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YAYINLAMA VE FiKRi MULKIiYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistti tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismim, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima
agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen
kullanim haklar: disindaki tiim fikri miilkivet haklarim bende kalacak, tezimin tamanunin ya
da bir bolamiiniin gelecekteki caligmalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim
haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alisgmam oldugunu, baskalarnin haklarin ihlal etmedigimi ve tezimin
tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakk: bulunan ve
sahiplerinden yawli izin almarak kullamilmast zorunlu metinlerin yazilt izin almarak
kullandigim ve istenildiginde suretlerini

Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

0 Tezimin/Raporumun tamam diinya capinda erisime acilabilir ve
bir kaspn veya tamaminim fotokopisi alinabilir.
(Bu secenekle teziniz arama motorlarnda indekslenebilecek, daha sonra tezinizin
erisim statiisiiniin degistirilmesini talep etseniz ve kiitiiphane bu talebinizi verine
getirse bile, teziniz arama motorlarinin
dnbelleklerinde kalmaya devam edebilecektir)
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(Bu stirenin  sonunda uzatma igin basvuruda bulunmadimim takdirde,
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gosterilmek sartivla bir kismi veva tamaminin fotokopisi alinabilir)

o Tezimin/Raporumun.............oun tarihine kadar erisime agilmasini
istemivorum ancak kaynak gésterilmek sartivia bir kismi veva

tampaminin fotokopisinin alinmasim enayhyorum.

o Serbest Secenek/Yazarin Se¢imi
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“Michael J. Fox Foundation” tarafindan saglanmistir.
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OZET

Cnar, E., Sicanlarda Adeno Iliskili Viral Vektor Aracili Gerceklestirilen Nigral
ve Hipokampal Alfasiniikleinopati Modelinde Rapamisinin Etkileri, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmakoloji Programn Doktora Tezi,
Ankara, 2018. Bu tez ¢alismasinda, bilateral substantia nigra (SN) ve dentat girus
(DG)’ta AAV-aracili alfa-siniiklein (a-sin) asir1 ifadesi saglanarak, motor ve motor-
dis1 belirtilerin bir arada goriildiigii bir Parkinson hastaligi (PH) modeli olusturulmasi
ve bu modelde otofaji indiiksiyonuna sebep olan rapamisinin tedavi potansiyelinin
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Immiinblotlama ve immiinohistokimya yontemleri
ile a-sin ve GFP agir1 ifadesi teyit edilmis, immiinoblotlama calismalar ile a-sin
enjeksiyonu sonrast yogun sinaptik kayip oldugu gozlenmistir. AAV-aracili PH
modelinde ilk defa denenen rapamisin uygulanmasinin ise sinapslari koruyucu etkisi
oldugu goriilmiistiir. A-sin asir1 ifadesinin motor performansa etkisi hafta bazinda
degerlendirilmis ve siire¢ igerisinde kompanzatuvar mekanizmalarin devreye girmis
olabilecegi gozlenmistir. Yiikseltilmis art1 labirenti testinde; a-sin grubunun anksiyete
diizeyinin daha az oldugu, yeni nesne tanima testi ve Morris su labirenti testlerinde; a-
sin enjeksiyon grubunun hatirlamada ve O6grenmede zorluk c¢ektigi, rotarod ve
lokomotor aktivite testlerinde; motor performansta kotiilesme oldugu gozlenmistir.
Rapamisin tedavisi sonrasi ise Ogrenme ve hatirlamada iyilesme gozlenirken,
anksiyetede artis, motor performansta ise diizelme olmadigi gozlenmistir.
Rapamisinin, p62 yikiminda artis ile otofaji indiiksiyonuna, ancak bir diger otofaji
belirteci olan LC3 I’den LC3 II doniisiimiinde azalma ile otofajik yolakta degisiklige
neden oldugu gozlenmistir. A-sin asir1 ifadesi ile olusturulan ve motor ve motor dis1
belirtilerin ilk defa beraber olusturuldugu bu PH modeli, rapamisin gibi otofaji
indiiksiyonuna neden olan ilaglarin etkinligini degerlendirmek icin giivenli bir sekilde

kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Parkinson hastaligi, Alfa-siniiklein, Rapamisin, Motor-dis1

semptomlar, Sinaptik kayip

Bu calisma (TSA-2015-5291) Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir. AAV-a-sin ve AAV-GFP viriisleri

“Michael J. Fox Foundation” tarafindan saglanmistir.
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ABSTRACT

Cmnar, E., Effects of Rapamycin In A Rat Model Of Adeno Associated Viral
Vector Mediated Nigral and Hippocampal Alpha-synucleinopathy, Hacettepe
University Graduate School of Health Sciences, Pharmacology Programme
Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2018. In this thesis study, we aimed to develop
a Parkinson’s disease (PD) model recapitulating both motor and non-motor symptoms
of the disease by AAV-mediated alpha-synuclein (a-syn) overexpression in bilateral
substantia nigra (SN) and dentate gyrus (DG) and to evaluate the potantial therapeutic
effects of rapamycin via autophagy induction. A-syn and its viral control GFP
overexpression was confirmed by immunohistochemistry and immunoblotting. A
dense synaptic loss and a neuronal loss tendency were detected in a-syn group by
immunblotting. First time in this model using rapamycin treatment showed a
protective effect against the synaptic loss. Effect of a-syn overexpression on the motor
performance was evaluated in every two weeks and a compensatory mechanism was
noticed to take part in the process. Elevated plus maze test showed a decrease in
anxiety whereas memory deficits, spatial learning difficulties and worsening in motor
performance were detected in novel object recognition, Morris water maze, rotarod
and locomotor activity tests, respectively. After rapamycin treatment improved
learning and memory, increased anxiety and did not change motor performance. In
immunoblotting; p62 an autophagy marker, increased with rapamycin treatment,
confirming autophagic induction, on the other hand, conversion of LC3 I to LC3 Il
another autophagy marker decreased. This AAV-mediated a-syn overexpression
model of PD, developed motor and non-motor symptoms together for the first time,
can be used safely to try potential autophagy inducing treatment options like

rapamycin.

Key words: Parkinson’s disease, Alpha-synuclein, Rapamycin, Non-motor

semptoms, Synaptic loss

This study (TSA-2015-5291) was supported by Hacettepe University Scientific
Research Projects Coordination Unit. AAV-a-syn and AAV-GFP virus was kindly
requested from Michael J. Fox.
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GIRIS

Parkinson hastalig1 (PH), dinlenme halindeki tremor, bradikinezi, rijidite ve
postural refleks kaybi ile seyreden ve substantia nigra (SN)’daki dopaminerjik néron
kayb1 ve SN’nin projeksiyon alani olan striatumda dopaminerjik terminal kaybi ile
iligkili bir hastaliktir. PH’nin motor belirtilerinin yaninda hem premotor dénemde hem
de ge¢c donemde motor dis1 semptomlar hastaliga eslik eder. PH’de goriilen motor
belirtiler kadar kognitif bozukluklar, anhedoni, apati, otonom sinir sistemi
bozukluklar1 gibi motor dis1 belirtiler de hastalarin yasam kalitesini oldukca
distirmektedir.

PH’nin altinda yatan mekanizma heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak,
calismalarla birlikte PH’ye neden oldugu diisiiniilen etkenler ortaya cikartilmaya
baglanmistir. Beyinde yiiksek oranda ozellikle de presinaptik olarak ifade edilen
noronal bir protein olan alfa-siniiklein (a-sin) etkenlerden biridir. PH patolojik belirteci
olan Lewy cisimcikleri i¢eriginin a-sin oldugu kesfedilmistir.

PH’nin patolojisini arastirmak {izere cesitli hayvan modelleri gelistirilmistir.
Bu modellerden en sik kullanilanlari; toksin modelleri, transgenik hayvanlar ve viral
vektor aracili a-sin asirt ifadesine bagli modellerdir. Kullanilan modellerin farkli
Ozellikleri ve avantajlar1 olmasina ragmen, viral vektor aracili a-sin asir1 ifadesi ile
olusturulan hayvan modelleri hastalifin yavas ilerleyen dogal seyrini daha iyi taklit
etmekte ve hastalarda izlenen patolojiye daha yakin bir patoloji olusumu
gostermektedir.

PH etiyolojisinin anlagilabilmesi, hastaligin ilerleyisinin yavaslatilabilmesi ya
da durdurulabilmesi i¢in ve ayrica tedavi mekanizmalarinin daha detayli incelenerek
gelistirilebilmesi, semptomlarin azaltilmasi ya da yok edilmesi i¢in hayvan
modellerinin varlig1 ve yeni tedavi yontemlerinin denenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Parkinson hastalarinda tedavi olarak kullanilan altin standart L-DOPA’dir. L-
DOPA semptomatik tedavi saglamaktadir ve uzun donemde tedaviye bagli goriilen
yan etkiler L-DOPA’nin kullanimim kisitlamakta ve yeni tedavi yontemlerine ihtiyag
duyulmasina yol agmaktadir. Hastaligin seyrini yavaslatacak ya da durduracak, SN’de
noron Olimiinii engelleyebilecek bir tedavinin bulunabilmesi; hastalarin yasam

suresini ve kalitesini artiracaktir.



Rapamisin, ilk olarak antifungal etkili bir ilag olarak ortaya ¢ikmistir. Ancak
daha sonra; rapamisinin otofaji indiiksiyonu yaparak yanlis katlanmis proteinlerin
birikimini azalttigr ve noroprotektif etkisinin olabilecegi kesfedilmistir. Parkinson
hastalarinda goriilen a-sin agregatlarinin Lewy cisimcikleri ya da Lewy noritlerinin
temel yap1 taglarindan olmasi, rapamisin aracili bu agregatlarin temizlenmesinin
hastaligin tedavisinde faydali olabilecegini diistindiirmektedir.

Bu ¢alismanin amaci; AAV-araciligi ile yabanil insan a-sin ifadesinin ilk defa
bilateral SN ve hipokampiisiin DG’sinde birlikte gergeklestirilmesi ile PH’nin motor,
davranigsal ve kognitif etkilerinin bir arada ayrintili olarak incelenmesidir. Boylece
patolojik a-sin agregasyonunun, hiicre-otonom mekanizmalarla olusturdugu noronal
ve glial patoloji yayiliminin ve sinaptik etkisinin olusturulan model iizerinde
gegerliliginin ve oneminin test edilmesidir. Ayrica, yine ilk defa kronik rapamisin
tedavisinin bu model tizerinde néroprotektif ve nororestoratif etkilerinin incelenmesi
de hedeflenmistir. Olusturulan PH modelinde, siirecin erken evrelerinden itibaren
rapamisin tedavisi ile otofaji indiiksiyonu aracili néron kaybi ve dncesindeki sinaptik
fonksiyonel kayiptan sorumlu oldugu diisiiniilen agregat olusumunun inhibe edilecegi
Ongorilmiistiir. Patoloji olustuktan sonra kronik rapamisin tedavisi ile sinaptik
disfonksiyon ve ndronal kayip siireglerine karsi olasi restoratif/protektif etki ortaya

konmaya galisilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Parkinson Hastalig1 Etiyolojisi ve Patogenezi

Parkinson hastaligi (PH) 60 yas iistii niifusun neredeyse %1 ’ini etkileyen ikinci
en sik goriilen ndrodejeneratif hastaliktir. Genel olarak hastalik 60 yas ve iizerinde
goriilmesine ragmen; geng¢ baslangicli PH, 20-50 yas arasindaki niifusu etkiler ve
toplam hastalarin %5-10 civarini olusturur (1). PH, hem gevresel hem de genetik
faktorlerin etkili oldugu ve yasin en biiytik riski olusturdugu bir hastaliktir (2, 3).

1817°de James Parkinson adinda bir ingiliz doktor “shaking palsy” ad1 altinda
bir rapor yaymlamistir ve PH’nin karakteristik ozellikleri olan dinlenme halinde
tremor, anormal postiir ve yiiriiylis, kas giicii kaybi ve paralizi gibi 6zelliklerinin
yaninda hastaligin zaman igindeki ilerleyisini de tanimlamistir (4). Ancak bundan gok
daha 6nce, geleneksel Hint kayitlarinda M.O. 1000 yilinda ve tarihi Cin kayitlarinda
PH’i anlatan tamimlamalar bulunmustur (5, 6). Jean-Martin Charcot, James
Parkinson’in tanimin1 genisletmistir. Charcot, PH hastalarinin hepsinin gligsiiz
olmamasi ya da tremorunun olmamasi sebebiyle titrek felg, ajite fel¢ gibi terimlerin
yerine “Parkinson hastaligi” terimini kullanmay1 6neren ilk kisidir (6).1912°de ise
Frederic Lewy; hastalardan alinan 6rneklerde, noronlarda agregatlar: tanimlamistir ve
daha sonra bu agregatlara Lewy cisimcikleri ad1 verilmistir (7).

