sinirlerde, epitel hiicrelerde, bobrek makula densa
hiicrelerinde, pankreatik adaciklarda ve vaskiiler diiz kasta bulunur. Memelilerde iskelet
kasinda nNOS oldukga fazla miktarda bulunur [170, 185].
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nNOS, ogrenme, hafiza ve noérogenez gibi fizyolojik fonksiyonlar1 diizenlemede
onemli rol oynar [185]. MSS’de nNOS sinaptik iletiyi uzun siireli diizenlemede (LTP) gorev
alirken akut noérotransmisyonda nNOS tarafindan iiretilen NO’nun varligi hakkinda heniiz
yeterince kanit bulunmamaktadir. Sinaptik baglantilarda retrograd iletisimin hafiza
olusumunda rol aldigi, NOS inhibitorlerinin 6grenmeyi bozarak hayvanlarda unutkanliga
neden oldugu bilinmektedir [186]. nNOS aktivitesinin medulla ve hipotalamusta blokaji,
sistemik hipertansiyona neden olur [187]. Periferde bir¢ok diiz kas dokusu nitrerjik sinirlerle
uyarilir ve nNOS araciligiyla NO iiretilir. Nitrerjik sinirlerden salinan NO, NO duyarl
guanilat siklazi efektor hiicrelerde aktive ederek kan damarlari gibi birgok diiz kas
hiicresinde tonusu azaltir. [170] Periferde vaskiiler tonusu diizenlemeden eNOS sorumlu gibi
goziikse de secici nNOS inhibitdrii ile insanda yapilan ¢aligmalarda 6n kolda ve koroner
dolagimda bazal kan akiminin azaldig1 goriilmiistiir. Bu etki L-arjinin ile geri alinabilmistir.
Bu 6zelligi, nNOS’un periferde vaskiiler tonusu diizenlemede Onemli rol oynadigini
gostermektedir [188].
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Sekil 2.11. NMDAR/PSD-95/nNOS kompleksinin genel yapist (Kaynak 189’dan modifiye edilerek
alinmistir) [189].

Normal olmayan NO sinyalizasyonu norodejeneratif birgok hastalikta goriilmektedir.
Bunlara 6rnek felg, multipl skleroz (MS), Alzheimer ve Parkinson hastaliklaridir [190].
Hiperaktif nNOS noronlara Ca** girisi ile uyarilir ve serebrovaskiiler felgte N-metil D-
aspartat (NMDA) reseptor aracili noron oliimii oldugu izlenir [191]. NO bu kosullarda
sitotoksisiteyi, Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) ve mitokondriyel gecis porunun
peroksinitrit aracili aktivasyonunu olusturur. Yiiksek miktarda NO, mitokondriyel solunum
ve glikolizin inhibisyonu ile enerji diisiislerine neden olur [192].
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2.2.5. Reaktif Nitrojen Tiirlerinin Uretimi

Nitrozatif stres terimi NO ve tiirevlerinin, proteinleri ve deoksiriboniikleik asit
(DNA)’i hasarlama yetenegini ifade eder. Primer reaksiyon, NO’nun O, ile peroksinitrit
(ONOQO’) olusturmasidir. Bu durum, NO’nun kullanilabilirligini azaltir. Proteinlerin
nitrozilasyonu ve nitrotirozinasyonu NO’nun fizyolojik rolii i¢in 6nemlidir. Nitrozilasyon,
NO’nun sisteinle reaksiyonu sonucu nitrozotiyol olusturmasidir. Nitrotirozinasyon ise
tirozinin ONOQ' ile 3-nitrotirozin olusturmak tizere reaksiyona girmesidir [191].

NO/ONOO’nun bir diger etkisi, hiicre i¢i depolardan Zn** salinimina neden olmaktir
[195]. Serbest Zn™> solunumu bloklar, mitokondriyel gegis porunu agar, sitokrom c
salimimina neden olarak ROS iiretimine ve p38MAPK aktivasyonu ile potasyum ¢ikisina,
hiicre hacim kaybina ve apoptoz benzeri hiicre 6liimiine neden olur [196].

NO’nun noérodejeneratif hastaliklardaki patojenik mekanizmalar1 eksitotoksisite,
DNA hasar1 ve protein modifikasyonlaridir.

2.2.6. Nitrik Oksit ve Eksitotoksisite

Eksitotoksisite, ndrolojik hastaliklarin temelinde yatan, glutamat ve reseptorleri ile
yonlendirilen bir mekanizmadir. Noronal eksitotoksisitede, N-metil-D-aspartat (NMDAR)
reseptor aktivasyonu yer alirr NMDAR aktivasyonuna neden olan molekiiler mekanizmalar
heniiz netlik kazanmasa da NO bu yolakta 6nemli bir yere sahiptir.

NO’nun NMDAR eksitotoksisitesinde yer aldigi ilk kez primer kiiltiire kortikal
noronlarda gosterilmistir [193]. Bu norotoksisite, NOS inhibitorii ile (N-monometil-L-
arjinin) engellenmistir. Kornau ve ark. NMDAR altbirimlerinin sitoplazmik kuyruklarmin
postsinaptik densite protein (PSD-95) ile iligkili oldugunu gostermistir. Ayni zamanda
PSD95 transkriptinin ekspresyon paterninin NMDAR’ye benzer oldugunu bulmuslardir.
Onlara gore PSD-95, NMDAR ve onun efektorleri arasinda koprii gorevindedir [194].
Brenman ve ark. nNOS’un N terminalinin PSD-95 ile baglantili oldugunu, nNOS ve PSD-
95’in bir ¢ok noronal populasyonda birlikte eksprese olduklarini gostermislerdir. PDZ
domainsiz nNOS’un beyinde PSD-95 ile eslesmedigini de gostermislerdir [195]. Bagka
calismalar, PSD-95’in nNOS ve NMDARyi igeren protein kompleksini etrafinda topladigim
kanitlamigtir. Bu kompleks, PSD95’in PDZ domaini tarafindan yonlendirilir ve spesifik
NMDAR altbirimlerinin karboksil terminallerine baglanir. NMDAR ’nin nNOS ile baglantisi
PSD-95 ile NMDAR aktivasyonu ve NO iiretimi arasindaki iliskiyi aciklamaktadir [196].

Sottler ve ark.larma gore kiiltiire kortikal ndronlarda PSD95’in ekspresyonunun
baskilanmasi, NMDAR aracili eksitotoksisiteyi azaltmistir. Fakat diger glutamat veya
kalsiyum iyon kanali aktivasyonlarini engellememistir. Yalnizca NMDAR aracili kalsiyum
aktiviteli NO {iretimini bloklamigtir. PSD95’in down-regiilasyonu ve NO {iretimindeki
azalma noronlarin NMDA aracili toksisiteye karsi direncini artirir. Tim bu caligmalar,
noronlarda PSD95 ile nNOS’un NMDAR’ye tutundugunu ve NMDAR aktivasyonu ile
NO’nun eksitotoksisteye neden oldugunu gosterir. NMDAR’nin PSD95 ile iliskisinin
bozulmasi, sican néronlarini eksitotoksisite ve iskemik hasara karsi korur [197].
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Sekil 2.12. NO ve ve patojenik mekanizmalar1 (Kaynak 198’den modifiye edilerek alinmistir) [198].

2.2.7. Nitrik oksit ve DNA hasar1

NO aracili hiicresel hasarda peroksinitrit 6nemli bir faktordiir. Hiicreler oksidatif
stres altindayken ROS’lar hiicrelerde birikir, NO ile reaksiyona girerler ve peroksinitrit
olusur. Peroksinitrit, diger bilesiklerle reaksiyona girip daha toksik peroksinitrit iiriinlerini
olusturur. Bu firtinler DNA hasarina yol agar ve kaspaz bagimli veya bagimsiz hiicre hasar
mekanizmalarin1 aktive eder [112]. Manganez siiperoksit dismutaz (MnSOD) ise
mitokondrideki ROS’u  siipiiren majér enzimidir. Hiicreleri NO toksisitesine karst korur
[113].

NO ve peroksinitrit aracili DNA hasar1 ve Poly (ADP riboz) polimeraz 1 (PARP
1)’in aktivasyonu, hiicre oliimiine neden olan anahtar yolaklardir. NMDA ve NO, ADP
ribozillenmesini sigan beyninde uyarir. Benzamid ve PARP inhibitérleri NMDA’y1
bloklayarak NO aracili norotoksisiteyi engeller [112]. NMDA ayni zamanda fare beyninde
PARP aktivasyonuna neden olur [113]. PARP-1’siz fare (major PARP izoformu) NMDA
aracili norotoksisiteye karsi ¢ok daha dayaniklidir. PARP’1in aktivasyonu, Nikotinamid
adenin diniikleotidi (NAD+) ve ATP’yi azaltarak major enerji diisiisii ile hiicre Sliimiine
neden olur [114]. PARP aktivasyonu, apoptoz indiikleyici faktdr (AIF)’tin mitokondriden
niikleusa gegisine neden olur. AIF, PARP aracili hiicre 6liimiinde temel nedendir [100].

2.2.8. Nitrik Oksit ve Protein Diizenlenmesi

DNA hasarinin yaninda NO nitrozillenmesi ve nitrasyonu gibi protein
diizenlenmeleri ile de hiicre hasar1 meydana gelebilir. Birgok protein, fizyolojik ve patolojik
kosullarda NO tarafindan reaktif sistein tiyolleri ile (S-nitrozillenmesi) diizenlenebilir [199].
Bu proteinler, NMDAR, P21ras, kaspaz 3-9, matriks metalloproteinazlar, Niikleer Faktor
Kappa B (NfkB), inhibitdr kappa B kinaz (IKK), Parkin vb.dir [200].

S-nitrozillenmesinin hiicre 6liim yolaklarindaki rolii ilk kez 1993’te Lipton ve ark.
tarafindan gosterilmistir [191]. NMDAR’nin S-nitrozillenmesinin NMDAR aktivitesini
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azaltip NMDA aracili néronal dlime engel oldugunu gdstermislerdir. Daha sonra, hiicre
6lim yolaklarindaki enzimlerin S-nitrozillenmesinin (kaspaz ve doku translutaminaz)
apoptoz ve nekroz arasi dengeyi diizenledigi ortaya ¢ikmistir [201].

Protein S-nitrozillenmesinin yaninda protein nitrasyonunun da NO ve peroksinitrit
aracili fizyolojik ve patolojik yolaklarda yer aldigi bilinmektedir. Protein S-
nitrozillenmesinde sistein rezidiilerinin hedef olmasindan farkli olarak nitrasyon, tirozin
rezidiilerinin aromatik halkasinin iki karbonundan birine bir nitro (NO,) grubunun
eklenmesidir [202]. o-siniikleinin nitrasyonu, PH patogenezinde 6nemli rol oynar. DNA
hasar1 ve AIF translokasyonunun yaninda, NO aracili protein modifikasyonu da NO
toksisitesinde yer alan bir diger mekanizmadir [203]. PH’de Parkin’in S-nitrozilasyonu
baslangicta Parkin aktivasyonunu artirirken sonralar1 azalmasina neden olur. a-siniiklein
sinaptik terminal proteindir. 4 tirozin altbirimden nitrasyona ugrar ve bu durum onun
¢Okelmesine neden olur [204].

2.2.9. Nitrik Oksit ve Parkinson Hastalhig

MPTP ile deneysel Parkinson modeli olusturulan farelerde NO’nun, MPP" aracili
DNA hasarinda, PARP-1 aktivasyonunda ve hiicre dliimiinde roliiniin oldugu bilinmektedir
[205]. NO inhibisyonunun koruyucu etkisi, azalan NO iiretimi, dolayl olarak daha az DNA
hasar1 ve PARP1 aktivasyonundan kaynaklanir [206]. nNOS veya iNOS tarafindan {iretilen
NO, farkli gorevler iistlense de MPTP nedenli norotoksisitede her ikisi de ¢ok dnemli rol
oynar.