PH’nin 4 temel semptomu vardir. Bunlar; dinlenme halindeki tremor,
hareketlerde yavaslik (bradikinezi), rijidite ve postural refleks kaybidir (8). Nigro-
striatal sistemdeki dopaminerjik néronlarin %80’e varan kaybindan sonra temel motor
semptomlar gdézlenmeye baslar. Motor semptomlara ek olarak; otonomik
disfonksiyon, biligsel/ndrodavranigsal anomali, duyusal ve uyku bozukluklar1 gibi
motor dis1 semptomlar da goriiliir (2). Amigdala ve hipokampiiste ndropatolojik
degisikliklerin hastaligin etiyolojisi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (9). Parkinson
hastalarinda kognitif bozukluklar ve demans ge¢ ya da erken donemde yaygin olarak
goriilmektedir (10).

PH; SN ve onun projeksiyon bdlgesi olan striatumun dejenere olmus
noronlarinda hiicre i¢i Lewy cisimciklerinin olusumuna bagli dopaminerjik néron

kayb1 ile seyreden bir hastaliktir (2). PH, noronal sitoplazmada ubikutinlenmis



proteinlerin birikimi ile isaretlenir ve bu agregatlar Lewy cisimcikleri olarak anilir.
Lewy cisimcikleri biiyiik oranda alfa-siniikleinden (a-sin) olusur ve hastalikta anahtar
rol oynarlar (11). PH, a-sin proteinin yanlis katlanmasina bagli olarak ortaya ¢ikan,
hareketlerin kontroliinde yetersizlige sebep olan ve bu nedenle de hareket bozuklugu
olarak anilan bir hastaliktir (2, 12). A-sin’in hastaliktaki rolii tam olarak bilinmemekte
ancak pek c¢ok caligma, mekanizmayi etkileyerek hastalik patogenezinde etkili
oldugunu gostermektedir (11, 13). Nigrostriatal dopaminerjik néron kaybi ve
posttranslasyonel olarak ubikiitinlenmis, fosforillenmis ve/veya S-nitrosillenmis
fibriller a-sin proteininin beyinde Lewy cisimcikleri olarak birikmesi ile karakterizedir
(11, 14). Baz1 ailesel PH vakalarinda, a-Sin 53 treonin-alanin baglanmasinda mutasyon
gbzlenmistir. Bu mutasyonun en Onemli etkisi, a-sin’in agregat olarak birikerek
filamentleri olusturmasi ve buna bagli olarak da Lewy cisimcikleri olusumu olabilir
(11). Bir galismada, parkinin; a-sin ile iligkili protein synphilin-1 ile baglantili oldugu
ve onun ubikutinlenmesini sagladigi ve boylece a-sin ile ko-lokalize bulunan
ubikutinlenmis synphilin-1’in Lewy cisimcikleri benzeri inkliizyonlar1 olusturdugu
gosterilmistir (15).

A-sin geninde mutasyonun otozomal dominant PH’e neden oldugu belirli
ailelerde gosterilmistir (16). Her ne kadar a-sin mutasyonu ile iligkili PH nadir goziikse
de yabanil tiir a-sin Lewy cisimciklerinin temel bilesenlerinden biridir ve a-sin’in
dagiliminda ve/veya fonksiyonunda meydana gelen bir bozukluk sporadik PH
patogenezinde 6nemli bir rol oynuyor olabilir (11, 17). Ayrica, Parkin mutasyonu olan
hastalarda Lewy cisimcikleri olmadig1 gozlenmistir (15, 18).

Motor semptomlar goriilmeden ve teshis konulmadan once, hastalar pek cok
pre-motor semptom gosterebilir ve bu semptomlar teshisten 10 yil 6ncesine dayaniyor
olabilir (19). Anhedoni, apati, bilissel bozukluklar ve dikkat dagmikligi 2 yillik
premotor donemde siklikla olugsmaktadir (20). Koku, kabizlik, depresyon ve hizli goz
hareketleri gibi motor dis1 semptomlar, yas ve yasam kalitesi arttik¢a oldukga ciddi
problem olusturmaktadir (21, 22).

Bilissel Bozukluklar: Parkinson hastalarinda demans, %40 daha fazla oranda
goriiliir (23). Demans ilerleyicidir ve uzaysal-gorsel yeteneklerde bozukluk, gegmisi
hatirlayamama, L-DOPA ve diger dopaminerjik ilaglara cevapta azalma ile

karakterizedir (24). Kortikal ve subkortikal Lewy cisimciklerinin varlig1 disinda nigral



dopaminerjik ndron hasari ile de iliskilidir. Meynert bazal c¢ekirdeginde kolinerjik
hiicre kayb1 6n plandadir, bu nedenle hastalikta demans tedavisinde kolinerjik ilaglar
temel alinmaktadir (21).

Anksiyete ve Apati: Anksiyete PH’de olduk¢a yaygin goriilen ve panik atak,
fobi, genel anksiyete bozuklugu ve ilag ile indiiklenen motor dalgalanmalar seklinde
kendini gosterebilen bir bozukluktur (21). Ayrica yiiksek doz L-DOPA ya da dopamin
agonistleri ile tedavinin yan etkisi olarak da anksiyete goriilebilmektedir (25).
Parkinson hastalarinda apatinin de yiiksek oranda goriildiigii gézlenmistir (26). PH’de
apati psikolojik ya da adaptif degisikliklerden ziyade fizyolojik degisikliklere bagl
olarak goriilmektedir ve biligsel bozukluklar ile de yakindan iligkilidir (26). Apati,
anhedoni ve yorgunluk gibi negatif semptomlar; vental tegmantal alan (VTA) ile
nukleus akumbens arasindaki dopaminerjik projeksiyonlar néronlarinin hasarindan
kaynakl1 olabilir (27).

Depresyon: Parkinson ile iliskili depresyon, serotoninerjik noronal asirim ile
noradrenerjik ve dopaminerjik mekanizmalardaki hasara bagli olarak godzleniyor
olabilir (28). Depresyon, sucluluk duygusu, kendine saygi kaybi, iiziintii ve vicdan
azabi gibi duygularla karakterizedir ve bir ¢alismada depresyon belirtilerinin PH’nin
gelisiminin Onciisii olabilecegi sdylenmistir (21).

Psikoz ve gorsel haliisinasyonlar: Hastalarin %40’ 1inda gorsel haliisinasyonlar
goriillir fakat cogu zaman hastayr rahatsiz edecek boyutta degildir ancak hastaligin
ilerlemesi ile birlikte deliizyon, paranoyak fikirler, deliryum gibi daha siddetli
semptomlar goriilmeye baslar (29). Gorsel haliisinasyonlar, genellikle PH tedavisinin
yan etkisi olarak kabul edilse de pedinkiilopontin g¢ekirdegin, lokus seruleusun ve
dopaminerjik rafe c¢ekirdeginin hasari da nedenler arasinda olabilir (29). Bu
¢ekirdekler ayn1 zamanda REM uyku davranis bozuklugu (RBD) ile de iliskilidir. Bir
teoriye gore ilag ile indiiklenen psikoz, ilag ile indiiklenen uyku bozuklugu ile birlikte
baglar ve canli rilyalara, haliisinasyonlara ve sonunda da deliryuma sebep olur (30).

Uyku Bozuklugu: Hemen hemen biitiin Parkinson hastalarinin uyku problemi
yasadig1 ve bu sorunun Ozellikle de hastaligin erken donemlerinde ortaya ¢iktigi
gosterilmistir (31). Beyin sapinda ve talamokortikal yolakta uykuyu diizenleyen
merkezlerdeki hasar patolojide 6nemli rol oynamaktadir (21). REM uyku davranis
bozuklugu (RBD) ise bir bagka uyku bozuklugudur ve Parkinson hastalarinin {icte



birinde goriliir (32). Uyku sirasinda konusma, bagirma, el ve ayaklarda siddetli
hareketler, yataktan diisme gibi anormal hareketler gozlenir (21). RBD;
pedinkiilopontin, subcoeruleal ¢ekirdek gibi beyin sap1 ¢ekirdeklerindeki hasara bagl
olabilecegi diistiniilmektedir (33). Bunun yaninda giin igerisinde asir1 uykululuk da
goriilebilen uyku bozukluklarindandir. Gece uykusunun diizensizligi ve bazi
Parkinson ilaglari bu durumun sebebi olabilir (21).

Otonom Sistem Bozukluklari: Ortostatik bas donmesi, kabizlik, mesane
rahatsizliklar, erektil disfonksiyon gibi, hastanin giinliik yasamini etkileyen
rahatsizliklar PH’de siklikla goriilebilmektedir. PH patofizyolojisine etki eden pek ¢cok
bilesen vardir ve otonomik fonksiyonlara aracilik eden dorsal vagal ¢ekirdek, ambigus
cekirdek, rostral ventrolateral medulla, ventromedial medulla ve kaudal rafe ¢ekirdegi
gibi gekirdeklerin hasar1 ya da fonksiyon bozukluklar ile iliskilidir (21). A-sin
mutasyonu ile iligkili genetik PH’nin kardiyak sempatik hasar ile baglantili oldugu
gosterilmistir (34). Kabizlik; PH’de goriilen en yaygin motor dis1 semptomlardan
biridir. PH’de hem santralde hem de kolonda dopaminerjik néron kaybi olsa da;
kabizlik dopaminerjik tedavilere ¢ok iyi yanit vermemektedir. Bu da patolojide non-

dopaminerjik yolaklarin da etkili oldugunu diistindiirmektedir (35).

2.2.Bazal Gangliyonlar

Bazal gangliyonlar; memelilerde 6n beyin ile orta beyin arasinda yer alan ve
ara baglantilar1 olduk¢a zengin olan beyin c¢ekirdekleridir. Bazal gangliyonlar,
ozellikle frontal, prefrontal ve parietal korteks olmak {izere serebral korteksin
hedefidir. Korteks ve bazal gangliyonlar arasinda bir dongii vardir. Korteksten gelen
bilgiler bazal gangliyonlar ve talamusa gider ve buradan tekrar kortekse ozellikle
suplementer motor alana (SMA) doner. Bu dongiiniin islevlerinden biri de istemli
hareketlerin se¢imi ve baslatilmasidir (36, 37). Bazal gangliyonlar gelen bilgileri
yorumlayarak, hedefe ve stratejilere gore aday hareketler icerisinden uygun olam

se¢cmektedir.



2.2.1.Bazal Gangliyonlarmm Anatomisi ve Girdileri

Bazal gangliyonlar; kaudat niikleus, putamen ve globus pallidustan olusur. Bu
yapilara bazal gangliyonlar ile baglantili olan subtalamik ¢ekirdek (STN) ve substantia
nigra (SN) orta beyin bolgesi de eklenebilir (Sekil 2.1).

Bazal gangliyonlarin temel girdi aldigi kaynaklar; serebral korteks ve
talamustur. Bazal gangliyonlara gelen uyarilarin biiyiik kismi; kaudat g¢ekirdek
putamen ve niikleus akumbensten olusan neostriatum’a ulasir. Kaudat ¢ekirdek ve
putamende; duyusal, motor ve kortikal bolgeler ile iligkili girdiler, talamik
intralaminar ¢ekirdek girdileri, substantia nigra pars compacta (SNpc)’dan
dopaminerjik girdiler ve dorsal rafe c¢ekirdeginden serotoninerjik girdiler birlesir.
Limbik korteks ve hipokampiisten yiikselen analog baglantilar, ventral tegmental alan
(VTA)’dan dopaminerjik girdiler; striatal yapinin iiciincii kismi olan niikleus
akiimbenste birlesir.

Neostriatumdan ¢iktilar, bazal gangliyonlarin diger bdlgelerine projekte
olurlar. Ana hedefler; globus pallidus eksterna (GPe), globus pallidus interna (GPi)
ve substantia nigra pars retikiilata (SNpr)’dir. GPi ve SNpr bazal gangliyonlarin

disina projekte olarak ana ¢ikt1 yolaklarini olustururlar.

Talamus

- \ Kaudat

.

"

Sekil 2.1. Bazal gangliyonlarin yapisi ve baglantilar1 (Kaudat: kaudat ¢ekirdek, GPe:
globus pallidus externa, GPi: globus pallidus interna, STN: subtalamik ¢ekirdek, SN:
substantia nigra kisaltmasi olarak kullanilmastir.)




Bazal gangliyonlarin hedef yapilar1 ile biitiin baglantilar1 inhibitordiir ve
etkisini diger dongiilerin iletimini diizenleyerek gosterir. Talamusta; bazal gangliyon
girdileri temel olarak kortiko-talamo-kortiko yolak aktivitesini diizenler.

Kortikal ve Talamik Afferentler: Kotikostriatal ve talamokortikal

projeksiyonlarin her ikisinden de ¢ikan noronlar, yalnizca bazal gangliyonlara projekte
olmazlar. Kortikostriatal uzantilar, korteks, talamus, beyin sap1 ve omurilik gibi pek
cok bolgeye projekte olur. Talamokortikal yolak ndronlar ise kortekse ve striatuma
projekte olur. Korteks ve talamustan ¢ikan noronlar pek cok dallanma gosterir. Bu
nedenle; serebral korteksin kiiglik bir bolgesinden ¢ikan aksonlar bile neostriatumda
genis bir bolgeye yayilabilir (37, 38).