MPTP ile olusturulan parkinson modelinde striatumda ¢ok sayida nNOS pozitif
noronlar ve sinir lifleri goriiliir. Bunlarin ¢ok az bir kismi orta beyinde yer alir [35]. MPTP
uygulamasi, SN’de belirgin bir iNOS aktivasyonuna neden olur. iNOS knock-out farelerde
SN dopaminerjik néronlari, MPTP toksisitesine direncliyken striatal dopaminerjik lifler
degildir. MPTP aracili striatal dopaminerjik liflerdeki hasar nNOS tarafindan iiretilen NO ile
olusturulurken, nigral dopaminerjik néronlar ¢cogunlukla iNOS ile iiretilen NO’ya duyarlidir
[205].

Nitrojenik sinyalizasyon yolaklarinin hiicresel ve molekiiler hedefleri oldukca
cesitlidir. Uyaric1 glutamaterjik ve inhibitor GABAerjik sinapslarda presinaptik transmitter
salimiminda, postsinaptik a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionik asit reseptor
(AMPAR) fosforilasyonunda ve trafiginde, kalsiyum kanallarinda ve diger sinyal yolaklari
ile iletisimde (MGLUR, endokanabinoid ve katekolamin) gorev aldiklari bilinmektedir
[190].

2.2.10. nNOS’un Fosforillenmesi

nNOS, farkli serin rezidiilerinden protein kinaz A (PKA) [25, 207, 208], protein
kinaz C (PKC) [25, 209] ve kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz (CaM-K)’larla [27,
210, 211] fosforillenebilir. 1999 yilinda Hayashi ve ark. tarafindan yapilan calismalarda,
nNOS’un serin 847’den CaM-kinazlarla fosforilasyonunun in vitro kosullarda enzim
katalitik aktivitesini azalttigi gdsterilmistir [210]. 1 yil sonra Cam Kinaz [Io’nin (Cam-K
o) nNOS’u direkt olarak Ser847 bolgesinden fosforilledigi ve nNOS aktivitesinin
hiicrelerde fosforilasyonla birlikte azaldigi agiklanmistir. Saflagtirilmis CaM-Klo nin CaM-
Klla ve CaM-K IV’iin Ser847 tlzerinde fosforilasyon yetenegini géstermek igin substrat
olarak sentetik peptid nNOS 836 kullanilmistir. CaM-kinazlarin nNOS 836-859 igin
Vmax/Km oranlart CaM-K Ila i¢in 100, CaM-K Ila i¢in 54.5, CaM-K IV igin 9.1
bulunmustur. Mutant nNOS (S847A) kodlayan hiicrelerin ise fosforilasyona direngli oldugu
ve nNOS aktivitesinin azalmadigi goriilmiistiir. Sonug olarak Ca**’nin Cam-K ve nNOS arasi
sinyal iletimini diizenleyerek CaM-K Ila’nin nNOS’u Ser847’den fosforilledigi, boylece
ikincil bir haberci olan NO’nun néronal hiicrelerde azaldigi bilinmektedir [27].
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nNOS’un C terminali S1412 i¢in de fosforilasyon bolgesi igerir [26].
Fosfatidilinozitol 3 kinaz (PI3K) N-metil-D-aspartat reseptor altbirim (NR2B) tirozinine
baglanip onu fosforiller. NMDA aracili Serl412 fosforilasyonu nNOS’un rediiktaz
altbiriminde meydana getirdigi elektron akisi ile nNOS’un Ca**/kalmoduline duyarliligin
artirir. CaM-KII NR2B altbiriminin C terminaline baglanir. PI3 kinaz tirozin fosforile NR2B
altbirimine baglanir, fosfoinozitidler fosforillenir, Akt plazma membraninda aktive olur ve
nNOS fosforillenir [212, 213].

Ca™ sinyallerinin hiicre i¢i hedef proteinlere dagilimi ile Ca**/CaM bagimli protein
kinazlarla katalizlenen fosforilasyon gerceklesir [214]. CaM-K II cAMP bagimli kinazlar ve
protein kinaz C’ye analog en iyi tanimlanmis multifonksiyonel kinaz enzimidir. CaMK I
genis bir doku ve filogenetik dagilim gosterir [215]. CaM-K 1II noral dokularda ¢okga
olmakla birlikte farkli bircok dokuda bulunabilir [216]. CaM-K 1V ise beyinde, timusta ve
testislerde niikleusa lokalize halde bulunur [217, 218]. Ca/Calm bagimli enzimler olarak
siniflandirilsalar da nNOS ve eNOS farkli bircok agonist ile hiicre igi Ca** artisina bagl
olarak aktive olabilir [219]. eNOS’un katalitik aktivitesi ise insanda Thr495 ve Ser1179
bolgelerinden fosforilasyon ile diizenlenir [220].

2.3. EFA (Esansiyel Yag Asitleri)

1929 yilinda , linoleik (LA, 18:2w-3) ve a-linolenik (LNA, 18:3w-3) asitlerin
hayvan hiicrelerinde esansiyel yag asitleri (EFA) oldugu kesfedilmistir. Doymamis yag
asitleri i¢in kullanilan “omega-6” ve “omega-3” kisaltmalar1 yag asidi zincirinin distal
ucundaki metil karbon atomundan sonra gelen ilk ¢ift bagin yerini gosterir. Her iki temel
EFA da uzun zincirli ¢oklu doymamus yag asitleri (PUFA)’nin sentezi igin gereklidir [28].

Beyin yapisinda ¢ok miktarda yag asidi icerir. Bunlarmm %50’sini ise PUFA’lar
olusturur. Temel omega-3 yag asidi a-linolenik asittir (LNA). LNA mikrozomal enzimlerce
bir dizi desatlirasyon, uzama ve B-oksidasyon reaksiyonu sonucu eikosapentaenoik asiti
(EPA) ve dokosaheksaenoik asiti (DHA) (22:6w-3) olusturur [221] . LNA’nin desatiirasyonu
ile baslayan yolak hiz kisitlayic1 basamaktir ve onu eikosatetraenoik asite (20:4w-3) uzama
basamagi takip eder. AS Desatiiraz ile desatiirasyon EPA olusumuna neden olur. EPA
elongaz-2 ile uzatilarak 6nce dokosapentaenoik asit (DPA) ve ardindan tetrakosapentaenoik
asit (24:5w-3) diretilir. Tetrakosapentaenoik asit ikinci A6 desatiirasyonuna ugrayarak
tetrakosahekzaenoik asite ¢evrilir. (24:6w-3). Bu baslatici basamaklar ER’de olusur fakat
DHA sentezinin son basamagi translokasyonun ardindan peroksizomda gergeklesir.
Peroksizomda tetrakosahekzaenoik asit a¢il-koenzim A oksidaz, D-bifonksiyonel enzim,
peroksizomal tiyolazlar ve § oksidasyon ile DHA’ya kisaltilir. Temel omega-6 yag asidi ise
linoleik asittir (LA) ve arasidonik asite (AA) (20:4w-6) pargalanir [221].

PUFA’lar hiicre membraninin bir parcasidir ve fosfolipidlerin Sn2 bdolgesinde
esterifiye olurlar. Uzun karbon zincirleri ve ciftli bag sayilar ile iligkili olarak membrana
spesifik 6zellikler kazandirirlar. DHA, yag asidi 22 karbondan olusan olduk¢a uzun bir yapi
oldugundan membrani dinamik ve esnek hale getirir. Yapisindaki alt1 tane ciftli bag ile
yiiksek derecede doymamiglik sergiler [222]. AA ve DHA beyinde plazmadaki depolarindan
temin edilir. Fakat astrositlerin de w-3 PUFA prekiirsorlerinden PUFA sentezleyebildigi
bilinmektedir [223]. Plazma depolar1 diyetle disaridan alimla veya karacigerde LA ve LNA
onciillerinden sentezlenerek olusturulmaktadir. AA ve DHA’nin ¢ogu beyin yapisina
prenatal donemin 3. trimestrinde ve erken postnatal donemde katilir. Prenatal donemde w-6
ve w-3 PUFA diyet takviyesi bu bakimdan olduk¢a 6nemlidir [224].

2.3.1. DHA (Dokosaheksaenoik asit)

Insan beyninin kuru agirhgmin %601 lipidler olusturur. DHA ise bu oranin biiyiik
bir kismini olusturan yag asidi tiirevidir [225]. Memeli serebral korteksinin primer yapisal
icerigi olmakla birlikte, néronal membran fosfolipidlerinin %50’sini olugturur [226]. Omega
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3 yag asitleri membran akiskanligimi saglamada elzemdir. Noronal hiicre adezyonunda,
aksonlarin ydnlendirilmesinde, sinaps biitiinliigiinii saglamada, dendrit olusumunda ve
norotransmisyonun hizini korumada énemlidir [227]. DHA, biyolojik membranlarda bulunan
en uzun ve doymamis yag asididir. Oldukca esnek ve degisken bir yapisi vardir. Boylelikle
membranin diizenini ve akiskanligini, esneyebilirligini, iyon gecirgenligini ve flizyonu
etkileyebilir [228, 229]. Noronlar gibi hizli vezikiil olusumu ve salinimini gerektiren hiicre
membranlarinda fazlaca bulundugu bilinmektedir [222].

o S S =
P - =

dokosahekzaenoik asit

Sekil 2.13. DHA nin kimyasal yapis1 [230]

Hiicre alt1 diizeyde DHA en yogun olarak mitokondri ve mikrozom gibi sinaptik
membranlarda bulunur. [231] Kolesterol ve sfingomiyelinle yapisal uyumsuzlugu sebebiyle
DHA, membranin i¢ béliimiinde ayr1 lipid mikro altbirimleri olusturabilir [232]. Bu ayrim,
birgok reseptdr, iyon kanali, G proteini ve diger membran bagli proteinlerin aktivitesini
diizenlemede etkilidir [233].

Omega 3 PUFA’nin bu kadar elzem olmasinin ve beyin dokusunda c¢okga
bulunmasinin diger bir sebebi noroprotektif metabolitlere doniisebilmesinden kaynaklanir.
Bu metabolitler oksidatif streste, doku inflamasyonuna karst miicadelede ve sinaptik
biitiinliigii saglamada etkilidir [234]. PUFA’lar anti-oksidatif stres, anti-inflamatuvar ve
antiapoptotik etkileriyle yasli, hasarli beyinlerde ya da Alzheimer hastaliginda néroprotektif
etki gosterir [235]. DHA beyin nekrozunu hipoksik iskemik hasarin ardindan azaltmistir ve
bunu membranin biyofiziksel oOzelliklerini, pre-post sinaptik bdlge fonksiyonlarini
diizenleyerek gerceklestirir [236]. Ornegin doku stresinde DHA’nmin  membran
fosfolipidlerinden salinip ‘resolvinler’ denen bir igerige doniismesi inflamatuvar siireglerin
aktivasyonunun artis1 ile NfkB aktivitesinde azalmaya neden olur [36].

2.3.2. Beyin PUFA Metabolizmasi

Beyin yiiksek diizeyde palmitat (16:0), omega-6 PUFA arasidonik asit (AA) ve DHA
icerirken diger omega-3 PUFA’lardan 6zellikle EPA’y1 daha diisiik diizeyde iceren yag asidi
kompozisyonuna sahiptir [237]. Beyinde EPA diizeyleri DHA’dan 250-300 kat daha
diistiktiir. DHA beyindeki en 6nemli omega-3 PUFA’dir. EPA, DPA ve DHA’ ’nin fosfolipid
lokasyonlar1 beyinde farkliliklar gosterir. Ornegin DHA ve DPA agirhkli olarak
fosfatidiletanolamin (PE) ve fosfatidilserinde (PS) bulunurken EPA fosfatidilinozitole
esterifiye olur [238].

Doymus veya tekli doymamis yag asitleri beyinde sentezlenebilir fakat PUFA’lar
disaridan diyetle alinmalidir. LNA alindikan sonra AA ve DHA prekiirsorii olarak kullanilir.
Beyin DHA ve AA sentezi i¢in gerekli enzimleri eksprese eder. Kemirgenlerde beyinde
PUFA sentezi digsaridan alimdan ¢ok daha azdir. Dolayisiyla beyin AA ve DHA’y1 agirlikhi
olarak dolagimdan temin eder [239].