Nigrostriatal Aferentler: SN’den ¢ikan dopaminerjik aksonlarin dagilimi

neostriatumdaki sinaptik plastisite i¢cin gerekli bir diizenleyicidir. Bu aksonlar seyrek
dallanma gosterir. Neostriatumun herhangi bir yerel bdlgesine ulagan dopaminerjik
baglantilar gorece kiigiik bir dopaminerjik noron toplulugundan gelir. Nigrostriatal
noronlardan dopamin saliverilmesinin ana islevlerinden biri de striatal c¢ikti
noronlarinin  girdilerini  diizenleyerek, atesleme diizeninin degistirilmesidir (39).
Nigrostriatal yolagin dopaminerjik néronlari katekolamin sentezinde gerekli olan,
tirozin hidroksilaz (TH) enzimi i¢ceren ndronlardir ve SN’den ¢ikan aksonlarin belirteci
olarak TH boyamasi kullanilir.

Esas neostriatal noronlar, ¢ok sayidaki dendritik dikenden dolay1 dikensi
cikintili  (spiny) noronlar olarak adlandirihir (40). Dikensi ¢ikintili neostriatal
noronlarin aksonlari, bir araya gelerek neostriatumun gri maddesinde delikler acan
kiigiik kablo demetleri olusturur ve striatuma adin1 veren ¢izgili goriintiiyii meydana
getirir.

Neostriatumda ¢ok c¢esitli interndron morfolojisi bulunmaktadir. Bunlar
arasinda en c¢ok 3 grup calisilmistir. 1) Dev kolinerjik internéronlar, 2) Gama
aminobutirik asit (GABA)/Parvalbumin igeren sepet hiicreler ve 3) somatostatin
(SOM)/nitrik oksit sentaz (NOS) igeren interndronlar.

Kolinerjik internéronlar: neostriatumdaki oranlar1 toplam hiicrelerin

%?2’sinden daha az olsa da dokudaki en biiyiik néronlardir. Diger beyin bolgelerine
oranla, asetilkolin (ACh) striatumda olduk¢a yiiksek oranda bulunmaktadir ve striatal

ACh’nin esas kaynagi kolinerjik interndronlardir.



GABA/Parvalbumin igeren internéronlar: ekzojen GABA alimi i¢in oldukca

giiclii bir kapasiteye sahiptirler. GABA igeren noronlar toplam neostriatal ndron
miktariin %3-5’ini olusturmaktadir. Genel olarak genis alanlara yayilmislardir fakat
dendritleri birbirleri ile gap junction olustururlar (41). Neostriatumdaki GABAerjik
interndronlar bir tiir orta boy aspiny interndronlardir. Striatumdaki ve daha uzaktaki
beyin bolgelerinden sinaptik girdilere ulasirlar (42). Bu hiicreler kalsiyum baglanma
proteini olan parvalbumin ile birlikte bulunurlar (41). Yuvarlak, diizgiin somalar1 ve
yogun dendritleri, ¢ok dalli aksonlar1 vardir (37).

Somatostatin/Nitrik oksit sentaz (SOM/NOS) igeren interndronlar: ikinci grup

orta boy aspiny internéronlardir (43). Ayrica, bu internéronlar hem nitrik oksit sentaz
enzim aktivitesi ile hem de striatal néromodiilatér olan SOM ve noropeptit Y ile de
pozitif boyama ile tanimlanir (44, 45). Total néronlarm %1-2’lik kismin1 olustururlar.
Orta boyutlu internéronlardir ve GABA/parvalbumin internéronlarina gore daha az

dallanmis dendritler ve daha uzun aksonal alana sahiptirler (46).
2.2.2. Direkt ve Indirekt Yolaklar

Enkefalin ve P maddesi, sitokimyasal isaretleyici olarak neostriatumda
striozom ve matriks yapilarinin ayrilmasinda kullanilmasi, bazal gangliyonlarda,
direkt ve indirekt efferent yolaklarin kesfine yol agmustir (37). Dikensi ndronlarin
yarisinin yogun ve ayrintili bir sekilde GPe’ye projekte oldugu fakat SN’ye gitmedigi
ortaya ¢ikmistir (47). SN veya GPi bolgelerinde yogun olarak izlenen noronlar ise
GPe’de ¢ok az miktarda bulunmustur (37). Ayrica; enkefalin, GPe’de striatal akson
sonlanmalarinda yogun olarak bulurken; P maddesi GPi’de neostriatal akson
terminallerinde ve SNpr’de yogun olarak bulunur. Aralarindaki farklardan biri
dopamin reseptdr alt tipidir. Neostriatumda genel olarak D1 ve D2 olmak iizere iki
dopamin reseptor alt tipi bulunur. Neostriatumda D1 reseptorii bulunan ve P maddesi
iceren dikensi ¢ikintili projeksiyon noronlar1 (SPN) direkt yolagi olustururken, D2
reseptorleri ise enkefalin igeren indirekt yolak dikensi néronlarinda bulunur (48).

Direkt yolak; GPi veya SNpr gibi stiatal hedeflerin kombinasyonuna projekte
olan dikensi noronlar tarafindan olusturulur. Béylece bazal gangliyon ¢iktilarinin hizlh
bir sekilde ulasmasi saglanir. Motor dongiiniin i¢indeki direkt yolak; korteksin

eksitator baglantilarindan koken alarak putamen noéronlarina gider. Putamendeki
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noronlar, GPi’deki inhibitér néronlarla sinaps yapar ve daha sonra talamusun ventral
lateral ¢cekirdek (VLo) ndronlari ile inhibitor bir baglantiya dontigiir. VLo’dan SMA’ya
talamokortikal baglanti eksitatérdiir ve SMA’daki hareket ile iligskili noronlarda
uyarilmay1 kolaylastirir.

Indirekt yolak ise; korteksin eksitatdr baglantilarindan koken alarak,
striatumun kaudat bolgesine gelir. Buradan inhibitor uyaran, GPe dikensi ndronlarina
projekte olur. GPe’den ¢ikan inhibitdr uyaranlar, STN’e gelir. Inhibisyondan kurtulan
STN, GPi/SNpr’ye eksitator uyar1 gonderir. Uyarilan GPi/SNpr ise talamusa inhibitor
uyarilar géndererek istenmeyen hareketler baskilanir.

Hiperdirekt yol olarak adlandirilan; korteksin frontal bolgesinden subtalamik
¢ekirdek ve oradan da pallidal gekirdeklere hizli girdi ulastiran bir yolak (Sekil 2.2)
daha vardir (49). Bu yol; SNpr ve GPi’deki ¢ikt1 ndronlart araciligiyla talamokortikal
yolag1 inhibe eder (50).

Direkt yolagin uyarilmasi, SNpr/GPi noéronlarinin segici olarak inhibisyonu
sonucu hareketin baglamasi olarak ortaya ¢ikar. Indirekt yolak aracili etki ise motor
hareketlerin baskilanmadir ve SNpr/GPi ndronlarinin uyarilmasi sonucu ortaya ¢ikar.
Temel bazal gangliyonlarin ¢ikt1 (output) néronlari; motor ¢ikti tizerine striatal direkt
ve indirekt yolaklar araciligiyla acgilip, kapanabilen inhibitor kapt gérevi goriir (51).
Direkt yolak, SNpr gibi GABAerjik bazal gangliyonlarin ¢ikti ¢ekirdeklerini
atesleyerek, talamokortikal ve beyin sap1 dongiisii lizerinde disinhibisyon yaparak
hareketi artirirken, indirekt yolak subtalamik c¢ekirdek aracili uyarilma ile GPi/SNpr

ateslemesini artirir ve hareketi baskilar (52).
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Sekil 2.2. Bazal gangliyon dongiisii (Glu: glutamat, DA: dopamin, GABA: Gama
aminobutirik asit, Kaudat: kaudat ¢ekirdek, GPe: globus pallidus externa, GPi: globus
pallidus interna, STN: subtalamik ¢ekirdek, SNpr: substantia nigra pars reticulata,
SNpc: substantia nigra pars compacta kisaltmasi olarak kullanilmistir.)

2.2.3. Bazal Gangliyonlar ile iliskili Hareket Bozukluklari

Bazal gangliyonlarin motor hareketleri saglayan temel dongiisii; direkt ya da
indirekt yolaga gelen uyarilarin artmasi ya da azalmasi ile hareketlerde artis ya da
kisitliliga neden olmaktadir. Hareketlerde anomaliye neden olan bazal gangliyonlar
bozukluklarina, hareket bozukluklar1 denir. En sik goriilen bazal gangliyon
bozukluklarindan biri; hiperkinetik hareket bozukluklaridir ve kontrol edilemeyen,
hizl1 ve asir1 motor hareketler ile karakterizedir. Tremor, hiperkinetik hareketlerin en
yaygin goriilenidir ve bir digeri de Yunanca dans anlamina gelen bir kelimeden
tiiretilen Kore’dir. Tremor; ellerde, bas, ses veya viicudun diger bolgelerinde kontrol

edilemeyen titremelerdir. Kore ise, kafa, boyun, yiiz ve bacaklarda hizli hareketler
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seklinde goriilir ve normal hareketlerin arasina girer. Koreye siklikla yavas,
burkulma-kivrilma seklinde goriilen atetoz eslik eder.

Bazal gangliyon bozukluklarinda sik goriilen bir diger durum ise hipokinetik
bozukluklardir. Akinezi, bradikinezi ve rijidite en sik goriilen o6zelliklerdir.
Parkinsonizm, hareketlerde yavaslama, artmis kas tonusu, tremor ve spontan
hareketlerde azlik ile karakterize, hipokinetik bozukluklarin en bilinenidir. Parkinson
hastalarinin harekete baslamada zorluk c¢ektigi gozlenmistir. Bu durum, bazal
gangliyonlarin, her bir motor eylemi siraya dizerek, diizgiin bir seri hareket olusmasini
saglamada ve 6grenilmis motor hareketlerin otomatik gerceklestirilmesinde rol aldigi

hipotezini ortaya ¢ikarmistir (53).

2.3. Hipokampiis: Anatomi ve Fizyolojisi

Hipokampiis, beyinde en ¢ok ¢alismis yapilardan birisidir. 1957°de epilepsi
tedavisi sirasinda hipokampiis ve yakinindaki temporal lobun cerrahi olarak
c¢ikarilmasi sonucunda yeni, deklaratif hafiza kaybi1 yasayan bir hasta ile birlikte
hipokampiise olan ilgi artmigtir (54). Hastanin, ameliyattan 6nceki hafizasin1 koruyo
olmasina ragmen daha fazla yeni hatira tiretemedigi, non-deklaratif hafizasinin normal
iken deklaratif hafizasinin  bozulmus oldugu gozlenmistir (54). Boylece;
hipokampiisiin bilgilerin kisa donem bellekten, uzun donem bellege aktarilmasinda rol
oynadig1 ve hafizanin hiicresel temelinin uzun dénem potansiyasyon (LTP) ile iligkili
oldugu bulunmustur (54, 55). Hipokampiiste, konum (place) hiicreleri, kafa yon (head
direction) hiicreleri ve 1zgara (grid) hiicrelerinin kesfi ile birlikte de hipokampiisiin bir
deneyime ait pek cok duyusal ve biligsel parcayi birlestirip, zaman-uzaysal ¢ergeveyi

cizerek hafiza olusumunda rol aldig1 anlasilmistir (55-57).

2.3.1. Hipokampiisiin Anatomik Baglantilar:

Hipokampiis, mediyal temporal bolgenin (MTL) i¢ine uzanmis bir yapidir.
Sekil olarak denizatina (genus hippocampus) benzedigi igin hipokampiis adini
almistir. Hipokampiis; neokorteksin hemen altinda uzanan genis bir bolgedir ve dentat
girus (DG) ve cornu ammonis (CA) yapilarindan meydana gelir. CA bolgesi de

histolojik olarak CAl, CA2 ve CA3 olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Hipokampal
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anatomik baglantilar ii¢lii sinaptik halka olarak adlandirilir (55). Entorinal korteks,
hipokampiisiin en 6nemli kortikal girdi kaynagidir. Entorinal korteksin en yogun
projekte oldugu bolge DG’dir. Noronlar, DG’de ilk sinaps1 yapildiktan sonra, DG’den
mossy fiber yolagi araciligiyla CA3 bolgesine projekte olurlar. CA3 bolgesinden de
Schaffer yolagi aracili CA2 ve CA1 bolgesine projekte olurlar. CA1 bolgesinden ise
tekrar entorinal kortekse projekte olarak halkayr tamamlarlar. Bu tgli sinaptik
dongiide (Sekil 2.2.) CA3 aksonlari, CA1 bolgesine projeksiyona ek olarak, CA3
bolgesindeki diger néronlara da yan dallar gonderirler (55). Tekrar eden yan yolaklarin
bulunmasi CA3 bdlgesinin otoasosiyatif hafiza sistemi olabilecegine dair teorilerin
tiretilmesine neden olmustur (58). Son ¢alismalarda; CA2 bolgesinin hipokampal
dongiide rol aldig1 ve deklaratif 6grenme gibi siireglerde gerekli oldugu ayrica, CA2
bolgesinde yogun olarak bulunan RGS-14 geninin hafizayr baskiladigi bulunmustur
(59, 60).