PUFA’larin beyindeki dagilimi oldukga karisiktir. PUFA’lar beyine serbest yag asidi
ya da lipidlere esterifiye olmus sekilde (lizofosfolipidler ve lipoproteinler) taginabilir. Sican
yavrularinda PUFA’larin beyin i¢in temel plazma kaynagi DHA tasiyan lizofosfolipidlerdir.
Yetigkin siganlarda ise temel kaynak esterifiye olmamis serbest yag asitleridir. Son
zamanlarda kesfedilen DHA esterifiye lizofosfolipid tasiyicisi, major fasilitator siiper aile
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altbirim tasiyan protein 2A (MFSD2A)’dir. Lipoprotein lipaz enzimi dolasimdaki plazma
lipoproteinleri hidrolize ederek esterifiye olmamigs PUFA veya lizofosfolipid tasiyan
PUFA’larin salinimina neden olur. DHA ve AA gibi yag asitlerinin kan-beyin bariyeri ve
diger noral olmayan hiicresel membranlardan gecisi pasif difiizyonla gergeklesir. DHA ve
AA transportu birgok membran bagli ve sitoplazmik proteinler yardimiyla olur. Bunlar yag
asidi-translokaz (FAT/CD36), plazma membran yag asidi baglanma proteini (FABP) ve yag
asidi transport proteini (FATP)’yi icerir. FABP DHA, EPA ve AA gibi doymus ve
doymamis uzun zincirli serbest yag asitlerine baglanir [240].

Beyindeki yag asidi konsantrasyonlari metabolizma sonucu diizenlenir. Ornegin
EPA hizlica B-oksidasyon, uzama ve desatiirasyon ile DPA ya da DHA’ya doniisebilir.
Dolayisiyla beyin EPA konsantrasyonu DHA’dan oldukga diisiiktiir [241].

2.3.3. PUFA’larin Beyin Plastisitesi Uzerine Etkileri

PUFA’lar sinaps ve sinir olusumu, gelisim ve rejenerasyonda 6nemli rol oynar. EPA
ve DHA’nin ndronal uzantilar olusumu ve sinaptogenezdeki rolii gelisimin farkl
basamaklarinda, farkli hiicre tiplerinde c¢alisilmigtir. DHA’nin néronal uzanti olusumuna
katkis1 ozellikle sigan pheokromositoma-12 hiicrelerinde (PC-12), [242] sican embriyonik
hipokampal primer kiiltiirlerde [243] ve sican embriyonik kortikal néronlarinda [244]
calisilmistir. DHA’nin aynt zamanda sinaptogenezi artirarak sinaptik sinapsin
ekspresyonunu  ve si¢an hipokampal noéronlarinda glutamat reseptorlerini artirdigi
bilinmektedir [245].

DHA, vSNARE/tSNARE kompleks olusumunu tetiklerken soluble NSF attachment
protein receptor (SNARE)’ler sinaptik vezikiil, plazma membranlari ve néronal uzantilarla
iligkili plastisiteyi saglamada 6nemlidir [246]. DHA, SNARE kompleks protein sintaksin-3
ekspresyonunu etkiler [247]. DHA uygulamasi sinaptozomal-iligkili protein 25 (SNAP-25)
ve sintaksin-3 iligkisini ve birlikteligini artirirken, membran ve sinaptik membrandaki
dagilimini etkiler [248].

2.3.3.1. Norogenez

Norogenez, noral kok hiicreler ve progenitdr hiicrelerden yeni néronlarin iiretildigi
stirectir ve yetiskin beyninin iki bolgesinde meydana gelir. Bunlar subventrikiiler bolge ve
hipokampal dentat gyrusta subgraniiler bolgedir [249]. Yaslanma ise ndrogenezin en 6nemli
negatif diizenleyicisidir [250].

Calismalar, DHA’nin 6grenme ve hafizada yer aldigini gostermis fakat altinda yatan
hiicresel ve molekiiller mekanizmalar heniiz tam anlamiyla anlagilabilmis degildir [251].
DHA’nin en bilinen koruyucu etkisi noronal hayatta kalabilirligi artirmasi [252] ve
norogenezdir [243]. DHA fosfatidilserindeki temel PUFA’dir ve fosfatidilserin sentezini in
vitro kosullarda artirdigt bulunmustur. DHA’nin membranda azalmasi norogenezi
azaltmistir. Yiiksek dozda DHA ile beslenen farelerin beyinlerinde sinaptamid diizeyleri
artmig ve bu artig ndral kok hiicrelerden néronal farklilagmanin arttigini gostermistir [253].

Miyelinizasyon sirasinda beyin, miyelin kilifla iligkili oleik asit gibi yag asitlerini
biriktirme egilimi gosterir. Gebeligin son trimestrinde beyin 6zellikle DHA birikimini artirir
[254]. DHA nin beyin gelisim siirecindeki gerekliliginin oldukga fazla oldugu bilinmektedir.
Anne siitiindeki DHA ve gelisim siirecindeki beyin DHA birikimi DHA nin ndrogelisimdeki
Oonemini gostermektedir. DHA’dan yoksun beslenen yavrularin, anne siitii ile DHA alan
yavrulara gére norogelisiminin diigiik oldugu bilinmektedir [255].

2.3.3.2. Oksidatif Stres ve Apoptoz
w-3 PUFA’lar oksidatif stres, apoptoz gibi hiicre sinyalizasyon mekanizmalarim
diizenleme yetenegine sahiptirler [256]. Oksidatif streste hiicresel diizeyde ROS’larla
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antioksidan kapasite arasinda dengesizlik vardir. Bu durum lipidlerde peroksidasyona,
proteinlerde denatiirasyona veya fonksiyon kaybina neden olabilir. RNA veya DNA hasart
meydana gelebilir. w-3 PUFA’larin ise anti oksidatif 6zellikleri vardir. Bunu antioksidan
glutatyon rediiktaz enzim aktivitesini degistirerek yaparlar [257]. w-3 PUFA’lar kaspaz
modiilasyonu ile anti apoptotik etkiler de gosterirler. DHA mediatorii olan néroprotektin D1
(NPD1), anti apoptotik proteinlerden BCL2, BCLXL ve BCL-2 iliskili protein Al
(BCL2A1) 'in yeniden diizenlenmesini artirirken pro apoptotik BAX, BAD, BID ve Bik
proteinlerin azalmasina neden olur [258]. Ayrica beyinde artan DHA diizeyi travmatik beyin
hasarina maruz kalmis siganlarda beyin tiirevli norotrofik faktér (BDNF) diizeyinin normal
kosullara dénmesini saglamistir [259].

2.3.3.3. Noroinflamasyon

PH’de goriilen ndroinflamasyonda w-3 PUFA’larin anti inflamatuvar etkileri iki
sekilde gergeklesir. w-3 PUFA’lar AA metabolizmasini siklooksijenaz (COX)’larla
enzimatik olarak yarisarak engeller. Artan DHA/AA orani, proinflamatuvar eikosanoidleri
(prostoglandinler) azaltir. Diger bir etkisi DHA-EPA tiirevli medaitorler araciligiyla olur. Bu
mediatdrler resolvin ve protektin ailesine dahildirler ve anti-inflamatuvar etkilere sahiptirler
[257]. Ayrica 16kosit infiltrasyonunu engeller, COX2 ve NfkB ekspresyonunu diisiiriirler
[260]. Striatal astrogliozis cevabi da DHA ile Fat-1 transgenik farelerde MPTP
uygulamasinin ardindan azalmistir [261]. Nigrostriatal yolakta w-3 PUFA’larin birgok farkli
islevi oldugundan tek bir mekanizma {izerinden DHA’nin etkisini agiklamak miimkiin
degildir [262].

2.3.4. DHA’min Etki Mekanizmalari

DHA viicutta kendiliginden sentezlenemedigi i¢in disaridan diyetle alinmalidir. w-3
PUFA kaynagi temel olarak balik yaglaridir ve DHA prekiirsorii a-linolenik asit (a-LNA)
igerirler. Alimin ardindan w-3 PUFA’lar beyne girer ve plazmalojen ve fosfatidilserin igeren
fosfolipid gliserolleriyle sn-2 bolgesinden birlesir. DHA, plazmalojen se¢ici fosfolipaz A2 ve
kalsiyum bagimsiz fosfolipaz A2 (iPLA2) etkisi ile salinir. DHA salinimi kolinerjik ve
seratonerjik reseptorlerin stimiilasyonu ile gergeklesir. AA ve DHA PUFA’lar biyoaktif
mediatorlere gevrilir. PLA2’ye es reseptorler aktive olunca PUFA mediatdr sentezinde temel
enzim COX’lar, LOX (lipoksijenazlar) ve sitokrom P450°dir [263]. Diger dokulardan farkli
olarak noronlarda bazal COX2 ekspresyonu yliksektir. AA’ nin prostoglandin E2 (PGE2)’ye
donisiimiinii tetikler. PGE2 beyinde 6nemli bir sinyal molekiiliidiir [264].

Gilinlimiizde beyin dokusunda sayica c¢ok az DHA tirevli mediator
tanimlanabilmigstir. Bunlar, 17S-hidroksi-DHA (17-HDHA), ndéroprotektin D1 (NPD1),
resolvin D5 (RvDS5), 14-HDHA ve maresin 1 (MaR1)’dir. NPD1, RVD5 ve MaRl1
biyoaktiftir ve LOX yolag1 ile ftretilir. Glial hiicrelerde de NPDI1 {iretiminin oldugu
bilinmektedir [263].

DHA’nin koruyucu etkileri metabolik bir tlirevi olan NPD1 ile yonlendirilir [265].
NPD1 néronlar1 oksidatif strese, inflamasyona, hiicre iskeletinin bozulmasina ve apoptotik
sinyal yolaklarimin olusumuna karst korur. DHA beyinde glutatyon rediiktaz aktivitesini
artirarak oksitlenmis proteinlerin birikimini 6nler [266], lipid peroksitlerin ve reaktif O,
tiirevlerinin miktarin1 azaltir [267]. DHA, kaspaz aktivasyon sinyal yolaklarini inaktive eder
[268] , taunun hiperfosforilasyonunu inhibe eder [269] ve PI3K/Akt yolagini diizenler [270].
DHA’nin  diger potansiyel koruyucu mekanizmalar1 arasinda inflamasyonun,
transkripsiyonun ve hiicre membran 6zelliklerinin diizenlenmesi yer alir [271-273].
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Sekil 2.14. Memeli hiicrelerindeki major néroprotektin ve resolvinlerin DHA’dan biyosentez
mekanizmasi (Kaynak 274’ten modifiye edilerek alinmistir) [274].

2.4. HIPOTEZ

PH’da substansiya nigra bdolgesinde apoptozun indiiklendigi ve lipid
peroksidasyonunun arttig1 bilinmektedir. Lipid peroksidasyon artisina neden olan 6nemli
etmenlerden biri nitrik oksit iiretiminin artisi ve peroksinitrit olusumudur. Deneysel
parkinson modelinde MPTP’nin iNOS ve nNOS ekspresyonununu artirdigi, DHA’nin ise
apoptozu azalttigi ve lokomotor aktiviteyi etkiledigi bilinmektedir. MPTP ile parkinson
modeli olusturulan hayvanlara verilen DHA’nin koruyucu etkisinin, nNOS aktivitesini
azaltan serin 847 nin fosforilasyonu iizerinden oldugunu aydinlatmak amaciyla bu galigma
planlanmustir.
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GEREC VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji, Histoloji Anabilim Dal1 laboratuvarlari
ve Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde gerceklestirilen calismalarda ortalama 25-30g agirhiginda,
3 aylik, erkek C57BL/6 fareler kullanilmistir. Fareler 6 tanesi bir kafeste tutulmak tlizere
polipropilen hijyenik kafeslerde, 23 +2 °C’lik sabit sicaklikta 12 saat aydinlik ve 12 saat
karanlik siirelerin saglandigi laboratuvar kosullarinda barindirilmistir. Tiim gruplardaki
hayvanlar normal ticari kemirgen yemi ve musluk suyu ile beslenmistir. Calisma siiresince
hayvanlarin yem ve su alim1 serbest birakilmugtir.

3.1. Gruplandirma

1) Kontrol Grubu (K) (n=30)

2) DHA diyeti uygulanan grup (DHA) (n=30)

3) MPTP ile olusturulan deneysel Parkinson grubu (MPTP) (n=30)

4) DHA diyeti uygulanan + MPTP ile olusturulan deneysel Parkinson grubu
(DHA+MPTP) (n=30)

3.2.  Deney Protokolii

3.2.1. DHA Uygulamasi

DHA (Docosaheksaenoic acid, Sigma-D 2534), DHA ve DHA+MPTP gruplarina,
misir yaginda ¢ozilerek, 36mg/kg/giin dozda, 30 giin boyunca, 22 numarali beslenme
sondasinin kullanildig1 gavaj yoluyla uygulanmistir [275, 276]. DHA uygulanmayan K ve
MPTP gruplarina ise misir yaginin olasi etkilerini elimine etmek amaciyla ayni1 miktarda
misir yagi ayni sartlarda gavaj yoluyla verilmistir.

3.2.2. Deneysel Parkinson Modelinin Olusturulmasi

Gavaj uygulamasmin 23. giiniinde @ MPTP  (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine hydrochloride, Sigma-M 0896) toksini, MPTP ve DHA+MPTP
gruplarma, serum fizyolojik (SF)’te c¢oziilerek (3mg/ml), 4x20mg/kg dozda, 2 saat
araliklarla, intraperitonel (i.p.) yolla uygulanmistir [107, 277, 278]. Bu uygulama yalnizca
23. giinde ve toplam 4 doz olacak sekilde yapilmistir. MPTP uygulanmayan Kontrol ve
DHA gruplarina ise diger gruplarla ayn1 strese maruz birakmak amaciyla ayni miktarda SF
ile i.p. enjeksiyon yapilmstir.

3.3. Parametreler

3.3.1. Agrhk Takibi
Deney siiresi boyunca haftada 1 giin hayvanlarin agirlik degisimleri takip edilmistir.

3.3.2. Motor Aktivite Tayini
3.3.2.1. Bradikinezi siddetinin belirlenmesi

Deneysel Parkinson modeli olusturulduktan 7 giin sonra, motor aktiviteyi belirlemek
icin PH’nin spesifik semptomlarindan bradikinezi degerlendirilmistir. Bradikinezinin
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derecesini Olgmek icin kiiciik modifikasyonlara ugratilmis [279] olan Ogawa ve
arkadaslarinin [280] ‘Pole Test = Cubuk Testi’ metodu kullanilmistir [276].

Kelime anlami istemli hareketlerde yavaslama olan bradikinezi, genellikle hareketin
baslatilmasinda gecikme seklinde tanimlanmaktadir. Bu gecikme siiresinin uzamasi
bradikinezi siddetinin arttigin1 géstermektedir.

Test igin yaklasik olarak 0,8 cm ¢apinda ve 50 cm uzunlugunda metal ¢ubuk, sargi
bezi ile sarilarak hayvanin daha iyi tutunabilmesi i¢in uygun hale getirilmistir. Fare gubugun
en Ust noktasina bagi yukariya bakacak sekilde birakilmis ve bu konumda iken tamamen
geriye doniip zemine dogru hareket etme anina kadar gecen toplam siire kaydedilmistir.

Sekil 3.1. Pole (Cubuk) testi

3.3.2.2. Lokomotor Aktivite Testi

Lokomotor aktivite, agik alan aktivite goriintiileyici sistem (MAY 9908 model
Aktivite Goriintiileyici Sistem: Commat Ltd, Tiirkiye) ile ol¢iilmiistiir [281]. Bu sistem,
kizilotesi fotoseller ile donatilmis sekiz plastik cam kafesten (42 cm x 42 cm x 30 cm)
olusur. Kafeslerin yan bloklarinda, yerden 2 cm yiikseklikte ve 2,5 cm araliklarla on bes
yayici ve algilayict fotosel ¢ifti bulunmaktadir. Diger on bes fotosel ¢ifti ise yerden 8 cm
yukartya yerlestirilmistir. Deney hayvaninin lokasyonu ise 0,1 s hassasiyetteki yazilim ile
hesaplanmistir. Genel lokomotor aktivite ve farenin kafes icindeki pozisyonu fotosel
1sinlarinin kesilmesi ile belirlenir. Eger lokasyon tamamen degisirse bu kayit ambulatuvar
aktivite olarak kabul edilir. Dolayisiyla ambulatuvar hareket, denegin kafes i¢inde dikilme
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haricinde yaptigi her tiirlii yer degistirme (gezinme) hareketidir. Diger ol¢limler iginlarin
kesilmesine baglidir, lokasyon degisimi gerekli degildir. Toplam lokomotor aktivite ise
vertikal, horizontal ve ambulatuvar hareketlerin toplami seklinde ifade edilir. Parametreleri
test etmek icin deney hayvani acik alanin tam ortasina koyulmus ve 5 dakika boyunca kayit
almmugtir. Bir sonraki hayvana ge¢gmeden Once, deney hayvanina ait kokuyu gidermek
amaciyla, a¢ik alan %10’luk etanol ¢ozeltisi ile silinmistir.

Sekil 3.2. Lokomotor aktivite testi

3.3.2.3. Rotarod testi

Rotarod testi farelerde motor koordinasyonu ve dengeyi tespit etmek igin
kullanilmistir [282, 283]. Hayvanlar 3 ardisik giin boyunca rotarod aletine (Ugo Basile,
Biological Research Apparatus, Varese, Italy) alistirilmistir. Her giin aym saatte, deneye
baslamadan 30 dakika Once, hayvanlar laboratuvara alinarak gevreyle iligki kurmalari
saglanmis, 5 dakika arayla 2 ardisik Ol¢iim yapilmistir. Hayvanlar bireysel bdlmelerine,
doénen ¢ubugun (7,3 cm ¢apta) tersi yoniinde yerlestirildikten sonra ¢ubuk iizerinde kalma
stireleri tespit edilmistir.

Degisen hizlarda (5-40 rpm (dakikada donme sayis1)) dlciim yapilmis ve rotarod
performansi, gubuk {izerinde gecirilen toplam saniye cinsinden ifade edilmistir. Hayvanlarda
meydana gelebilecek stres ve yorgunlugu azaltmak amaciyla farkli hizlar arasinda 5 dakika
dinlenme periyodu uygulanmistir. Rotarod sistemi donen g¢ubuk iizerinde kalma siiresini
kaydetmekte ve hayvan diistiigii zaman bu siireyi gostermektedir. Kayit alma siiresi 300sn
olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.3. Rotarod testi

3.3.3. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Cikarilmasi
Deney siiresinin 30. giinii, motor aktivite tayinini takiben asagida belirtilen iglemler
uygulanmustir.

Hayvanlar (1 gr/kg) dozda intraperitonel iiretan ¢ozeltisi uygulanmasi ile anesteziye
alindiktan sonra orta hat kesisi yapilarak abdomeni ve gdgiis kafesi acilmistir. Aortanin iliak
bolgesine yerlestirilen bir braniil ile (26 numarali) (1/1000) oraninda serum fizyolojik (SF)
ile seyreltilmis heparinize SF ¢ozeltisi verilerek dokularin perfiizyonu saglanmigtir. Bu
esnada sag atrium kesilerek heparinize SF’in bosalmas1 saglanmistir. Histolojik analizler i¢in
ayrilan hayvanlardan beyin izolasyonu hemen gergeklestirilmistir. Bu hayvanlar, heparinize
SF’e ek olarak formaldehit ile perfiize edilmistir. Biyokimyasal parametreler igin alinan
beyin dokular1 hizla ¢ikarildiktan sonra SN buz iizerinde izole edilmis, sivi nitrojene
alindiktan sonra 6l¢iim giinline kadar -80°C’de saklanmustir.

3.3.4. Immiinohistokimyasal Protokol

3.3.4.1. Parafine Gomme islemi i¢cin Doku Takibi

Farelerden alinan beyinler %10’luk formalin fiksatifi icine alinarak 24 saat fikse
edilmistir. Fiksasyondan sonra dokular 2 saat akar suda yikanmistir. Ardindan, dokular
strastyla %70, %80’lik alkollerde 48 saat , %90’lik etil alkolde 24 saat ve %100’lik etil
alkolde ise 3 saat tutularak dokulardan suyun uzaklasmasi saglanmistir. Ksilol iginde li¢ defa
tgcer dakika bekletilerek seffaflastirilmistir. 56°C’ye ayarlanmis etiivde sivi parafin
serilerinden gegirilerek parafin bloklar hazirlanmstir.
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3.3.4.2. Immiinohistokimya Yéntemi

Farelerin substantiya nigra dokularinda nNOS, p-nNOS ve tirozin hidroksilaz
proteinlerinin ~ varhigin1  gostermek  amactyla ~ immiinohistokimyasal  analizler
gerceklestirilmistir.

Kullamilan Soliisyonlar

1X PBS (Phosphate Buffer Saline) (0,2M):
7,2 gr Disodyum Hidrojen Fosfat (Na,HPO, )(#1.06585.5000; Merck)
0,8 gr Potasyum Hidrojen Fosfat (KH,PO,)(#1.05101.1000; Merck)
16 gr Sodyum Kloriir (NaCl )(#1.06400.1000; Merck)

Yukaridaki kimyasallar 2 litre distile su icerisinde ¢oziilmiis ve pH’s1 2N NaOH ile
pH=7,4 olacak sekilde ayarlanmustir.

Borik Asit Tamponu (0,3M):
2,1 gr Borik asit (H;BO;) (#1.00162.5000; Merck) 900ml distile su igerisinde
¢0Oziilmiis ve pH’s1 2N NaOH ile pH=7-7,4 olacak sekilde ayarlanmustir.

%3’liik H,O; Soliisyonu:
92 ml metanol (CH;0H) (#1.06009.2500; Merck) ve 8 ml %35’lik H,0,
(#1.07961.0100; Merck) karistirilarak sale igerisinde hazirlanmustir.

Bloklama Soliisyonu:Ultra V Block (#TA-125-UB; Thermo Scientific/LabVision)
Antikor Diliient Soliisyonu: Antibody Diluent Solution (#ab64211; Abcam)

Primer Antikor:
Rabbit nNOS Antikoru (Abcam ab106417)
Rabbit p-nNOS Antikoru (Abcam ab 58533)
Rabbit TH Antikoru (Abcam ab152)

Sekonder Antikor: Biotinli Anti-Tavsan IgG (kegide ftretilmis) (#BA-1000; Vector
Laboratories)

Streptavidin Peroksidaz Kompleksi: Streptavidin Horseradish Peroxidase (HRP) (scytek)
Kromojen: Diaminobenzidine tabletleri (#D4168; Sigma)

Mayer’in Hematoksileni: Mayer Hematoksilen (#1.09249.1000; Merck)

Kapatma Soliisyonu: Entellan (#1.07961.0100; Merck)