Hipokampiis, kortikal girdilerini temel olarak mediyal entorinal korteks (MEC)
ve lateral entorinal korteks (LEC) olmak {iizere iki bdlgeden olusan entorinal
korteksten alir (Sekil 2.2). MEC, entorinal kroteksin en kaudal kismidir ve uzaysal
hafiza ile iliskilidir. LEC ise, nesneleri tanima gibi bolgeler ile iliskilidir (61, 62). Her
iki bolgede prefrontal korteksten ve olfaktor korteksten girdi alirlar ve hem
birbirlerine, hem de DG ve CA3 bélgelerine projeksiyon gonderirler. Boylece DG ve
CA3 bu bolgelerden gelen bilgileri birlestirir.
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Sekil 2.3. Hipokampiisiin sinaptik organizasyonu (LEC: lateral entorinal korteks,
MEC: medial entorinal korteks, DG: dentat girus, CA: cornu ammonis kisaltmasi
olarak kullanilmistir).

Hipokampiisiin i¢inde olusan sinaptik remodelling ve LTP gibi yapisal ve
fonksiyonel degisiklikler uzun dénem hafiza silirecinde anahtar rol almaktadir.
Yetiskinlerde hipokampiis néronlariin de novo sentez iiriinleri, hafiza ve plastisitede
onemli yer tutmaktadir ve hafiza siirecinin devamlilig: i¢in de gerekli etkenlerden
biridir (63). Bilginin esnekge kullanilmasi igin gerekli olan pek ¢ok gevresel ipuglart,

zaman-uzaysal iligkinin kurulmasi sirasinda hipokampiiste bir araya getirilir (63).

2.3.2. Hipokampiisiin Fizyolojik Fonksiyonu

Hafizanin olusturulmasinda ii¢ ana asama vardir. Baslangi¢c asamasinda
potansiyel hafizanin izleri bilgi olarak kodlanir ve iginde bulunulan ¢evre ile beyinde
olusturulan ¢evre bilgileri bir araya getirilir ve ikinci agsamada kodlanan bilgiler
konsolidasyon siireci ile kalict hale getirilerek saklanir. Hafiza siirecinin son agamast;
kodlanan ve saklanan hafizadaki bilgilere ulasabilme siirecini kapsar ve geri ¢gagirma
ya da yeniden toplama olarak adlandirilir. Geri ¢agirma islemi, bir aktivite veya bir
islem siirecinde, c¢evresel ipuglarina cevap olarak meydana gelir; yeni beceriler

edinmede ya da daha onceki bilgileri diizeltmede yardimci bir iglemdir.
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Bellek; kisa donem ve uzun donem olmak iizere ikiye ayrilir. Kisa donem
bellek belirli bir kapasiteye sahiptir ve birkag saniye ile dakikalar arasinda degisir.
Uzun donem bellek ise sinirsiz kabul edilir ve deklaratif (eksplisit), non-deklaratif
(implisit) olmak {izere ikiye ayrilir (64). Deklaratif bellek; mekan, esya ve insan ile
bunlarin ne anlama geldigini kapsayan “ne biliyorum?”’ sorusuna cevap veren yapidir.
Non-deklaratif bellek ise; motor yetenek ve aligkanliklari igeren “nasil?” sorusuna
cevap verir. Deklaratif bellek ikiye ayrilir: anisal “epizodik™ bellek yasanmis ve
uzaysal baglami (context) hatirlamaya bagh kisisel deneyimleri icerirken, anlamsal
“semantik” bellek kisinin deneyimlerinden bagimsiz 6grendigi genel bilgi, kavram ve
olgulart igerir (65).

Hipokampiiste bazi ndronlarin, belirli bir test platformunda, belirli bir yone
doniik olarak birakilan siganda, direkt olarak ve maksimum cevap verdigi gézlenmis
ve yapilan deney sonucunda bu nodronlarin; biligsel, uzaysal veya cevresel harita
sagladig1 teorisi gelistirilmistir (61, 66). Biligselligin néronal temeli, 6nce konum
hiicrelerinin kesfi ile daha sonra da 1zgara hiicrelerinin bulunmas: ile anlasilmaya
baglanmistir (57, 61). Beyinin iginde konumumuzu ve yoniimiizii belirleyen bir “igsel
GPS (kiiresel konumlama sistemi)” oldugu gosterilmis ve bu sayede kendimizi uzaysal
olarak nasil konumlandirdigimiz anlagilmaya baslanmistir (67).

Icsel GPS ile deklaratif hafiza fonksiyonu arasindaki iliski iizerine ¢alismalar
yapilmustir. Hipokampiisiin néronal hafiza sisteminin merkezi oldugu, organizmanin
deneyimlerinin yer aldig1 ve birbiri ile iliskili nesne ve olaylara uzaysal bir ¢erceve
sagladig1 teorisi gelistirilmistir (68). Ayrica; hipokampiisiin i¢inde lokal ve takson
olmak tizere iki sistem oldugu; lokal sistemin biligsel haritay1 yarattig1 ve bulundugu
yeri degerlendirme, gelistirme imkan1 saglayan esnek, hizlica degisebilen ve belirli
baglama 6zel bir sistem oldugu, takson sisteminin ise striatum, neokorteks gibi
aligkanliklarla iligkili 6grendikge artan, esnek olmayan, streotipik ve farkli baglamlara
adapte olamayan bir sistem olduguna dair biligsel harita teorisi gelistirilmistir (68).

Hipokampiis ile MEC arasi baglantilar, bulunulan konumun algilamas: ile
iliskilidir. igerdigi 1zgara hiicreleri, kafa yon hiicreleri, hiz hiicreleri, teta hiicreleri ve
siir (border) hiicreleri, uzay ve hareket iligkili sinyaller tasir (69, 70). MEC, igerdigi
konum hiicreleri ile birlikte yol birlestirme de rol alan yapilardan biridir (71). MEC,
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cevresel ipuclarindan bagimsiz olarak, i¢csel konum haritalariyla, bilissel olarak
kendini dis diinyaya adapte edebilir (61).

LEC; MEC’ten farkli olarak, uzaysal hafizanin temel bilesenlerinden biridir.
LEC, 1zgara (grid) hiicreleri, kafa yon (head direction) ya da gii¢lii teta hiicreleri
icermez. LEC’in fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Ancak, bir nesneyi
incelerken, MEC’e gore daha ¢ok atesleme yaptig1 gozlenmistir. LEC, genel olarak
“bu nedir?” sorusunun cevabini igeren duyusal siire¢, dis diinyadaki nesnelere ait
bilginin kodlanmasi ve bulunulan ¢evreye ait uzaysal bilgiler ile iliskili iken (61);
MEQC, yolak birlestirmenin sayisal dongiisii ile iliskili olarak kabul edilir.

MEC ile LEC’den gelen bilgiler birlestirilerek konum hiicreleri ile birlikte
hafizanin olusturulmasinda rol oynarlar. Farkli ¢evrelerde farkl alt tipteki konum
hiicrelerinin aktif oldugu yeniden haritalandirma olgusu ve igerige bagli (content)
ogrenme hipokampal plastisitenin altinda yatan potansiyel mekanizma olabilir (61).
Bir c¢evredeki aktif konum hiicreleri, belirli bir baglam igerisinde olusan,
deneyimlenen olay ve nesneleri organize edebilir. Ayrica; farkli alt tipteki konum
hiicreleri, farkli baglamda ¢akisma potansiyeli olan nesne ve olaylar1 birbirinden
ayirabilir. Boylece, bellekte daha Once yer alan izlerin birbirinden ayrilmasini
saglayarak, geri cagirma islemi sirasindaki boliinmeleri azaltir (61). Izgara hiicreleri
ise, konum hiicreleri gibi yeniden haritalandirilmamaktadir. Daha ziyade ayni uzaysal
atesleme Ornegini korumaktadirlar. Bu farklilik konum hiicreleri ile 1zgara hiicreleri

arasindaki en 6nemli fonksiyonel farktir (61, 72).

2.4. Parkinson Hastahgmmin Patofizyolojisi

PH; rijidite, tremor ve postural refleks kaybini da igeren bradikinetik bir
sendromdur. SNpc’da néromelanin iceren dopaminerjik ndron kaybi1 PH’ nin pek ¢ok
motor semptomlarinin temel nedeni olarak kabul edilmektedir. Bunun disinda, daha
az oranda, ¢ogunlugu katekolaminerjik olmak iizere diger noronlar ve sitoplazmik
Lewy cisimcigi bulunan ndronlarda, hastaligin motor semptomlarinin olugmasinda
etken olmaktadir (73). Her ne kadar ailesel genetik gegisli PH nadir goriiliir ve
olgularin biiyiik bir cogunlugunun etiyolojisi bilinmemektedir.

PH hastalarinda hem santral sinir sistemi (SSS) hem de periferik sinir sistemi

(PSS)’nin etkilendigi goriillmektedir. PSS; otonomik (sempatik, parasempatik, enterik)
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ve somatik (duyu ve motor) olmak iizere 2 gruba ayrilir. PH’de duyu ve motor
noronlarda Lewy patolojisi ya da noérodejenerasyon goriilmezken, otonomik sinir
sistemi (OSS) noronlarinda Lewy patolojisi ve fonksiyon bozuklugu meydana geldigi
gosterilmistir (73, 74). PH’de, Lewy cisimciklerinin N. Vagus’un dorsal motor
cekirdeklerinin  (DMV) pregangliyonik parasempatik noronlarinda bulundugu
gosterilmistir (75). Bunun yaninda, Lewy patolojisi ve dopaminerjik noron kaybi,
enterik sinir sistemi (ESS)’de de gosterilmistir. PH nin erken donem motor disi
bulgularindan olan gastrik hareketin azalmasi ve kabizliktan bu patolojinin sorumlu
olabilecegi disiiniilmektedir (76, 77). PH, erken ve orta-dénem patolojik belirtileri ve
noronal kayip esas olarak beyin sapinda goriilmektedir (76). PH’nin ilerleyen
donemlerinde ise Lewy patolojisi lateral hipokampiis ve talamusun intralaminar
¢ekirdeginde, serebral kortekse ve amigdalaya yayildig: goriiliir (78)

SNpc, lokus sereleus, rafe c¢ekirdegi, enterik dopaminerjik noronlar ve
sempatik postgangliyonik ndéronlarin herbiri monoamin norotransmitterleri sentezler
ve artan sitozolik monoaminler ndronlara toksik etki gdsterir bu da belirli ndronlarin
Olimiiniin altinda yatan sebep olabilir (76). SNpc ve lokus sereleus noronlart
noromelanin igerir ve PH’de yiiksek oranda bu noronlarin kayb1 goriiliir. Ancak, bu
hipoteze kars1 one siirlilen iki tartisma vardir. Birincisi; var olan patoloji ve kaybolan
noronlarin monoaminleri kullanmadigina dairdir ki bu duruma O6rnek; DMV,
pedinkiilopontin ¢ekirdek, Meynert bazal c¢ekirdegi ve ESS yapilar1 gosterilebilir.
Ikincisi ise dopaminin veya noradrenalinin hastaligin ilerlemesinde toksik etkili olmasi
beklenirken, dopamin prekiirsorii olan L-DOPA kullaniminin; hastaligin ilerleyisini
artirmadigina dair var olan goézlemlerdir (73).

SNpc, lokus sereleus, rafe cekirdegi, pedinkiilopontin ¢ekirdek, DMV ve
Meynert bazal ¢ekirdek ndron aksonlart ya ince bir miyelin tabakasi igerir ya da
miyelinsizdir ve aksonlardaki pek ¢ok noktadan norotransmitter saliverilmesi
gerceklestirirler. Norotransmitter saliverilen terminallerde her ne kadar artmis
mitokondriyel oksidatif stres gozlenmese de; yogun sinir ucu sonlanmalarinin
bulunmasi, hiicre govdesine metabolik ve proteostatik ylik olusturmaktadir.
Proteostatik yilik, sinaptik asirimi artirarak mitokondride yanlis katlanmalarin

artmasma katki saglayabilir. Bu durum presinaptik vezikiiler ekzositozun
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diizenleyicisi olan a-sin’in yanlis katlanmasinda rol oynayan mekanizmalardan biri
olabilir (79).

Sinaptik asirima ve aktiviteye bagli artan metabolik yiik, mitokondriyel
solunum depolarini tiiketir. Siirekli mitokondriyel oksidatif stres, mitokondriyel DNA
mutasyonlarinin birikimine ve mitokondriyel kompleks I fonksiyonunda bozulmaya
neden olur. Kompleks I’de var olan bozukluga bagli oksidatif fosforilasyonun
yetersizligi, néronlarin duyarliligini ve eksitotoksiteyi artirir (80). Mitokondriyel
bozukluk PH’de olduk¢a yaygin goriilmektedir (81). PH patogenezinde,
eksitotoksisite ortaya atilan ilk teorilerden biridir (76).