Immiinohistokimya boyamas: igin fare beyinlerinin substansiya nigra bolgesinden
kesitler Sum kalinliginda; siiperfrost (manyetik olarak statik olan) lamlar tizerine alinmustir.
Bu kesitler 56°C’lik etiivde gece boyu inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kesitlerin 2
defa 10’ar dakika ksilol ve 5’er dakika azalan alkol serilerinde (%100, %90, %80, %70)
bekletilmesiyle deparafinize (parafinden kurtarma) olmasi saglanmistir. Alkol serilerinden
sonra kesitler 5 dakika distile su icerisinde hidrate (suya indirme) edilmistir. Hidrate edilen
kesitler taze hazirlanmis borik asit (pH=7-7,4) tamponunda 56°C’lik etiivde gece boyu
bekletilmistir. Ertesi giin kesitler 3 kere 5’er dakika PBS ile yikanmistir. Daha sonra,
dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi %3’liik H,O, soliisyonu ile oda 1sisinda 15 dakika
bekletilerek yok edilmistir. Kesitler 3 kere 5’er dakika PBS ile yikandiktan sonra, 6zgiil
olmayan baglanimlar1 bloke etmek icin bloklama soliisyonu ile oda 1sisinda 7 dakika
bloklanmistir. Bloklama soliisyonu uzaklastirildiktan sonra yikama yapilmadan ayni 6rnek
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tizerine 1/200 oraninda diliile edilmis nNOS, p-nNOS ve 1/800 oraninda dilue edilmis TH
antikoru damlatilmistir. Diger 6rneklerden negatif kontrol olanina da antikor ile esit oranda
Ig (immiinglobulin) icerecek sekilde hazirlanmis Ig, kurumamasi saglanmak amaciyla
damlatilmistir. Kesitler nemli muhafaza kutularina alinarak oda isisinda 2 saat inkiibe
edilmistir.  Inkiibasyonun sonunda kesitlerdeki soliisyonlar uzaklastirilmistir. Primer
antikorlarla inkiibasyon tamamlandiktan sonra kesitler 3 kere 5’er dakika PBS ile
yikanmigtir. Yikama sonrasinda kesitler, 1/400 oraninda diliie edilmis biotin ile isaretilenmis
anti-tavsan sekonder antikorlar1 ile 1 saat oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra kesitler 3 kere 5’er dakika PBS ile yikandiktan sonra streptavidin-peroksidaz
kompleksi ile 40 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra kesitler yine 3
kere 5’er dakika PBS ile yikanmistir. Yikamanin ardindan DAB (Diaminobenzidin)
substratt damlatilarak enzim substrat iligkisi sonucunda olusacak olan kahverengi
boyanmalar gdzlenmistir. Mayer’in hematoksileninde zit boyama yapilmistir. Ornekler daha
sonra artan alkol serilerinden (%70, %80, %90, %100) gegirilerek dehidrate (sudan
kurtarma) edilmis, ksilolden gecirilmistir. Daha sonra kesitler entellan ile kapatilmistir. Zeiss
Axioplan 151k mikroskobunda beyin dokularinda nNOS, p-nNOS ve TH proteinlerinin
dagilimlart  ve immunoreaktivite dereceleri Image J programu  kullanilarak
degerlendirilmistir.

3.3.5. Biyokimyasal Parametreler

3.3.5.1. SN Nitrit/Nitrat Ol¢iimii

Nitrik oksit, son {iriinleri olan nitrit veya nitrata doniisiir. Nitrat direkt 6l¢iilemez. Bu
yontemde nitrat, nitrat rediiktaz enzimi yardimiyla nitrite indirgenir. Ornekteki nitrat nitrite
doniiseceginden ortamdaki total nitrit miktar1 6lgiilerek nitrit ve nitrat diizeyi saptanmis olur.
SN’deki nitrit/nitrat miktari ticari bir kit yardimiyla (CAYMAN-780001) 6l¢iilmiistiir.

Reaktifler
1. Nitrit/nitrat 6l¢iim tamponu
2. Nitrat rediiktaz enzim ve kofaktori
3. Nitrit/Nitrat standardi
4. Griess reaktifleri (R1 ve R2)

Deneyin Yapilisi

SN dokular: tartilarak 20 ml/l1gr doku oraninda PBS ile buz iizerinde homojenize
edilmistir. Homojenatlar 17500 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Siipernatantlar alinarak -8(¢°
C’de deney giiniine kadar saklanmistir. Deney giiniinde elde edilen doku siipernatantlarindan
protein tayini yapilmis ve kalan siipernatantlar Millipore marka (UFC503096) 30 kDa’luk
cut-off filtreler kullanilarak 17500 rpm’de 30 dk santrifiij edilmistir. Proteinden arindirtlmig
filtratlar dlgiimde kullanilmistir. Olgiim dncesinde lgiim tamponu, nitrat rediiktaz, enzim
kofaktdr ve nitrat standardi c¢ozeltileri kit prosediiriine uygun olarak hazirlanmistir.
Hazirlanan 6rnek tablosuna gére mikroplak kuyucuklarimin ilk iki sirasina kit prosediiriinde
belirtilen miktarlarda assay buffer ve nitrat standardi konmustur. Diger kuyucuklara 80 ul
filtrat eklenmistir. Ardindan tiim kuyucuklara 10 pl enzim kofaktor ve 10 pl nitrat rediiktaz
karisimi ilave edilmistir. Plak kapatilip 3 saat boyunca oda 1sisinda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklara 50 ul R1 reaktifi ve hemen ardindan 50 ul R2
reaktifi eklenmistir. 10 dk oda 1sisinda inkiibasyonun ardindan Orneklerin absorbansi
microplate okuyucu (BioTek EIx808) ile 540 nm dalga boyunda okunmustur.

3.3.5.2. SN 4-HNE Ol¢iimii
Trans-4 hidroksi alkenaller veya trans-4-hidroksi-2,3-nonenal olarak isimlendirilen
alkenaller membrandaki ¢oklu doymamus yag asitlerinin ve lipoprotein fosfolipidlerin lipid
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peroksidasyonlari sonucu olusan, bir takim genotoksik ve sitotoksik etkileri gosterilmis son
iiriinlerdir. Fizyolojik kosullarda HNE, hiicrede belirli seviyelerde bulunur. Bununla birlikte
HNE yapimmi pek cok patolojik durumu lipid peroksidasyonunun artisi ile iliskili olarak
tetikler. 4-HNE’nin hiicre i¢i diizeylerinin kontrolii HNE’nin metabolize edilmesi ile
diizenlenir. Hiicre i¢i konsantrasyonundaki artis apoptotik sinyalleri tetikler. SN
dokularindaki lipid peroksidasyon ticari bir kit yardimiyla degerlendirilmistir. (OxiSelect
HNE-STA-334)

Reaktifler

Anti-HNE-his antikoru

HRP konjugat sekonder antikor
Olgiim diliienti

10X yikama tamponu

Substrat soliisyonu

Stop soliisyonu

Rediiklenmis BSA standardi
HNE-BSA standardi

PNANRE WD =

Deneyin Yapihsi

SN dokular1 tartilarak 20ml/1gr doku oraninda PBS ile buz iizerinde homojenize
edilmistir. Homojenatlar 17500 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Siipernatantlar alinarak
-80 C’de deney giiniine kadar saklanmistir. Deney giiniinde elde edilen doku
siipernatantlarindan protein tayini yapilmistir ve protein degerleri 10 pg/ml olacak sekilde
PBS ile diliie edilmistir. Reaktifler ve standart egri kit prosediiriinde anlatildig1 {izere
hazirlanmistir. Rediikte BSA ve HNE-BSA standartlar ile ¢alisilan drnekler kitte onerildigi
iizere 100 pl mikroplate kuyucuklarina ilave edilmistir. + 4 °C’de gece boyu inkiibasyonun
ardindan her kuyucuk 2x250 pl PBS ile yikanip kurutulmustur. Tiim kuyucuklara 200 pl
Olciim diliienti eklenmis ve oda 1sisnda 2 saat inkiibe edilmistir. Ardindan kuyucuklar 3 kez
250 ul yikama tamponu ile yikanmugtir. 100 pl dilie anti HNE-His antikoru biitiin
kuyucuklara eklenmis ve 1 saat oda isisinda inkiibe edilmistir. Ardindan 3 kere 250 pl
yikama tamponu ile kuyucuklar yikanmis ve kurutulmustur. Her kuyucuga 100 pl diliie
sekonder antibody-HRP konjugat eklenmis ve 1 saat boyunca oda 1sisinda inkiibe edilmistir.
Kuyucuklar 5 kez yikama tamponu ile yikanmis ve kurutulduktan sonra her kuyucuga 100 pl
substrat soliisyonu eklenerek 15 dk oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Renk degisimi
yogunlastiginda 100 pl stop soliisyonu ile reaksiyon durdurulmustur. Vakit kaybetmeden
450 nm dalga boyunda microplate okuyucu ile okuma yapilmustir.

3.3.5.3. SN Kaspaz-3 Aktivite Tayini

Interleukin-1B-converting enzyme (ICE/caspase-1) ICE ailesi proteaz/kaspazlarin
(Kaspaz-1) aktivasyonu memeli hiicrelerinde apoptozu baslatir. Kaspaz-3 DEVD (asp-glu-
val-asp) aminoasit sekansini tanir. DEVD, kaspaz 3’{in Poli (ADP Riboz) polimerazi (PARP)
kirdigr yerdeki aminoaasit sekansidir. Substrat olan DEVD-pNA, p-nitroanilide (p-NA)
kromoforu ve sentetik bir tetrapeptid DEVD aminoasit sekansini igermektedir. DEVD-pNA
substratinin kaspaz-3 tarafindan kirilmasi sonucu agiga ¢ikan serbest pNA, 405 nm’de
absorbans artigina neden olur. Bu artig apoptoz uyariminin yapilmadigi kontrol hiicrelerinin
kaspaz-3 aktivite seviyesi ile karsilagtirilarak belirlenir. Calismamizda SN dokularinda
apoptoz olup olmadigimi belirlemek igin kaspaz-3 aktivite kiti kullanilmustir. (Millipore-
APT165)

Reaktifler

1. 5X Hiicre lizis tamponu (5ml)
2. 5X Olgiim tamponu (10ml)
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3. Kaspaz-3 substrat (Ac-DEVD-pNA) (1ml) 3mg/ml soliisyon
4. Kaspaz-3 inhibitor (50ml) (100uM) (0,05 mg/ml DMSO ig¢inde)
5. pNA standart (250ul) (10mM DMSO iginde)

Deneyin Yapihisi

Substansiya nigra dokular1 hiicre pargalanmasini saglayan o6zel tampon iginde
homojenize edilmistir. Ardindan homojenatlar 10 dakika buz iginde inkiibe edilmistir.
10.000 g‘de 5 dakika santrifuj edildikten sonra supernatantlar bagka tiipe alinmistir. Protein
tayininin ardindan alinan bu Ornekler chemicon caspase -3 kolorimetrik kiti ile muamele
edilmistir. Ornekler plate okuyucuda 405 nm dalga boyunda okunmustur.

3.3.5.4. Protein Tayini
SN dokusunda protein tayini modifiye Bradford yontemine dayanan bir kit ile
yapilmustir. [284]

Reaktifler:

1. Standart soliisyon: 2pg/ul sigir serum albumin (Albumin Bovine, Sigma, A-8022)
2. CPPA reaktifi (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, Pierce-1856210)

Deneyin Yapihsi

1 pl doku siipernatant1 999 pl distile su ile sulandirildiktan (1:1000) sonra iizerine
Iml CPPA reaktifi eklenmistir ve 595 nm dalga boyunda absorbansi spektrofotometrik olaral
okunmustur. Standart c¢aligmasi ise numune yerine artan konsantrasyonlarda (1:1000)
sulandirma oranina sahip BSA kullanilarak yapilmistir. Dokulardaki protein miktarlari
standart grafigi kullanilarak hesaplanmistir.

3.4. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel degerlendirmeler yapilarak sonuglar + ortalama standart hata olarak
gosterilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir. Normallik dagilimina uyan
veriler i¢in parametrik “Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ikili karsilagtirmalar igin
“Tukey Post Hoc” testi kullanilmistir. Normallik dagilimina uymayan veriler icin ise
parametrik olmayan “Kruskal Wallis Varyans Analiz” ve ikili karsilastirmalar i¢in “Mann-
Whitney U” Testi kullanilmigtir.
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BULGULAR

4.1.  Genel Goriiniim

Deney gruplarindaki hayvanlarin genel goriinlim ve saglik acisindan birbirleri
arasinda herhangi bir farklilik goriilmemistir. MPTP ve DHA+MPTP gruplarinda ise 6liim
orani yaklagik olarak %30 diizeyine ulagmistir.

4.2.  Agirhk Degisimi

Deney gruplarindaki hayvanlarin deney siiresince her hafta diizenli olarak agirliklar
takip edilmis ve gavaj yoluyla uygulanan misir yaginin agirlik iizerine herhangi bir etkisinin
olmadig1 bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel bir fark olmadig1 saptanmustir.