Noronlar, diger hiicre tiplerinden farkli 6zelliklere sahiptirler. Noronlar i¢in en
ayirt edici 6zellik uyarilabilir olmalaridir. Noronlar gelen elektriksel uyariy: alirlar ve
kimyasal uyarilara ¢evirerek diger ndronlara iletirler. Bu siiregteki her bir islem enerji
harcanarak gerceklestirilir. Noronlarin fizyolojik fenotipleri genis bir aralikta degisir.
Bazi noronlar siirekli sessiz durumdayken, bazi néronlar ise “chatter box” olarak
adlandirilan siirekli atesleme durumundadirlar (76). SNpc, lokus sereleus, rafe
cekirdegi, pedinkiilopontin ¢ekirdek, DMV ve Meynert bazal cekirdek ndronlari
stirekli atesleme durumundadirlar (76). Noronlarin siirekli uyarilabilme ozelligi,
hiicreler i¢in yeni bir stres kaynagi olusturmaktadir. Atesleme sirasinda gerekli olan
en 6nemli iyonlardan biri kalsiyumdur. Kalsiyum aktif transport ile taginir ve oldukga
fazla enerji tiiketir. Hiicre membrani depolarize oldugu zaman, voltaj-bagimli N-metil-
D-aspartat (NMDA) reseptorii, magnezyum blogundan kurtulur ve reseptdriin devamli
uyarilmasina izin verir. Eksitator sinaptik iletim sirasinda ndronlarin NMDA
reseptorleri magnezyum blogundan kurtulmus durumdadirlar ve sodyum ile kalsiyum
girisine izin veren gorece depolarize membran potansiyeline sahiptirler. NMDA
reseptOr aktivasyonun ardindan mitokondride kalsiyum birikmesi ve mitokondriyel
depolarizasyon eksitotoksik hiicre oliimiiniin 6nemli bir bilesenidir. Hiicre i¢i
kalsiyum artis1 NOS aktivasyonuna neden olur ve NO ile siiperoksit iiretimini artirir
(82). Sonugta peroksinitrit miktar1 artar. Peroksinitrit, proteinleri, lipidlerin ve
DNA’nin oksidasyonuna neden olur ve tirozin nitrasyonuna aracilik eder (83). Tirozin
nitrasyonu pek ¢ok enzimin aktivitesinin bozulmasina neden olabilir ve pek ¢ok
biiyiime faktorii tarafindan kullanilan tirozin kinazi da inaktive edebilir (80). Bunun

disinda; glikoliz veya oksidatif fosforilasyonun inhibisyonu ile indiiklenen kismi
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noronal depolarizasyon NMDA reseptoriiniin aktivasyonuna ve ekstraseliiler glutamat
artigina sebep olmaksizin hiicre 6liimiine neden olur (80, 84).

Lizozom ve otofajik vakuollerin diizenlenmesi kalsiyum sinyaline bagimlidir
ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) otofajik yikim igin potansiyel hedeftirler. Otofajik
vakuoller, hiicre i¢i bilesenleri lizozoma tasiyarak, yikim mekanizmalarinda anahtar
rol oynarlar. PH ile iliskili pek ¢ok gen, lizozomal fonksiyonu da etkiler (85).
Lizozomal aktiviteyi artiran proteostatik yiik, ndronlarda bazal oksidatif stresi
artirarak, dejenerasyonun ilerlemesine neden olabilir (76).

PH patogenezinin mekanizmasina dair bir diger hipotez ise prion hipotezidir
(86). Prion hipotezi; alict néronlarin etrafina transfer edilmis bir dondriin yayilma
yoluyla donér noérondan, alici ndrona transferi olarak tanimlanabilir (87). PH
hastasinin beynine saglikli bir néronal greft nakilinin ardindan Lewy patolojisinin
saglikli dokuda da gbzlenmesi ve agregatlarin nakil dokusuna ge¢gmesi prion benzeri
bir mekanizmayi ¢agristirmaktadir (88). Fareye enjekte edilen insan a-sin’in ndronlar
arasinda gecis yaptigl ve striatuma nakil edilmis naive greft néronlarinda insan a-sin
bulundugu gézlenmistir (86).

A-sin’in ekstraseliiler araliktan alim mekanizmasina endositozun da dahil
olduguna dair oneriler de mevcuttur (89-91). Ekstraseliiler aralikta bulunan a-sin
fibrilleri néronlarca alinir ve bu fibriller Lewy patolojisinin temelini olusturur. Bu
fibrillerin baz1 alt tipleri daha sonra saliverilir ve patoloji yayilir. Boylece, a-sin fibrili
prion benzeri yayilim gosterir. Bu hipotezi destekleyen sonuglar; PH’li hastalarin
beyinlerine dopaminerjik noronal greft ya da transplant1 yapildiginda bu dokularda da
Lewy patolojsinin goriilmesi ve a-sin fibrillerinin seeding yontemi ile Lewy benzeri

patoloji olusturarak yayilmasidir (90, 92).

2.5. Parkinson Hastalig1 Hayvan Modelleri

PH’nin altinda yatan mekanizma heniiz tam olarak bilinmemektedir. Nadir
goriilen genetik PH patolojisinin daha detayli arastirilabilmesi, idiopatik PH
etiyolojisinin anlasilabilmesi, tedavi mekanizmalarinin daha detayli incelenebilmesi
ve gelistirilebilmesi, semptomlarin azaltilmasi ya da yok edilmesi i¢in yeni tedavi

yaklasimlarinin test edilebilmesi ve hastaligin ilerleyisinin yavaslatilabilmesi ya da
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durdurulabilmesi i¢in PH hayvan modellerinin varligi olduk¢a dnemlidir. Hayvan
modelleri genel olarak norotoksin/farmakolojik hayvan modelleri ve genetik hayvan

modelleri olmak tizere iki gruba ayrilabilir (Tablo 2.1)

Tablo 2.1. PH’nin toksin ve genetik hayvan modelleri

6-OHDA Kompleks 1 i.c. +++ +/- -
inhibisyonu enjeksiyon

MPTP Kompleks 1 Sistemaitik ++ + -
inhibisyonu enjeksiyon

Parakuat Kompleks 1 Sistemaitik ++ + +

inhibisyonu, ROS  enjeksiyon

Rotenon Kompleks 1 Sistemaitik ++ + +

inhibisyonu, ROS  veyai.c.
enjeksiyon

Maneb Glutamat ve DA Sistematik + + S
alim yetersizligi enjeksiyon

A-sin LC benzeri Asiri ifade + + ++
agregat

Parkin Ubikutin E3 ligaz  Knock-out +/- +/- +/-
aktivite

PiNK1 Mitokondriyal Knock-out +/- +/- +/-
yetersizlik

LRRK2 Ezmatik aktivite Knock-out +/- +/- +/-

6-OHDA: 6-hidroksidopamin, i.c. intracerebral, MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin;
ROS: serbest oksijen radikalleri, a-sin: alfa-sinliklein, LC: Lewy cisimcikleri, PINK: PTEN ile
induklenmis kinaz, LRRK: Losin zengin tekrarlayan kinaz kisaltma olrak kullaniimigtir.

2.5.1. Norotoksin/Farmakolojik Parkinson Hayvan Modelleri

6-OHDA  (6-hidroksidopamin): 6-OHDA  katekolaminlerin  yapisal
analogudur ve 1960’lardan beri 6zellikle de siganlarda en sik kullanilan PH modelidir
ve kan beyin engelini gecemedigi icin stereotaksik olarak SNpc, orta 6n beyin demeti
(medial forebrain bundle; MFB) ya da striatuma enjeksiyon yapmak gerekmektedir.
6-OHDA; dopamin ve noradrenalin membran tastyicisi araciligiyla katekolaminerjik
noronlarin i¢inde birikir ve daha sonrasinda mitokondriyal kompleks I inhibisyonu
yapar (93). 6-OHDA, SNpc ya da MFB’a unilateral enjeksiyon yapildigi zaman hem
cok yogun hem de ¢ok hizli dopaminerjik néron hasar1 yapar. Bdylece unilateral motor
bozuklukluga neden olur ve bu bozukluk davranigsal olarak farmakolojik ajanlarla
(amfetamin, apomorfin vs) test edilebilir (94). 6-OHDA’nin bilateral enjeksiyonu ile

anksiyete, depresyon ve gorme bozuklugu gibi motor-dis1 semptomlarda
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goriilebilmekte ve degerlendirilebilmektedir (95). 6-OHDA enjeksiyonuna bagli kismi
ya da yogun striatal dopaminerjik hasara bagli kortikostriatal sinaptik plastisitenin
degistigi ve bazal gangliyonlarda glutamaterjik asirimin arttigi goézlenmistir (95).
MFB’a 6-OHDA enjeksiyonunun noradrenalin, serotonin ve dopaminerjik noéron
kaybina neden olarak anksiyete ve depresyon benzeri davranis ile anhedoniyi oldukca
artirdigr gozlenmistir (96). Ancak, 6-OHDA modelinin ¢esitli kisithiliklar1 da
bulunmaktadir. Lewy cisimleri olusumu goézlenmez ve bir anda néron éliimiine neden
olarak hastaligin ilerleyici nitelikteki dogal seyrini taklit etmez (95).

MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin): MPTP’nin toksik etkisi ilk
olarak 1980’lerde kesfedilmistir. MPTP ile kontamine olmus sentetik eroini kullanan
bir grup bagimlida aniden Parkinson benzeri semptomlarin goriilmesi {izerine
kesfedilmistir (97). MPTP sistemik uygulandiginda da lipofilik 6zelligi sayesinde kan
beyin bariyerini gegerek, mitokondriyal kompleks I inhibisyonu yapar. MPTP’ nin
kendisi toksik olmamasma ragmen metabolizma friinleri; 1-metil-4-fenil-2,3-
dihidropiridiniyum (MPDP+) ve ozellikle de 1-metil-4-fenilpiridiniyum (MPP®)
oldukga toksiktir. MPP*’i dopamin tagiyicisi (DAT), dopaminerjik ndronlara tagiyarak
sitoplazma i¢inde, vezikiiler monoamin tasiyicisi (VMAT) ise sinaptik vezikiillere
tagtyarak vezikiillerde birikmesine neden olur. MPP* daha sonra mitokondriyal
membran potansiyeli araciligiyla organelin igine girerek kompleks I inhibisyonuna
neden olur (98). MPTP toksisitesi; mitokondriyal hasar ve buna bagli down-stream
yolagi etkileyerek apoptotik diizenleyici Bax ve Jun-N-terminal (JNK) kinaz up-
regiilasyonunu, sitokrom c¢ saliverilmesini, kaspaz 3 ve 9 aktivasyonunu kapsayan
apoptotik norodejeneratif siireci igerir. Ayn1 zamanda N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptOrii aracili eksitotoksisite ve noroinflamasyonu da igeren bir siiregtir (99).
MPTP, PH’nin hemen hemen biitiin semptomlarini maymunlarda ve farelerde oldukca
gercege yakin taklit edebilmektedir ki bu durum, MPTP modelinin avantajlarini
olusturmaktadir. Ancak, ayn1 etkiler siganlarda goriilmemistir. Bu durum siganlarin bu
toksine daha direngli oldugunu gostermektedir (100).

Rotenon: Rotenoid noérotoksin ailesine ait herbisit, pestisit ve pisisittir.
Pachyrhizus erosus gibi bazi tropik bitki tiirlerinde dogal olarak bulunabilir. Lipifilik
Ozellikte oldugu i¢in kan beyin engelini asabilir ve noronlarin igine girdikten sonra

mitokondriyal kompleks I'i bloke eder, ROS artisina sebep olur, proteazom
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aktivitesini inhibe eder, dopamin ve glutatyon seviyelerini azaltarak oksidatif hasara
neden olur (95). Rotenon modeli, SNpc dopaminerjik néron kaybi, nigrostriatal
dopaminerjik hasar, davranigsal degisiklikler, inflamasyon, a-sin ve ubikutin i¢eren
Lewy cisimcikleri benzeri inkliizyon, oksidatif stres ve mide-barsak sistemi
rahatsizliklart gibi PH’de goriilen semptomlarin hemen hemen hepsini taklit edebilir
(101). Ancak rotenon, deney hayvanlarinda yiiksek oranda 6liime sebep olmaktadir.
Sonuglarin tekrar edilmesi olduk¢a zordur ve dopaminerjik hasarin boyutu deneyler
arasinda degiskenlik gostermektedir (95).

Parakuat: MPP*’nin yapisal analogu olan 1,1-dimetil-4,4’-bipiridiniyum
diklorit igeren bir pestisit ve herbisittir. Kan beyin engelini gecerek hiicre igine girer
ve mitokondri kompleks 1 inhibisyonu yapar. Ayrica, yliksek doz parakuat,
dopaminerjik noronlarda DAT araciliyla birikir (102). Parakuatin indirgenmis hali O
ile reaksiyona girerek ROS tiirlerini olusturur ve glutatyonun geri doniigiimiinii bozar
bdylece noronal hasar ve 6liime neden olan oksidatif stresi baglatir (95). Ayrica; JNK,
c-Jun gibi enzimlerin fosforilasyonu, kaspaz 3 aktivasyonu ile apoptoza neden olur
(99). Kronik, sistemik parakuat uygulanmasi, SNpc’de yavas ilerleyen hasara neden
olarak, PH’nin erken, presemptomatik, ddonem dopaminerjik asirim hasarini taklit eder
(103).

Maneb: Mn-etilen-1,2-bisditiyokarbamat i¢eren bir fungisittir. Lipofilik yapisi
sayesinde kan beyin engelini gegerek glutamat tasiyicisini inhibe eder ve dopamin
alimimi ve saliverilmesini bozar (104). Kronik, sistemik Maneb uygulanmasi, SNpc
noron hasarina ve striatal dopaminerjik deafferentasyona neden olurken, dopamin
saliverilmesi gorece korunur (95, 105).