Cizelge 4.1. Haftalara gore agirlik degisimi

GRUPLAR I .hafta (g) | 2.hafta (g) [ 3.hafta (g) [ 4.hafta (g)
Kontrol (K) 27,6 £1,6 273+14 27+1.2 27+13
DHA (DHA) 283+22 28,6 2,5 28,5+2)5 292 +25
Parkinson (MPTP) 30,6 £2.,5 30,8 +£2,2 29,8 £2.3 29,8 £2.2
DHA +Parkinson (DHA+MPTP) | 32,3 +1,2 32+0,9 31+0,8 312+ 1,4

4.3.  Motor Aktivite Tayini
Hayvanlarda meydana gelen motor aktivite degisimlerini incelemek icin ¢ubuk testi,
lokomotor aktivite testi ve rotarod testlerinden yararlanilmigtir.

4.3.1 Bradikinezi Siddetinin Degerlendirilmesi

Motor aktivite tayini i¢in kullanilan ¢ubuk testinde harekete gegme zamani
(bradikinezi siddeti) degerlendirilmistir. Deney sonucunda DHA+MPTP grubunda MPTP
grubuna oranla geri doniis ve yere inme zamaninda kisalmalar meydana gelmistir. Azalmalar
kontrol diizeyine ulasmamigtir ancak MPTP grubu ile karsilastirildiginda motor aktivitede
bir miktar diizelme meydana geldigi goriilmiistiir. Sonuglar grafik halinde verilmistir.
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Sekil 4.1. Cubuk testi geri donme zamani sonuglari,
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Kontrol MPTP DHA+MPTP

Sekil 4.2. Cubuk testi yere inme zamani sonuglari,
* Kontrol grubuna gore fark p<0,05, # MPTP grubuna gore fark p<0,05

4.3.2. Lokomotor aktivite testi

Lokomotor aktivite kafesinde Olgiilen lokomotor aktivite mesafe ve toplam
lokomotor aktivite degerleri incelendiginde ambulatuvar aktivitenin MPTP grubunda
kontrole gore azaldigi, DHA uygulamasi ile birlikte MPTP grubunda arttigi goriilmiistiir.
Lokomotor aktivite mesafenin MPTP grubunda Kontrole kiyasla azaldigi bulunmugtur. DHA
uygulanan MPTP grubunda ise siirenin uzamasiyla birlikte mesafede artis oldugu tespit
edilmistir. Toplam lokomotor aktivitenin MPTP grubunda kontrole goére azaldigi, MPTP
grubuna DHA uygulandiginda ise aktivitenin diizeldigi goriilmiistiir. Kontrol grubuna
ulagsmasa da MPTP grubuna gore 6nemli bir istatistiksel fark gozlenmistir.
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Mesafe (sayim/5dk)

Ambulatuvar aktivite (sayim/5dk)
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Kontrol DHA+MPTP
Sekil 4.3. Lokomotor aktivite testi ambulatuvar aktivite sonuglari,

* Kontrol grubuna gore fark p<0,05, # MPTP grubuna gore fark p<0,05
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Kontrol DHA+MPTP

Sekil 4.4. Lokomotor aktivite testi mesafe sonuglari,
* Kontrol grubuna gore fark p<0,05, # MPTP grubuna gore fark p<0,05
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Sekil 4.5. Lokomotor aktivite testi toplam lokomotor aktivite sonuglari,
* Kontrol grubuna gore fark p<0,05, # MPTP grubuna gore fark p<0,05

4.3.3. Rotarod Testi

Motor koordinasyonun ve dengenin gostergesi olan rotarod testi 5, 10, 20, 30, 40
rpm hizlar ile rotarod tlizerinde kalig siireleri seklinde gosterilmigtir. MPTP uygulamasi
yapilmadan hemen Once ve uygulamanin 7. giliniinde hayvanlarin rotarod test kayitlari
alimmistir. Sonuglar kiyaslanirken MPTP 6nce grubu hayvanlarin diisme stireleri %100 kabul
edilerek degerlendirme yapilmigtir. 5, 10, 20, 30 rpm diizeylerinde rotarod mili {izerinden
diisme siireleri bakimindan gruplar arasinda fark gorilmemistir. 40 rpm’de ise MPTP
grubunun donen rotarod ¢ubugu (rod) tizerinde kalma siiresinin kisaldigi, Kontrol grubuna
oranla daha kisa siirede zemine diistigi goézlenmistir. MPTP grubunun DHA diyeti ile
beslenmesi hayvanlarin rotarod ¢ubugu lizerinde kalig siirelerini uzatmistir fakat degerlerin
kontrol grubuna ulagmadigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.6. Rotarod Testi cubuk iizerinde kalma siireleri sonuglari,
* MPTP 6nce grubuna gore fark p<0,05, # MPTP sonra grubuna gore fark p<0,05
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Sekil 4.7. Rotarod Testi 40 rpm gubuk {izerinde kalma siireleri sonuglart,
* MPTP 6nce grubuna gore fark p<0,05, # MPTP sonra grubuna gore fark p<0,05

4.4. Biyokimyasal Parametreler

Deney gruplarindaki hayvanlarin substansiya nigra dokularinda, nitrit/nitrat diizeyi,
4-HNE seviyeleri ve kaspaz-3 aktivitesi Ol¢iilerek olusan degisiklikler grafiklerde sirasiyla
verilmistir.
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4.4.1. SN Nitrit/Nitrat Sonug¢lari

Nitrik oksit parcalanma iiriinii olan nitrit/nitrat degerleri substansiya nigra dokusunda
tayin edilmistir. Nitrit/Nitrat diizeylerinin MPTP uygulamas: ile Kontrole gore arttigi
saptanmistir. DHA verildiginde, DHA grubunda Kontrole gore fark bulunmamistir. DHA

uygulanan MPTP grubunda ise Nitrit/Nitrat diizeylerinin MPTP grubuna gére azaldig1 tespit
edilmistir.

Nitrit/Nitrat
(nmol/mg protein)
w

Kontrol DHA MPTP DHA+MPTP

Sekil 4.8. SN Nitrit/Nitrat Degerleri,
* Kontrol grubuna gore fark p<0,05, # MPTP grubuna gore fark p<0,05

4.4.2. SN 4-HNE Sonuclan

Lipid peroksidasyonun bir gostergesi olan 4-HNE miktarmin SN’de MPTP verilen
grupta Kontrol grubu ile karsilastirildiginda énemli 6l¢iide arttigi tespit edilmistir. Kontrol
grubuna oranla DHA grubunda 6nemli bir fark goériilmemistir. DHA+MPTP grubunda ise

MPTP grubuna gore azaldig tespit edilmistir. Fakat kontrol grubu ile ayn1 seviyeye inmedigi
gOriilmiistiir.
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4-HNE
(ng/ug doku proteini)
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Kontrol MPTP DHA+MPTP

Sekil 4.9. SN 4-HNE Degerleri,
* Kontrol grubuna gore fark p<0,05, # MPTP grubuna gore fark p<0,05

4.4.3. SN Kaspaz-3 Aktivite Sonuclari

SN’de kaspaz-3 aktivitesi sekilde gosterilmistir. MPTP grubunda kaspaz-3
aktivitesinin arttigt , DHA verilen MPTP grubunda ise kaspaz-3 aktivitesinin azaldig1
goriilmiistiir. Fakat MPTP grubuyla karsilastirildiginda bu farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 bulunmustur.
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1,2 -
1
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0

Kontrol MPTP DHA+MPTP

Kaspaz-3 Aktivitesi
(Kat Kontrol)

Sekil 4.10. SN Kaspaz-3 aktivite degerleri,
* Kontrol grubuna gore fark p<0,05
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4.5. Immiinohistokimyasal Degerlendirmeler

4.5.1. TH iceren Noron Sayisi

TH immiinoreaksiyonlarinin degerlendirilmesiyle, Kontrol grubunda SN alaninda
TH ile boyanan ¢ok sayida dopaminerjik néron boynuz seklindeki yapisini korurken,
Parkinson modeli olugturulan deney grubunda (MPTP), dopaminerjik néron sayisinin ¢ok
distiigii hatta SN alaninda boynuz yapisinin tamamen kayboldugu dikkati ¢ekmektedir.
DHA ile beslenip herhangi bir uygulama yapilmayan deney grubunda ise hasar
olusturulmadigindan TH immun boyanmalar1 da kontrol gruplarindakilerle benzerdir. Ancak
DHA uygulamast sonrasinda deneysel olarak olusturulan Parkinson modelinde
(DHA+MPTP), MPTP gruplarina nazaran SN bolgesinde daha fazla sayida dopaminerjik
noéronun goriildiigii dikkati cekmektedir.
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Kontrol DHA MPTP DHA+MPTP

Sekil 4.11. Birim alandaki TH+ hiicre sayis1 yiizdesi,
* Kontrol grubuna gére fark p<0,05, # MPTP grubuna gore fark p<0,05
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4.5.2. Tirozin Hidroksilaz Ekspresyonu

Sekil 4.12. TH immunohistokimyasiyla SN bolgesinde yer alan dopaminerjik néronlarin
isaretlenmesi. Kontrol (K), deneysel Parkinson olusturulan grup (P) (MPTP), Deneysel
olarak parkinson olusturulmadan DHA uygulanan grup (DHA) ve Parkinson oncesi DHA
uygulanmaya baslanip sonrasinda da devam edilen grup (DHA+P) (DHA+MPTP)’tur. TH
immunoboyanmasiyla uygulanan DHA’nin, dopaminerjik ndronlart korudugu, deneysel
Parkinson grubunda da biiyiik bir gogunlugunun 61diigii goriilmektedir. Skala bar 50pm.
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4.5.3. nNOS (+) Néron Sayisi

Beynin SN bélgesinden alinan kesitlerde gruplar arasi birim mm2’deki nNOS (+)
dopaminerjik ndron sayilar1 incelendiginde, MPTP grubunda kontrol grubuna oranla anlamli
bir artis goriilmiistir. DHA+MPTP grubunda ise MPTP grubuna oranla nNOS (+) néron
sayisinda anlaml1 bir azalma meydana gelmistir.
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Sekil 4.13. Birim alandaki nNOS (+) hiicre say1s1 yiizdesi,
* Kontrol grubuna gore fark p<0,05, # MPTP grubuna gore fark p<0,05

4.5.4. nNOS Ekspresyonu

Kontrol ve DHA gruplarinda herhangi bir hasar olusturulmadigindan nNOS
immiinoreaktivitesi goriilmemektedir. Kontrol ve DHA gruplarinda birka¢ néronun dogal
seyrinde sitoplazmik olarak nNOS icerdigi goriilse de bu alanda her iki grupta da dikkat
¢ekici noronal bir nNOS ekspresyonuna rastlanmamustir.

MPTP gruplarinda, dopaminerjik ndron sayisi, kontrol gruplarina gore ¢ok daha
azalmigtir. Glial ekspresyon ise diger gruplara gore ¢ok daha yogundur. DHA+MPTP
gruplarindaki nNOS immunoreaktivitesi incelendiginde, dopaminerjik néronlarin ¢ok az bir
kismimin nNOS ekspresyonuna sahip oldugu dikkati cekmektedir.
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Sekil 4.14. nNOS immunohistokimyasal reaksiyonunu gostermektedir. Gruplar arasindaki farka gore
nNOS ekspresyonu 6liim yoluna girmis hiicrelerde gozlenmektedir. DHA+P (DHA+MPTP)
gruplarinda gozlenen nNOS ekspresyonu, MPTP grubundakinden daha az goriinmekte olup,
ndronun daha yavas ve az sayida 6liim yoluna girdiginin bir gostergesidir. Skala bar 50pm.

4.5.5. p-nNOS (+) Noron Sayisi

Beynin SN bdlgesinden alinan kesitlerde gruplar arasi birim mm?2’deki p-nNOS (+)
dopaminerjik néron sayilari incelendiginde, MPTP grubunda kontrol grubuna oranla anlamli
bir artig goriilmiigtir. DHA+MPTP grubunda ise MPTP grubuna oranla p-nNOS (+) néron
sayisimin daha da arttig1 tespit edilmistir. Iki grup arasinda meydana gelen bu fark
istatistiksel olarak anlamlilik icermektedir.
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Sekil 4.15. Birim alandaki p-nNOS (+) hiicre sayis1 yiizdesi,
* Kontrol grubuna gore fark p<0,05, # MPTP grubuna gore fark p<0,05

4.5.6. p-nNOS Ekspresyonu

Kontrol ve DHA gruplarinda herhangi bir immiin reaksiyona rastlanmazken, MPTP
grubunda Kontrol grubuna oranla artan p-nNOS immiinoreaktivitesine rastlanmistir.
DHA+MPTP grubunda ise MPTP grubuna kiyasla fosfo-nNOS immiinoreaktivitesinin ¢cok
daha fazla artig gosterdigi gézlenmistir.
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Sekil 4.16. SN alaninda dopaminerjik noronlarin fosfo-nNOS ekspresyonlarini gostermektedir. Aktif
fosforile olan bu formun DHA+P (DHA+MPTP) ve P (MPTP) gruplarindaki noktasal
isaretlenmeler seklindeki ekspresyonlari sitoplazma igerisinde yer yer aktive oldugunun bir
gostergesidir. Skala bar S0pm.
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TARTISMA

Sunulan ¢aligmamizda, MPTP verilerek olusturulan deneysel parkinson modelinde
meydana gelen lokomotor aktivite bozukluklarina DHA’nin etkisi incelenmis ve diizeltici
etkisinin oldugu bulunmustur. Lokomotor aktivitedeki bu diizeltici etkide nNOS’un ve
fosforilasyonunun rolii incelenmis, sonuglar biyokimyasal ve immiinohistokimyasal
parametrelerle desteklenmistir.

Diinyada en yaygin goriilen ndrodejeneratif hastaliklardan biri Parkinson hastaligidir
(PH) [2]. En carpici belirtisi substansiya nigrada (SN) bulunan ndromelanin igeren
dopaminerjik noronlarin azalmasidir [39]. Dopamin (DA), MSS’deki bir¢cok gdrevinin
yaninda motor koordinasyonun saglanmasi i¢in de dnemli bir nérotransmitterdir [6].

PH’y1 ilagla tedavi etmek miimkiin degildir. ilaglar genellikle semptomatiktir ve
hastalarin siirekli ila¢ kullanimi gerekmektedir. Ayrica yasli populasyonun artmasi, 65 yas
iizerinde sik¢a goriilen PH sikhgini da artirmaktadir [3]. Ilaclarin zamanla etkilerini
kaybetmesi, yeni ilaglar ve subtalamik niikleusun uyarilmasi gibi yeni uyarilma tekniklerinin
gelisimine neden olmustur [285].

Insanlarda deneysel parkinson modelinin olusturulmas: miimkiin olmadig1 igin
calismalar agirlikla deney hayvanlarina yonelmistir. Parkinson modelleri deney
hayvanlarinda olusturularak degisik ilaglarin modeller iizerinden test edilmesi yoluna
gidilmigtir. Parkinson modeli olusturmak amaciyla secici olarak dopaminerjik noéronlari
tahrip ettigi bilinen ndrotoksinler olan 6-OHDA, MPTP, parakuat, rotenon ve maneb
kullanilmaktadir [5]. Hidroksillenmis DA olan 6-OHDA, katekolaminerjik sinir uclarinda
tahribata neden olarak DA sentezini bozmaktadir [98]. 6-OHDA’nin sistemik olarak
uygulandiginda, kan beyin bariyerini gecemedigi bilinmektedir. Dolayisiyla 6-OHDA
stereotaksik yontemle uygulandiginda unilateral veya bilateral serotonerjik ve noradrenerjik
noronlari 6ldiiren bir toksindir [102]. Parakuat, rotenon ve maneb tarimsal kimyasallardir.
Sistemik uygulamalarinda parkinson benzeri etkiler gosterirler. MPTP modeli daha ¢ok
primatlara uygulanirken insana en yakin PH modelini olusturur [286]. Primatlarin bakiminin
zor ve pahali olmasi g¢aligmalarin kemirgenlere yonelmesine neden olmustur. Yapilan
calismalarda, MPTP’nin MPP"’ye doniiserek mezensefalik dopaminerjik noronlar1 segici
olarak etkiledigi bilinmektedir [287]. MPTP kemirgenlerde Lewy Cisimcigi (LC)
olugturmamaktadir [288]. Deney hayvanlarina gavaj yoluyla veya stereotaksik enjeksiyonla
verilebildigi gibi, en yaygin formu sistemik (subkutan, intravendz, intraperitonel ve
intramuskiiler) uygulamasidir. MPTP dozu, dopaminerjik hasarin seviyesini belirlemektedir.
Sicanlara uygulanan MPTP teknigi basarisiz olurken farelerden C57BL/6 fare irkinin
sistemik MPTP uygulamasina diger irklardan daha duyarli oldugu bilinmektedir. MPTP altin
standart olarak kabul edildigi i¢in en yaygin olarak kullanilan PH modelidir. Bunun i¢in
bizim c¢alismamizda da bu model tercih edilmis ve hayvanlara literatiire uygun olarak
(4x20mg/kg) dozda 2 saat araliklarla intraperitonel yolla uygulama yapilmistir [277, 278].

Beyin dokusunda bulunan temel fosfolipidler EPA ve DHA’dir [225]. DHA’nin PH
vb. norodejeneratif hastaliklarda azaldig: bilinmektedir [28]. Beyin fonksiyonlar1 i¢in énemli
olan DHA’nin disaridan verildigi durumlarda, beyin néron membranlarinda yag asitlerini
degistirdigi gosterilmistir [6, 28, 280]. DHA c¢alismalarda farkli konsantrasyonlarda
kullanilmaktadir (10-100mg/kg/giin) [289]. Bizim kullandigimiz konsantrasyon ise dnceki
calismalarimizda faydali etkisini goérdiigiimiiz dozdur (36mg/kg/giin) [290].
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Hayvanlarda parkinsonun tespiti i¢in lokomotor testler kullanilarak lokomotor
aktivite, motor koordinasyon ve bradikinezi siddetleri Sl¢lilmiis, DHA’nin parkinson
iizerinde diizeltici etkisinin olup olmadig1 saptanmaya ¢alisilmistir. Bu amagla ¢ok kullanilan
testlerden biri rotarod testidir. Bu testte ivmeli veya sabit hizlarda (5,10,20,30,40 rpm) dénen
cubuk (rod) iizerinde deney hayvaninin diismeden kalma siiresi 6l¢iilmektedir [282, 283].
Deneysel parkinson modeli olusturulmadan 1 giin énce ve model olusumunun ardindan 7.
giinde hayvanlara rotarod testi uygulanmistir. Cubuklarin {izerinde kalig siirelerinin 40
rpm’de MPTP grubunda kontrolle karsilastirildiginda azalmis oldugu bulunmustur. MPTP
modelinde rotarodda hayvanlarin kalis siirelerinin kisaldigi gosterilmistir [283, 291-296].
DHA verilmesi, parkinson modeli olusturulan hayvanlarda 40 rpm ¢ubukta kalig siirelerini
anlamli Ol¢iide uzatmis ve MPTP grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriilmiistiir. Daha 6nce yapilan calismalarda Omega 3 verilmesinin rotarodda kalig
stirelerini uzattig1 bulunmustur [296, 297]. PH’da olusan motor koordinasyon bozuklugunu
DHA’nin diizelltigi izlenmistir.

Diger bir parametre ise hayvanlarda lokomotor aktivitenin Ol¢iimiidiir. Hayvanlar
model olusumunu takiben 7. giin kafeslere konulmus, otomatik olarak gezinmeleri
ambulatuvar test, yilirime mesafeleri ve toplam lokomotor aktiviteleri Olgiilmiistiir.
Hayvanlarin 5 dakikada bastiklar1 beam sayis1 fotoseller ile algilanarak otomatik olarak alet
tarafindan sayilmaktadir. MPTP grubunda toplam lokomotor aktivite, ambulatuvar aktivite
ve lokomotor mesafenin kontrole gore azaldigi bulunmustur. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
parkinson modellerinde total lokomotor aktivite ortalamasinin azaldigi gortlmiistiir [298-
301]. DHA ile tedavi edilen MPTP grubunda, total lokomotor aktivite, ambulatuvar hareket
ve toplam mesafenin arttigi fakat kontrol seviyesine gelmedigi goriilmiistiir. Aralarinda ise
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Daha Onceki c¢aligmalarda DHA
uygulamasinin diskineziyi azalttig1 ve motor aktivite bozukluklarini diizelttigi gosterilmistir
[302, 303]. DHA nin Parkinson modelinde lokomotor aktiviteyi diizelttigi bulunmustur.

Bradikineziyi belirleyen diger bir test ise ¢ubuk testidir. [279, 280] MPTP grubunda
hareketin baslamasinda gecikme olustugu ve asagiya inis siiresinde uzama oldugu
gozlenmistir. DHA nin ise bradikineziyi diizelttigi saptanmistir ve bu deneysel parkinson
modelinin basarili oldugunu gdsteren 6nemli bir bulgudur.

Parkinson hastaliginin olus mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte serbest
radikallerin artmasinin énemli roli oldugu bilinmektedir.[15] Serbest radikallerin olusmasina
yol acan bir¢ok ajan igerisinde oldukca reaktif ve kararsiz bir gaz olan NO’nun santral sinir
sisteminde bazal gangliyonlarda bir nérotransmitter oldugu ve sentezinin PH’da arttig1
bilinmektedir. Nitrik oksit sentezinde rolii olan iNOS ve nNOS aktivitelerinin PH’daki
norodejenerasyonda rolii oldugu daha onceki ¢aligmalarda gosterilmistir [205]. iNOS’un ise
fazla peroksinitrit tiretimine neden oldugu bilinmektedir [304].

Peroksinitritin hiicre i¢i hedef molekiillerinden biri tirozin hidroksilaz (TH)
enzimidir. TH, katekolamin sentezinde hiz kisitlayict enzimdir. TH pozitif hiicreler SN’de
yogunlagmistir ve uzantilar1 striatuma gider. TH genellikle dopaminerjik néron sayiminda
fenotipik bir isaretleyicidir. Dopaminerjik noron hasarmin bir gostergesidir [192]. TH, 4 es
alt birimden olusan tetramerik bir enzimdir. Her alt birimin katalitik aktivitesi vardir.
Tirozin rezidiileri TH nitrasyonu/inaktivasyonunu belirlemede anahtar yapilardir. Nitrasyon
icin hedeftirler. Ozellikle Tyr 225 nitrasyon icin hedef gdsterilen TH’nin &nemli bir
rezidiisiidiir [193]. PH’da TH" hiicrelerde 6liim % 60-70 oldugunda klinik belirtiler goriiliir.
Ayn1 zamanda bu kisilerin beyinlerinde TH enzim aktivitesinde azalma goriiliir [194].

Diger yandan, son yillarda PH’da hiicre ici Ca™ homeostazisinin bozuldugu
goriilmektedir [305]. Hiicre i¢i kalsiyumun artmasi kinaz enzimlerini aktif hale
getirmektedir. Ca/CaMKII multifonksiyonel bir enzimdir ve aktivasyonuna cAMP, PKA ve
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PKC’nin de etki ettigi bilinmektedir. Buna ilaveten nNOS’un fosforilasyonunda rolii oldugu
gosterilmistir [27]. nNOS iki bolgeden fosforile olmaktadir. Bunlardan birincisi nNOS’un
serin 1412’den fosforilasyonudur. PKA ve cGMP ile fosforile edilerek katalitik aktivitesinin
arttig1 kortikal noronlarda yapilan calismalarda gosterilmistir [26]. Diger fosforilasyon yeri
ise Ca/CaMKII tarafindan fosforile edilen serin 847 rezidiisiidiir. Bu bolgeden fosforile
olmas1 nNOS’un katalitik aktivitesini azaltir. nNOS’un serin 847 fosforilasyonu i¢in sentetik
serin 836-859 substratlar1 kullanilmaktadir [27]. Insanda iiretilen serin 852 antikorunun
farede serin 847 bdlgesi ile eslestigi bilindiginden bu calismamizda fosforilasyonu
belirlemek icin serin 852 antikoru kullanilmistir. Fosforilasyonun gergeklesmesi nNOS
katalitik aktivitesinin inhibisyonunu gostermektedir. Kontrol grubunda ve DHA grubunda
nNOS fosforilasyonu goriilmedigi halde MPTP grubunda serin 847’den nNOS
fosforilasyonunun DHA verilen MPTP grubuna gore azaldig1 belirlenmistir. DHA nin serin
847 fosforilasyonu ile nNOS’u inhibe ederek serbest radikalleri azalttig1 goriilmektedir.