Parakuat ya da Maneb ile olusturulan PH modelinin bir avantaj1 a-sin igeren
Lewy cisimcikleri benzeri inkliizyonlara sebep olmalaridir. Ancak, bu modellerin
tekrar edilebilirligi diisiiktiir ve dopaminerjik hiicre 6liim, striatal dopaminerjik kayip
ve davranis konusunda ¢eliskili sonug¢lar bulunmaktadir (106).

PH modeli olusturmak igin kullanilan toksin modelleri disinda bir de
farmakolojik ajan modelleri vardir.

Haloperidol: Haloperidol, indirekt ve direkt yolaklari olusturan orta boy
dikensi ¢ikintili néronlardaki dopamin D2 ve daha az oranda da D1 reseptoriinii

antagonize ederek etki gosterir. Haloperidol enjeksiyonundan kisa bir siire sonra
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striatal dopamin asiriminin blokajina bagli, bazal gangliyonlarin dongiisii icinde down-
stream ateslemede anormali meydana gelir ve kaslarda rijidite ve katalepsi gibi
semptomlarin goériilmesi ile sonuglanir. Haloperidol modeli, mGlu4, mGlu7
agonistleri, adenozin Axa/A: antagonistleri gibi yeni non-dopaminerjik ajanlarin
potansiyel semptomatik etkisini degerlendirmek icin iyi bir model olsa da,
haloperidoliin etkisinin gecici ve zayif olmasi, uzun siireli kullanilamamasi, PH ile
iliskili karakteristik patolojiyi olusturamamasi modelin kisithiliklaridir (107).
Rezerpin: Vezikiiler monoamin transporter 2 (VMAT2)’ nin irreversible
inhibitoriidiir. Dopaminin vezikiiler aliminin inhibe edilmesi, norotoksik dopamin
oksidasyon iiriinlerinin birikimi ile sonuglanir. Monoamin oksidaz aracili dopaminin
enzimatik yikim triinleri reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasina neden olur ve
artan ROS miktar1 oksidatif hasar meydana getirir (108). Rezerpinin motor aktivite
icin gerekli olan monoaminlerden dopamin miktarinda azalmaya neden olmasi, PH
icin uygun bir farmakolojik hayvan modeli olusturmaktadir.
0,1 mg/kg gibi diisiik dozlarda tekrar eden rezerpin uygulanmasi, sinir terminallerinde
hiicre i¢i vezikiiler monoamin depolanmasini engelleyerek; lokomotor aktivitede
azalma, rijidite gibi motor bulgularin goriilmesine neden olur (108). Her ne kadar
rezerpin modeli SNpc’de ve striatumda dopamin miktarini azaltma gibi PH nin temel
biyokimasal bilesenlerini taklit etse ve hastaligin klinik bulgularindan akinezi,
rijiditeyi indiiklese de nigral dopaminerjik ndron hasarina neden olmamasi, modelin

kisithiliklarindandir (107).

2.5.2. Genetik Parkinson Hayvan Modelleri

Parkinson hastalig1 ¢cok yaygin goriiliiyor olmasina ragmen ancak ¢ok kiigiik
bir kism1 (%10) otozomal dominant ya da ¢ekinik genetik mutasyona bagli olarak
goriilmektedir (109). 15 adet gen ve 25 adet genetik risk faktorii, “PARK” ve “non-
PARK” olarak tanimlanmistir. En yaygin olanlari; SNCA (a-sin, PARK1 ve 4), PRKN
(parkin RBR E3 ubikutin protein ligaz, PARK2), PINK1 (PTEN-indiiklenmis
varsayilan kinaz 1, PARK®6), DJ-1 (PARK7) ve LRRK2 (16sin agisindan zengin tekrar
kinaz 2, PARKS) dir.
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Parkin: Bir ubikutin E3 ligazdir ve enzimatik aktivite kaybinin hem ailesel
hem de sporadik PH’de rol oynadig: diisiiniilmektedir. ilk olarak PRKN gen
mutasyonu, Japon PH hastalarinda kesfedilmistir (110). Otozomal ¢ekinik ve erken
baslangicli-PH genel olarak ekzon 2, 3 ve 8’de silinme; ekzon 2-4 ve 9°da dublikasyon
olarak goriiliir (111). Ekzon 3 olmadiginda striatal glutamat seviyesinin arttig1, hafif
mitokondriyal bozuklugun goriildiigii, antioksidan seviyesinin azaldig1 ve oksidatif
hasarin arttigi gosterilmistir (95). Bakteriyel yapay kromozom (BAC) aracili
dopaminerjik néronlarda C-terminali kesilmis insan mutant parkin ifade ederek SNpc
dopaminerjik noron hasari ve striatal dopaminerjik terminallerde azalmaya neden olan,
gec baslangicli ve ilerleyici motor hasar goriilen, bir transgenik fare modeli
gelistirilmistir (112).

PINK1: Parkin ile etkilesime girerek mitokondriyal depolarizasyon sonucu
otofaji indiiksiyonu yapar ve bdylece, hiicreleri mitokondriyal bozukluktan korur
(113). PINK1 gen mutasyonu ilk olarak erken baslangigli, otozomal ¢ekinik PH hastasi
olan Italyan ailelerde tanimlanmistir (114). PINK1 modelleri, nigrostriatal
dopaminerjik néronlarda fonksiyonel bozulmaya neden olmamaktadir (95).

DJ1: DJ1 geninin transkripsiyonel diizenleyici, oksidatif stres sensorii, proteaz
ve mitokondriyal diizenleyici gibi pek ¢ok fonksiyonu vardir (115). Missense DJ1
mutasyonunun erken baslangicli, otozomal ¢ekinik PH ile iliskili oldugu ilk olarak
Alman ve Italyan ailelerde bulunmustur (116). DJ1 fareler SNpc dopaminerjik néron
kayb1 gostermezken, striatal dopamin saliverilmesinde azalma, D2 otoreseptor
uyarilmasma cevapsizlik, lokomotor aktivitede azalma ve kortikostriatal sinaptik
plastisitede degisiklik gorilir (117).

LRRK2: LRRK?2 proteini; bir kinaz, bir RAS ve bir GTPaz olmak iizere pek
cok bolgeye ve fonksiyona sahiptir. Otozomal dominant ve ge¢ baslangicli PH’de,
LRRK2 geninde missense ve nokta mutasyon bulunmustur (95). Ayrica, idiyopatik
PH’de de etkili oldugu diistiniilmektedir (118). En yaygin goériillen mutasyon kinaz
(G2019S) veya GTPaz (R1441C/G) bolgelerinde goriiliir ve bazen hafif dopaminerjik
hasara, dopamin saliverilmesinde ve geri aliminda degisiklige neden olur (118, 119).
Mutant LRRK2 ifade eden BAC transgenik fare modeli gelistirilmistir ve bu modelde

yasa bagli, ilerleyici motor bozukluk ve striatumda dopamin saliverilmesinde hafif
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azalma gozlenirken, nigrostriatal hasar gézlenmemistir. LRRK?2 fare modeli, PH ile
ilgili yalnizca hafif dopaminerjik eksiklik ya da diger patolojik belirtileri gosterir (95).
Sonik hedgehog (shh), ¢ekirdek reseptorii iligkili protein-1 (Nurrl), hipofiz
homeobox 3 (Pitx3), engrailed 1 (EN) gibi transkripsiyon faktorlerinin eksikliginin de
dopaminerjik néronlarin hayatta kalmasinda ve gelismesinde rolii oldugu, bu nedenle
bu faktorlerin eksikligi ile PH modeli olusturulabilecegi gosterilmistir (120-122).
Genetik PH modelleri hastaligin patolojisini aydinlatmaya dair mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu, agregat olusumu, gliozis gibi bir takim bilgiler veriyor olsa da
dopaminerjik ndron hasarma neden olmamasi ve modellerin temelinin insanda
gerceklesmeyen bir sekilde gen asir1 ifadesine ya da knock out olmasina dayanmasi

transgenik hayvan modellerinin kisitliliklarindandir.

2.5.3 A-sin ve A-sin ile Olusturulan Parkinson Hayvan Modelleri

A-sin ilk olarak Torpedo Californica tiiriiniin elektrik organindan elde edilen
kolinerjik vezikiiler sinapslarin saflastirilarak siniiklein kodlayan ¢cDNA’nimn izole
edilmesi ile kesfedilmistir (123). A-sin 14.46 kDa molekiiler agirliginda, beyinde
yiiksek oranda, 6zellikle de presinaptik olarak ifade edilen noéronal bir proteindir (124).
Alzheimer hastalarindan alinan korteks dokularinda yapilan bir ¢alismada amiloid f
(AB) yaninda, plaklarin i¢inde 2 peptid daha kesfedilmistir ve 140 amino asitlik
proteine Alzheimer hastalifi (AH)’nin non-AfB bileseni anlaminda (NAC) ve
prekiirsoriine de NACP ad1 verilmistir (125). 140 amino asitlik proteinin Torpedo’dan
izole edilen siniiklein ile oldukca yliksek oranda homolog oldugu ve 134 amino asitlik
proteinin de, s1igir fosfonéroprotein 14’{in insan homologu oldugu kesfedilmistir (124).
Bu proteinler, siniiklein ailesine ait proteinler olarak alfa (o) ve beta (B)-siniiklein
olarak adlandirilmiglardir (124). A-sin’in sadece néron hiicrelerinde degil, T hiicresi,
B hiicresi, dogal dldiiriicii hiicreler ve monositler gibi hematopoetik hiicrelerde, iskelet
kasinda, kalpte, pankreasta, bobrekte, akcigerde, plasentada ve periferik eritrositlerde
de ifade edildigi gosterilmistir (126-128).

A-sin tersiyer yapisi olduk¢a ¢Oziiniir bir proteindir ve dogal olarak a-helikal

yapisinda monomer seklinde bulunur (129). Siniiklein ailesi; a-, B-, y- ve retinaya 6zel
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paralog sinoretin’den olusur. a-, B- ve y-siniiklein genleri, beyinde oldukea yiliksek
oranda sentez edilir (130).

A-sin 3 boliimden olugmaktadir. 1. N-terminal bolgesi, 2. Plaklarin non-
amiloid bilesen (NAC) bolgesi ve C-terminal bolgesi.

N-terminal bélgesi: A-sin’in pozitif yiiklii, lipid baglanma bolgesidir (131). A-
sin’in lipid tabakasi ile etkilesimini saglayan icerdigi 11 aminoasitli tekrar eden
KTKEGV hekzamerik apolipoproteinin a-helikal motifitir. KTKEGV motifi a-sin
icerisinde 7 bolgede tekrar etmektedir (132).

NAC bélgesi: A-sin’in merkezi hidrofobik bolgesidir ve ilk olarak Alzheimer
hastalarinin senil plaklarindan izole edilmistir (125). Hidrofobik NAC bolgesi oldukga
amiloidojenik yapidadir ve agregat olusumu i¢in gereklidir (133).

C-terminal bélgesi: Esas olarak asidik pH’li amino asitleri igerir, negatif
yiiklidiir (134). C-terminali kesilmis a-sin’in daha fazla agregat olusturmasindan
dolay1; bu bolgenin NAC bolgesini engelleyerek, agregasyonu inhibe ettigi One
stirtilmiisttir (135).

+ Lipid baglanma bélgesi + Lipid baglanma holgesi + Asidik
* a-helikal konformasyon + a-helikal konformasyon * Noroprotektif
|

A\ \ |
1 A 140

NAC bélgesi C-terminus

N-terminal

Ti136

E46K 5129

Ailesel PH Fosforilasyon T133
bolgesi

Nitrasyon bélgesi

Sekil 2.4. Alfa-siniiklein proteininin yapisi

A-sin’in fizyolojik fonksiyonu heniiz tam olarak anlagilabilmis degildir.
Ancak, sinaptik vezikiillerin olusumunda, vezikiiler homeostaziste, vezikiiler havuzda,
vezikiil boyutunun ayarlanmasinda ve boylece de sinaptik asirimda rolii oldugu ve
bunun disinda a-sin’in dopamin saliverilmesinde ve depolanmasinda da gorev aldigi

diistiniilmektedir (136-138).
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A-sin’in fizyolojik ve patofizyolojik 6zelliklerini anlamak i¢in pek ¢ok model
gelistirilmistir. Bunlarin ¢ok azi1 knock-out (KO) modellerdir ve biiyiik ¢ogunlugu da
asir1 ifade ile saglanan modellerdir. Gelistirilmis olan bir KO fare modelinde; ekzon 1
ve 2 ya da ekzon 4 ve 5 silinmistir ve farelerin normal bir beyin organizasyonu ve
yasam siirdiirdiikleri gozlenmistir. Bu da a-sin’in hayati bir fonksiyonu olmadigini
diisindirmektedir ancak ayni farelerde amfetamin ile lokomotor aktivitenin, agik
alanda arka ayaklari iizerinde durma “rearing” davraniginin ve striatumda dopamin
seviyesinin azaldigi gézlenmistir (139, 140). Ayrica; a-sin’in dinlenme ya da depo
durumundaki vezikiil havuzunu kontrol ederek presinaptik diizenleyici fonksiyonuna
sahip oldugu ve ayrica dopamin saliverilmesinde de Onemli bir roli oldugu
diistiniilmektedir (128, 140).

Sitozolik a-sin’in monomerik durumu, a-sin membran proteinleri ile etkilesime
gecip hiicresel fonksiyonu i¢in gerekli olan multimerik forma gelene kadar gerekli,
gecici bir durum olabilir. Membran-protein baglanmasi i¢in gerekli olan dengedeki
degisiklikler ve sirastyla ¢oklu katlanmalar a-sin’in fizyolojik fonksiyonunu bozuyor
olabilir (137). Ayrica a-sin, kalsiyum aracili vezikiil birlesmesinin kinetigini
degistirmeden vezikiillerin kiimelenmesini artirarak sinaptik agirimi etkiler ki bu etki
sadece a-sin membrana baglanip multimerik hale geldigi zaman olur (137, 141).

A-sin, 6zellikle dopaminerjik sinapslarda, dopamin biyosentezi ve geri alimi
ile iligkili proteinlerle etkilesime girerek, TH ile etkileserek ya da direkt TH
fosforilasyonunu azaltip, TH defosforilasyonunu diizenleyen temel fosfataz PP2A
aktivitesini artirtp TH’1 inhibe ederek 6nemli rol oynar (142).

A-sin diger proteinler ile etkilesime girebildigi gibi, kendi kendisi ile de
etkilesime girerek multimerik bir yap1 olusturabilir ki fizyolojik a-sin’in tetramer
yapida olduguna dair kanitlar bulunmaktadir (143). Genetik mutasyon, yiiksek
konsantrasyonda makromolekiil varligina bagli molekiiler yiik artisi, a-sin protein
seviyesinin artisi, translasyon sonrasi degisiklikler ve oksidatif kosullar nedeniyle
kendi kendine B-plak formu olusturan a-sin ¢dzlinemeyen a-Sin agregatlarina
doniisebilir (144, 145). A-sin’in agregat olusturmasi i¢in gerekli kosullar belirlenmis
olsa da altta yatan mekanizma tam olarak bilinememektedir. A-sin’in katlanmamis ya
da kismen katlanmig halden agregat haline gecisi icin basit bir yap1 degisikligi yeterli
olabilmektedir (145).
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PH’de a-sin agregatlarindan etkilenen noronal bolgelerin kaudalden rostrale ve
beyin sapindan kortekse dogru olmak iizere belirli bir streotipik yol izledigi
gosterilmistir  (146). Boylece; hastaligin ilerleyisi ile birlikte noéroanatomik
¢ekirdeklerde a-sin agregatlar1 gosterilerek, hastaligin siddetini gOsteren semalar
olusturulmustur (33). A-sin agregatlar ilk olarak beyin sapindaki vagusun dorsal
motor ¢ekirdeginde ve olfaktor bulbus’ta gosterilmistir (33). Hastaligin ilerleyisi ile
birlikte a-sin tegmentum pontis, amigdala ve SNpc’de agregat olusturur ve en son
temporal korteks ile neokortekse ulasir (146). A-sin agregatlari sadece SSS’de degil
ayn1 zamanda PSS’de de goriiliir. A-sin’in bazal gangliyonlarin disindaki hiicrelerde
de bulunmus olmasi PH’nin motor dig1 semptomlariin altinda yatan sebep olabilir
(21). Bu semptomlardan en onemlilerinden biri gastro-intestinal semptomlardir ve
motor semptomlardan yillar 6nce ortaya ¢ikar (77, 147). PH hastalarinin 6zefagustan
rektuma kadar tiim enterik sinir siteminde a-sin agregatlarinin bulunmasi bu hipotezi
desteklemektedir (77, 147).

A-sin oligomerleri, Lewy cisimcigi patolojisinin temel bileseni oldugu i¢in
oldukea dikkat cekmektedir. Asir1 ifade edilmis a-sin fibrillesmekten ziyade genellikle
oligomerlesme egilimi gostermektedir. Bu durum oligomerik tiirlerin, a-sin’in en
toksik tiirii oldugunu diisiindiirmektedir (148). Ancak; patolojik olarak oligomerlerin
yaninda fibriller de bulunmaktadir. Bu nedenle pek ¢ok grup; tampon bilesenleri,
agregat kosullar1 ve genetik mutasyonlar gibi dis etkenlerin a-sin’in fibriller yapisina
nasil etki ettigini arastirmistir (149). Oligomerik tiirlerin toksisitesi dikkat ¢ekse de, a-
sin’in ¢oziinmeyen formlarinin ve yanlis katlanmis halinin prion benzeri yayilimi,
fibriller ve olgun a-sin tiirlerinin toksik etkisine dikkat ¢ekmektedir (150). Ekzojen
fibrillerin uygulanmasi ile birlikte; sadece olgun agregat igeren belli hiicrelerin oliip,
komsu hiicrelerin 6lmemesi ile a-sin agregatlari ile hiicre 6limii arasinda giiglii bir
korelasyon bulunmustur (151).

Ailesel PH ile iliskili a-sin {izerinde 5 adet nokta gen mutasyonu A30P (152),
E46K (153), H50Q (154), G51D (155) ve A53T (16) tanimlanmistir ve kromozomal
triplikasyonlar ve dublikasyonlar da erken baslangicli PH ile iliskili bulunmustur
(156). A-sin geninin promoter bolgesinde meydana gelen polimorfizmler, protein

ifadesinde artisa ve PH gelisiminde daha yiiksek duyarliliga sebep olmaktadir (157).
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2.5.4. Viral Vektor Aracili Parkinson Hayvan Modelleri

Rekombinant viral vektorlerin gelistirilmesi ile birlikte in vivo olarak
degistirilmis genler transfer edilerck SSS hastaliklarini modellemenin yeni bir yolu
acilmustir. Ozellikle de Adeno-iliskili viral vektér (AAV) ve lentiviral vektdr (LV)
araciligiyla beyin igerisinde uzun siireli ifade saglayan etkili gen transfer araclari
gelistirilmistir (128, 158). AAV, yiiksek verimde vektor tasima kapasitesine sahiptir,
beyin icerisinde genis bir alani etkiler ve Ozellikle de yiiksek segicilikte nigral
dopaminerjik néronlarda uzun siireli, siirekli ifadeyi saglar. (159). AAV-aracili nigral
noronlarda insan a-sin asir1 ifadesi saglandiginda; SN’de ndrodejenerasyona,
striatumda dopaminerjik terminallerin kaybina ve dokuda dopamin igeriginin
azalmasina neden oldugu gézlenmistir. Bu noropatolojik degisiklikler a-sin proteininin
hiicre govdesinde ve etkilenmis hiicrelerin terminallerinde anormal birikime ve
Parkinson hastalarinin beyinlerinde gorillen Lewy ndritlerine benzer yapilarin
olusmasina baglidir. Hiicre ve terminallerde akut lezyon olusumuna neden olan toksin
modellerinin tersine, bu modelde lezyon olusumu haftalar siirmektedir (160, 161).

AAV en sik kullanilan viral vektdr sistemidir. Ik olarak AAV serotip-2
kullanilmigtir (160). Patolojinin hafifce ilerledigi ve SNpc’de %30-80 TH* néron
kayb1, %50 striatal terminal ve dopamin kaybi gézlenmistir (160). Viral aracili a-sin
asir1 ifadesi ile PH patolojisini en iyi taklit eden model AAV2 ve 6 aracili yabanil tip
a-sin asir1 ifadesinin norona 6zel sinapsin promoter’: ile saglanmigtir (162). AAV-
aracili a-sin asir1 ifadesi ile saglanan PH modeli sadece rodentlerde degil yetiskin
marmosetlerde de calisilmistir ve hem TH kaybi hem de davranmigsal degisiklikler
gozlenmistir (163).

Fare disinda diger yabanil tip hayvanlari da kullanabilmek, yetiskinlerde hedef
hiicrede istenilen genin transfer edilmesi ile asir1 ifadesinin saglanabiliyor olmasi,
kars1 tarafin i¢ kontrol olarak kullanilabilecegi, tek tarafli olarak transgenin ifadesini
saglamaya olanak vermesi ve boylece motor bozukluklarin apomorfin, amfetamin gibi
farmakolojik ajanlarla degerlendirilebilmesi viral vektor kullaniyor olmanin en temel
avantajlaridir (158).

Viral vektor aracili yabanil tip insan a-Sin geninin SNpc’de asir1 ifadesi;

agregat olusumu, TH néronlarinin kaybi1 ve nigrostriatal yolakta terminal kayb1 ve
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dopamin konsantrasyonunun azalmasi ile sonuglanir. Ancak; bu modelin ne kadar
ilerleyici oldugu viral aracili a-sin lezyonlarinin gorece kisa bir siire sonra plato
yapmasi ve hatta bazen diizelme goriilmesi nedeniyle tartisma konusudur (160, 162,
164, 165). Viral vektor aracili yiiksek oranda transgen {iiretimi enjeksiyon sonrasi
saglansa da, bu ifade nigrostriatal sistem ile kisithdir ve olduk¢a kati ve yogun
nigrostriatal hasar gozlenir (160, 162, 163, 165). Pek ¢ok viral vektor aracili asir1 ifade
modelinde motor davranis bozuklugu ya degiskendir ya da kismi nigrostriatal sistem

lezyonuna bagl olarak ¢ok goriilmez (160, 164, 165).

2.6. Parkinson Hastahig1 Tedavi Yontemleri

Parkinson hastaliginda bazal gangliyonlarm anatomisi, biyokimyasi ve
fizyolojisi hakkindaki bilgilerin artmasi ile birlikte diger norolojik durumlardan
ayrilmasi, gozleme dayali tedaviden kanita dayali tedaviye gecilmesini saglamistir (6).

PH’de kullanilan ilk tedavi, Parkinson tremorunun tedavisinde kullanilan
belladonna alkoloidleridir (6, 166). Belladonna alkoloidleri, santral etkili
antikolinerjiklerdir ve striatumda dopaminerjik/kolinerjik dengenin Parkinsonizme
etkisini anlamada rol almislardir.

L-DOPA: Dopamin ilk olarak 1910 yilinda G. Berger ve J. Ewens tarafindan
sentez edilmistir (167). Dopa dekarboksilaz enziminin kesfi ile birlikte Levadopa (L-
DOPA) sentez edilmis ve dopamin benzeri etkili oldugu kesfedilmistir (6). Rezerpin
ile indiiklenen Parkinson benzeri semptomlar L-DOPA’nin uygulanmas: ile
hafiflemistir (168). L-DOPA’nin dopaminin dogal onciili olmasi, ilacin PH
hastalarinda denenmesini kolaylastirmigtir. Calismalar sonucunda L-DOPA’nin;
oturan hastalarin ayaga kalkmasin1 kolaylastirdigi, duran hastalarin yiiriimeye
basglamasini, hareketleri daha kolay ve rahatlikla yapabilmesini sagladigi gozlenmistir
(169). Oral formunun olusturulmasi ile birlikte L-DOPA, PH tedavisinin temel ilaci
olarak kabul edilmistir. Ancak; L-DOPA kullanimina bagli diskinezi (istemsiz
hareketler), motor dalgalanmalar gibi motor yan etkiler goriilmesi, ilacin kullanimini
kisitlamaktadir (170). Katekolamin-O-metil-transferaz  (COMT) ve monoamin
oksidaz (MAO) B inhibitorleri L-DOPA ile birlikte kullanilir ve L-DOPA’nin

metabolizma oranimi azaltarak, etki siiresini uzatirlar. MAO B inhibitorleri hem
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endojen hem de ekzojen dopaminin etkisini artirirlar. L-DOPA ve aromatik L-
aminoasit dekarboksilaz inhibitorii (karbidopa ve benserazid) birlikte kullanilarak da
L-DOPA’nin periferde yikilmasi azaltip, etki siiresi uzatilmaktadir ve su anda L-
DOPA PH tedavisindeki en etkili tedavi yontemidir (171, 172).

IPX066: Karbidopa/L-DOPA’nin yeni bir formiilasyonudur ve hem hizli hem
de uzatilmis saliverimli bilesenler icerir. Boylece, semptomlarin hemen kontroliinii
saglamak ve daha uzun siire bu kontrolii idame ettirmek hedeflenmistir. Calismalarda
hem L-DOPA’ya ihtiyag siiresini geciktirdigi hem de motor skorda iyilesme sagladigi
gosterilmistir (173).

MAO B inhibitorleri: MAO B inhibitorleri, genellikle PH’de baslangic
tedavisi olarak kullanilmaktadir. Ancak, hastalarin gostermis oldugu ilerleme L-
DOPA ya da dopamin agonisti kullanimina gore daha zayiftur (172). Selejilin, MAO
B enziminin geri doniissiiz inhibitériidiir ve PH’de ndroprotektif etkisi calisilan ilk
ilaglardan biridir. Fakat daha sonra noroprotektif etkisinden ziyade semptomatik
tedavide etkili oldugu gorilmiistir (174). Selejilin tedavisinden sonra motor
dalgalanmalarda, donmada ve doz sonu fenomeninde azalma oldugu ancak diskinezi
goriilme sikliginda artis oldugu gézlenmistir (175). Rasajilin, PH nin semptomatik
tedavisinde kullanilan, bir diger geri doniissiiz MAO B inhibitériidiir ve rasajilin MAO
B inhibisyonu haricinde; sitokrom ¢ saliverilmesini azaltir, pro-antiapoptotik gen ve
proteinlerde degisiklige neden olur ve norotrofik faktorleri artirir boylece hastaligin
ilerleme siirecinde de etki gosterir (174, 176).