Deneysel Parkinson modeli olusumunu destekleyen diger bir bulgu tirozin
hidroksilazla isaretlenmis noron sayisidir [194]. Histolojik kesitler incelendiginde PH’da
SN’deki noron sayilart %75 oraninda azalirken DHA verilen grupta meydana gelen azalma
%50 oranindadir. Biitiin bu bulgular parkinson modelinin basar1 ile olusturuldugunun,
uygulanan DHA’nin ise bu alanda yer alan bircok dopaminerjik néronu 6liim yolagina
girmekten korudugunun bir gostergesidir. DHA’nin koruyucu etkisi, serin 847
fosforilasyonunu artirarak nNOS aktivitesini azaltmasiyla kismi olarak agiklanabilir. Ayrica
DHA, hiicre zarindaki voltaja bagimli Ca** kanallarina etki ederek hiicre i¢i kalsiyumu
diizenler. [306] nNOS’un, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonuna bagli olarak protein fosfataz
2A ile defosforile oldugu bilinmektedir. [307] nNOS néronal hasart gostermede 6nemli bir
molekiildir. PH’da DHA’nin koruyucu etkisinin nNOS fosforilasyonu iizerinden
olabilecegine dair yapilan bir ¢alisma yoktur. Bu bulgumuz orjinal yeni bir bulgudur.

nNOS ve iNOS araciligiyla iiretilen NO’nun yar1 dmrii ¢ok kisadir, ancak oksijen
araciligtyla nitrit ve nitrata doniisebilmektedir [308]. Dokularda NO’nun direkt Ol¢timii
zordur. Son yillarda Olglim yapan sensorler gelistirilmesine ragmen hala daha birgok
calismada NO yikim drlini nitrit ve nitrat Olgiilmektedir [309]. Bu bilgiler 1s18inda
calismamizda NO indeksi olarak nitrit/nitrat kullanilmistir. MPTP verilen Parkinson
grubunda nitrit/nitrat miktarmin arttig1 goriilmektedir. Bu bulgumuz MPTP’nin nNOS ve
iNOS’u indiikledigini gostermistir. Literatirde MPTP ve 6-OHDA verilen gruplarda
nitrit/nitrat oraninin arttig1 bildirilmistir. [310]. DHA nin verilmesi ise nitrit/nitrat seviyesini
azaltmistir. Bu bulgu lokomotor aktivitenin diizelmesini agiklayacak niteliktedir. nNOS serin
847 fosforilasyonu yani ekspresyonunun azalmasiyla iliskili olabilir. Ozellikle iNOS
ekspresyonunu DHA verilmesinin azalttigi onceki ¢aligmalarda gosterilmigtir [311]. Bunun
genellikle iNOS {izerinden olabilecegi lizerinde durulmustur. Bu bulgu literatiirle uyumludur
[311]. Yukaridaki c¢aligmalarin hepsi DHA’nin iNOS iizerindeki etkisinin nitrit/nitrat
seviyesi lizerinden olabilecegini veya L-arjininin hiicre i¢ine daha az girmesi nedeniyle NO
sentezinin azalacagini, buna bagli olarak da nitrit/nitrat diizeyinin azalmis olabilecegini
gostermektedir. Bunun yanisira, omega-3 yag asitlerinin hiicre icerisinde ikincil habercileri
ya da enzimlerin yapilarmi etkileyerek nNOS iizerinde diizenleyici etki gosterdikleri
bilinmektedir [312]. PH’da yapilan postmortem calismalar serbest radikallerin arttigini
gostermistir [313]. ROS ve NO artis1 mitokondrideki kompleks I aktivitesini azaltmistir. NO
siiper oksit radikallerinin birlesmesiyle peroksinitriti olusturmaktadir. NO tretimi azaldigi
icin peroksinitrit miktar1 da azalmistir. Dolayisiyla néronlarin korunmasinda bu yolagin
roliiniin oldugu vurgulanmaktadir. PH’da nNOS’un roliiniin yaninda DHA’nin koruyucu
mekanizmasinda nNOS inhibisyonunun roliiniin oldugu ispat edilmistir.

PH’da olusan bu serbest radikal artis1 hiicrenin yapi taslar1 olan lipidlere, proteinlere,
karbonhidratlar ve niikleik asitlere zarar verip hiicresel fonksiyonlar1 bozmaktadir. Santral
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sinir sisteminde doymamis yag asitleri fazla oldugundan sinir sistemini serbest radikallere
duyarli hale getirmistir. Bu serbest radikaller membranda bulunan lipidlerin oksidasyonuna
yol agarak lipid peroksidasyon {iriinlerini olusturarak hiicre fonksiyonlarinda oOnemli
degisikliklere yol agmaktadir [314]. Serbest radikallerin yar1 dmiirleri kisa konsantrasyonlari
diisiik ve reaktif olmalar1 Ol¢iim sartlarini zorlagtirmaktadir [315]. Bu bilgi goz oOniine
alindiginda oksidan stresin olusturdugu ikincil iriinlerin olgiilmesine dayanan yontemler
kullanilmaktadir. Bu dolayli yontemlerden en ¢ok kullanilanlardan biri TBARS yontemidir
[316]. Ancak 6nceki ¢alismalarda TBARS 1n yeteri kadar duyarli olmadigi ileri stirilmiistiir
[317]. Oksidatif hasarin olusturdugu lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in 4-HNE yontemi
kullanilmistir. Oksidan stres lipid hidro peroksitlerin ayrilma reaksiyonlari ile bozulmalar
alkanlar, 2-alkenlar, 2,4- alkenler ve 4-hidroksialenler gibi aldehitlerin olugsmasina yol agar.
Olusan hekzonal ve 4-HNE sitotoksiktir [318]. Oksijen radikalleri lipid peroksidasyonunun
ikincil toksik mesajcisidir. PH’da lipid peroksidasyonunun arttig1 ve SN 4-HNE seviyesinin
yiikseldigi bilinmektedir [319]. Bu ylikselmenin kaspazlarin 3-8 aktivasyonunu artirarak
apoptoza neden oldugu ayrica 4-HNE’nin a-siniiklein agregasyonunu olusturdugu ve DNA
fregmantasyonuna yol actigi bilinmektedir [185, 320, 321]. Calismamizda MPTP
verilmesinin 4-HNE miktarim artirdign saptanmistir. Bu bulgular literatiirle uyum
igerisindedir [304]. Bu bilgilere dayanarak lipid peroksidasyonunun MPTP verilen grupta
arttigt bulunmustur. DHA kullaniminin ise 4-HNE miktarini azalttigi gosterilmistir. Daha
once yapilan calismalarda Omega-3 verilmesinin lipid peroksidasyonunu azalttig
bulunmustur [312]. DHA beyinde glutatyon rediiktaz aktivitesini artirarak oksitlenmig
proteinlerin birikimini o6nler [322]. DHA’nin lipid peroksitlerin ve reaktif oksijen
tiirevlerinin miktarmi azaltttigi bildirilmistir [322, 323]. Ayrica 4-HNE artisinin verilen
DHA ile azaldig1 ve bu azalmay1 da Nrf-2’nin stimule ederek anti oksidanlarin yapimini
artirarak hiicrelerde koruyucu etki sagladigi gosterilmistir [324, 325].

MPTP mitokondride solunum zincirini inhibe ederek siiperoksit olusturur [287]
ayrica NOS’u aktive ederek nitrativ stres olusturur [35]. Serbest radikallerin artmasi
mitokondriyel sitokrom c salinimi meydana getirir. Salinan sitokrom-c apoptotik proteaz
aktive edici faktor 1 (APAF-1) ve prokaspaz 9 ile kompleks olusturmaktadir. Kaspaz-9
kaspaz-3 ‘i aktive eder. Apoptoz gostergesi kaspaz-3 enzim aktivitesidir [326]. Bu
apoptozun baglamasinda serbest radikallerin yanisira lipid peroksidasyonunun artisi da etkili
olmaktadir [327]. Parkinson modelinde kaspaz-3 aktivitesinin arttigi gosterilmistir. DHA
verildiginde, kaspaz-3 aktivitesi azalmigtir fakat bu azalma MPTP grubuyla
karsilastirildiginda anlamli degildir. Kontrolle karsilastirildiginda ise farkin 6nemli derecede
artmadig1 goriilmiistiir. Bu da DHA’nin kaspaz-3 aktivitesini azalttigin1 vurgulamigtir. Bu
sonug, lokomotor aktivite diizeyi, 4-HNE diizeyi ve nitrit/nitrat diizeyindeki azalmayi
desteklemistir.

Sonu¢ olarak DHA’min MPTP ile olusan apoptozu, lipid peroksidasyonunu ve
lokomotor aktiviteyi diizeltici etkisi oldugu ve bu etkide nNOS serin 847 fosforilasyonunun
roliiniin oldugu bulunmustur. Fakat DHA etkisini sadece bahsedilen yolaklar {izerinden
yapmamaktadir. Hiicrede membranin 6zellikleri iizerine etkisi oldugu [222], transkripsiyonel
faktorlere [328], retinoid x reseptdrlere [271], hiicre membraninda bulunan DAT aktivitesine
etki ettigi [261], voltaja bagimli kalsiyum kanallarina miidahale ettigi bilinmektedir [329].
PUFA’nin MPTP’den MPP+’ya doniisiinii ve MAO-B aktivitesini azalttii, noérotrofik
faktorleri artirarak etkili oldugu gosterilmistir [330]. DHA’nin tam koruyucu etki
mekanizmasinin aydinlatilmasi igin ileri ¢calismalara gereksinim vardir.
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SONUCLAR

MPTP grubunda koordinasyonun ve dengenin bozuldugu tespit edilmistir. DHA
verilmesinin 40 rpm’de motor koordinasyonu diizelttigi goriilmiistiir.

MPTP grubunda bradikinezi siddeti ve lokomotor aktivitenin azaldigi, DHA
uygulamasinin bu parametreler lizerinde diizeltici etkisinin oldugu bulunmustur.

MPTP grubunda SN’deki dopaminerjik néron sayisi azalmistir. DHA verilmesi,
PH’da azalan ndron sayisint iki katina ¢ikarmustir.

DHA verilmesinin nNOS serin 847 fosforilasyonunu artirarak nNOS aktivitesini
azalttig tespit edilmistir.

Nitrit/nitrat diizeylerinin deneysel parkinson modelinde arttigi, DHA verilmesinin
nitrit/nitrat miktarin azalttig1 saptanmistir.

Deneysel parkinson modelinde SN’de lipid peroksidasyonun gostergesi olan 4-HNE
diizeyi artmis, DHA verilmesi ile lipid peroksidasyonunun azaldig1 goriilmiistiir.

SN’de Kaspaz-3 aktivitesi MPTP grubunda artmistir. DHA verilmesiyle azalma
goriilmiig fakat bu fark anlamli degere ulasmamustir.

Bu bulgular DHA’nin  koruyucu roliiniin oldugunu gostermektedir. DHA, nNOS

serin 847 fosforilasyonunu artirarak nNOS aktivitesini azaltmistir. Fakat sonuglar,
bu korumada diger mekanizmalarin da roliiniin olduguna isaret etmektedir.
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