L-DOPA kullanimina bagli yan etki goriilmesi yeni tedavi arayislarina ve
tedavinin yeniden diizenlenmesine neden olmustur. Diskinezi riskini azaltan dopamin
reseptdr agonistleri boylece tedaviye girmistir (177, 178).

Dopamin Agonistleri: Tek ilag ile tedavide baslangi¢ i¢in ilk se¢enek ilaglar
arasindadirlar. iki ana kategoriden olusur: D3/D2 ergot-olmayan dopamin reseptor
agonistleri: pramipeksol, ropinirol ve rotigotin ile D2 ergot tiirevleri: bromokriptin,
lisurid, kabergolin ve pergolid semptomatik tedavi de etkili olan dopamin
agonistleridir (171, 179). Pramipeksol’in hastalarda motor belirtileri iyilestirdigi
gosterilmistir (180). Her ne kadar erken donemde dopamin agonistleri ile monoterapi
yeterli goziikse de, hastaligin ilerleyisi ile birlikte hastalarin biiyiik bir cogunlugunda
L-DOPA kullanimina ihtiya¢ olmaktadir. Dopamin agonistlerinin L-DOPA ile birlikte
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kullanilmasinin, PH semptomlarini azaltmada tek basina L-DOPA tedavisinden daha
etkili oldugu gosterilmistir (181). Dopamin reseptor agonistleri, PH’de L-DOPA
kullanimina bagli diskinezi olusumunu azaltmak icin Oncelikle tercih edilecek
ilaglardir. Dopamin agonistleri motor semptomlarin tedavisinde L-DOPA’ya gore
daha az etkilidirler ve uyusukluk, 6dem, haliisinasyon, diirtii kontrol bozuklugu gibi
psikolojik yan etkiler daha sik goriiliir (182).

Apomorfin hidrokloriir. Kisa etki siireli, ergot-olmayan dopamin reseptor
agonistidir. Dopamin agonistlerinin en eskilerinden biri olmasma ragmen PH
tedavisinde kullanimi son zamanlarda onaylanmis bir ilagtir. D1, D2, D3 ve D4
reseptorlerine benzer afinite gosterir ve L-DOPA’ya benzer etki gosteren tek dopamin
agonistidir. Apomorfin’in hepatik klerensi oldukga yiiksek oldugu igin oral kullanimi
zordur. Uzun siireli S.C. infiizyon yapilmasinin ise teknik zorluklar1 bulunmaktadir
(171, 183).

Safinamid: MAO B inhibisyonu, sodyum kanal blokaji, dopamin ve
glutamatin saliverilmesini inhibe etme gibi farkli etki mekanizmalarina sahip bir
ajandir. Safinamid, kullanimmin motor belirtilerde hem plasebo hem de dopamin
agonistlerine gore iyilesme sagladigi gosterilmistir (184). MAO B enzimini selejilin
ve rasajilinden daha yiiksek segicilikte ve tamamen geri doniislii olarak inhibe eder
(185).

Pardoprunoks: 5HT-1A agonisti ve kismi dopamin D2 ve D3 agonistidir.
Pardoprunoks’un motor belirtileri anlamli sekilde iyilestirdigi gosterilmistir. Kismi
agonist oldugu icin diger dopamin agonistlerine gore daha az yan etki goriiliir. En
yaygin goriilen yan etkiler; bulanti, bas donmesi, uyusukluk, bas agris1 ve halsizliktir
(186).

Antikolinerjik Ilaclar: PH tedavisinde antikolinerjiklerin kullanimi oldukga
eskidir. PH’de rijidite ve tremor tedavisi i¢in tercih edilirler. Yan etkileri oldukca
fazladir ve yaglilarda tolerans azdir. Yan etkilerin genellikle periferik M2 ve M3
reseptOrlerin etkisinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle selektif M4 ve
M5 reseptorlere etki eden bir ilag gelistirilmesinin tedavide faydali olacagi
diistintilmektedir (187).

Adenozin Axa reseptor Antagonistleri: PH tedavisinde hem semptomatik hem

de noroprotektif etkili olabilecekleri diisiiniilmektedir. Adenozin reseptoriiniin 4 alt
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tipi bulunmaktadir. Bunlardan A1 ve Aza beyinde ve Aza 6zellikle dorsal striatum,
niikleus akumbens ve GPe’da ifade edilir (188). Aca reseptorii, striatumda D2
reseptOrii ve metabotrofik glutamat reseptorii 5 (mGlu5) ile ko-lokalizedir (189). D2
ve Aoa reseptorleri striatal noronlar lizerinde birbirlerine ters etki gosterirler. Aza
reseptoriiniin aktivasyonu striatopallidal sinapslarda GABAerjik asirimi diizenler ve
striatumda hem glutamaterjik hem de GABAerjik asirimi degistirir. PH’de hem
striatopallidal GABAerjik sinapslar hem de kortikostriatal glutamaterjik sinapslar asir1
aktiftir bu nedenle Aza reseptor blokajinin hastaligin motor semptomlarini azaltacagi
diisiiniilmektedir (188, 190). Istradefilin ve preladenant gelistirilmis olan Aza reseptor
antagonistleridir. Parkinson semptomlarinin iyilestirilmesinde ve L-DOPA ile
indiiklenen diskinezinin olusumunun azaltilmasinda etkili oldugu gosterilmistir (185,
191, 192).

Metabotropik Glutamat Reseptor Antagonistleri: SSS’de glutamatin etki
ettigi iki tip reseptor vardir: hizh etkili iyonotropik reseptorler ya da yavas G-protein
ile kenetli metabotropik glutamat reseptorleri. PH’in kortikostriatal yolakta ve bazal
gangliyonlarin dongiisii igerisinde subtalamafugal sinapslarda artmig glutamaterjik
asirim ile iligkili oldugu ve bu nedenle de glutamaterjik reseptdr blokajinin PH
tedavisinde etkili olacagi disiniilmektedir (52). Amantadin bu baglamda anti-
diskinetik etki gosteren NMDA reseptor antagonistidir ve PH tedavisinde
kullanilmaktadir (171). mGlu reseptorleri esas olarak ii¢ gruba ayrilir. ilk grup mGlul
ve 5°den olusur ve postsinaptik olarak ifade edilirler, glutamatin uyarici etkisine
aracilik ederler. Ikinci grup mGlu2 ve 3 ve iigiincii grup mGlu4, 6, 7 ve 8’den olusur
ve esas olarak presinaptik ifade edilirler. GABAerjik ve glutamaterjik asirimin
inhibitor diizenleyicisidirler. Her ii¢ grup da bazal gangliyonlarda yogun olarak
bulunmaktadir ve sinaptik agirimda etkilidirler. mGlu4 ve 5 reseptdrlerini hedefleyen
ilaglarin PH tedavisinde etkili olabilecegi diistiiniilmektedir (171). MPEP (2-metil-6-
(feniletenil)-piridin ve MTEP (3-(2-metil-1,3-tiyazol-4-il(etinil)piridin))
antiparkinson etkili oldugu diisliniilen mGlu5 antagonistleridirler. Bir caligmaya gore;
akut uygulandiginda hafif antiparkinson etki gosteren ve antidiskinetik etkili olan
MPEP’in, kronik olarak uygulanirsa daha etkili olacag: diistiniilmektedir (193, 194).

Hastaligin klinik ya da patoanatomik ilerleyisini durduracak ya da yavaslatacak

bir tedavi ihtiyaci giinlimiizde hala 6nemini korumaktadir. Bu amagla néroprotektif ya
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da hastaligin ilerleyisini yavaslatabilecek molekiiller tedavi secenegi olarak
denenmektedir. Kreatin bu anlamda denenmis molekiillerden biridir. Glutamat aracili
eksitotoksisiteye karsi koruyucu, MPTP toksisitesine karst noroprotektif oldugu,
mitokondriyal fonksiyonu ve hiicre biyoenerjisini artirdigi gosterilmistir (185). Bunun
tizerine faz Il caligmalar1 yapilmis ve genis capli faz III ¢alismalar1 baglamistir ancak
motor skorda herhangi olumlu bir etki sagladigi gosterilememistir (195).

Cerrahi Tedavi: Derin beyin stimulasyonu (DBS), L-DOPA’ya iyi yanit veren
ancak motor dalgalanmalar ya da diskinize gibi yan etkilerinden dolay1 problem
yasayan hastalarda uygulanabilen cerrahi bir yontemdir (174). STN ya da GPi
hedeflenerek uygulanabilir. Bu yontemle hem motor fonksiyonda ilerleme oldugu hem
de diskinezi de iyilesme oldugu gozlenmistir (174). Hafif davranissal ya da bilissel
bozuklugu olan ve diskinezili hastalarda GPi’e DBS uygulanmas; biligsel olarak bir
problemi olmayan fakat L-DOPA dozunun azaltilmasi gereken hastalarda ise STN’ye
DBS uygulanmasinin daha faydali oldugu diisiiniilmektedir (196). Ancak bir hastaya
DBS uygulanabilmesinin c¢esitli kisithliklar1 da bulunmaktadir. Bunlar arasinda; 5
yildan uzun siiredir PH hastas1 olmak, L-DOPA’ya cevapsizlik, hastay1 sikintiya sokan
motor dalgalanmalar ve diskinezinin olmasi, tedaviye cevapsiz tremor, L-DOPA ya da
dopamin agonistlerine hassasiyet ve kisinin ameliyat i¢in saglik durumunun iyi olmasi
gerekmektedir (174).

Gen Tedavisi: Beyinin belirli bir bolgesinde hedef protein ifadesini viral vektor
aracili gen transfer ederek degistiren tedavi yontemidir (185). AAV2-aracili glutamik
asit dekarboksilaz (GAD) ile gen tedavisi, CERE-120, aromatik L-amino asit
dekarboksilaz (AADC) gen tedavisi, prosavin ile ¢alismalar yapilmistir (185). AAV2-
GAD’m subtalamik g¢ekirdege enjeksiyonu ile asir1 GABA aktivitesi baskilanarak
motor skorda iyilesme saglanmistir (197). Neurturin, glial hiicre tiirevi norotropik
faktor (GDNF)’in homologudur. CERE-120 ise insan neuturin’in degistirilmis
seklidir. Ancak bir klinik ¢alismaya gore CERE-120"nin motor fonksiyonda 6nemli
bir gelisme sagladigr gosterilememistir (198). Striatuma AAV-aracii AADC
enjeksiyonu L-DOPA’dan dopamin olusumunu artirir. Yapilan faz I ¢alismalarinda
PH semptomlarini orta derecede iyilestirdigi gosterilebilmistir (199). Prosavin; TH,

aminoasit dekarboksilaz ve GPT siklohidrolaz kodlayan lentiviriis aracili ti¢lii genin
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intrastriatal enjeksiyonu yaklagimidir (200). Yapilan faz I/II ¢alismalart umut vaat

etmektedir (201).

2.7. Norodejeneratif Hastaliklarda Noroprotektif Mekanizmalar

PH patolojisinde a-sin agregatlarinin 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle hastaligin tedavisinde agregat olusumunun engellenmesinin, birikiminin
azaltilmasmnin ya da agregatlarin yikiminin 6nemli oldugu disilinilmekte ve
noroprotektif ajan arayiglart  siirmektedir (202-204). Otofaji ve apoptoz
mekanizmalarinin da, meydana gelen hasara bagli olarak, PH patogenezinde rol

oynadiklari diisiiniilmektedir (205-207).

2.7.1. Otofajik Yolaklar

Otofaji; biitiin okaryotik hiicrelerde siki bir sekilde kontrol edilen hiicresel
yikim ve geri doniisiim siirecidir. Memeli hiicrelerinde {i¢ temel otofaji tiirli vardir.
Birincisi; mikrootofaji, ikincisi saperon aracili otofaji ve lgiinciisii ise en ¢ok
kullanilan otofaji yolag1 olan makrootofajidir.

Mikrootofaji: Lizozomun membranini bir miktar genisleterek, direkt olarak
sitozolik bilesenleri i¢ine almasi ve sindirmesi olayidir (Sekil 2.4.3).

Saperon_Aracili_Otofaji (CMA): Mikrootofajiden farkli olarak, bilesenleri

yikmak i¢in membranal yapilar1 kullanmaz, onun yerine proteini taniyan saperon
molekiillerini kullanir. CMA, 6zgiin bir sekilde KFERQ ve iliskili pentapeptit
motiflerini taniyan bilesenler icerir. CMA ile glikolitik enzimler, transkripsiyon
faktorleri ve inhibitorleri, kalsiyum ve lipid baglanma proteinleri, vezikiiler proteinler
gibi ¢ok genis araliktaki proteinlerin yikimi saglanir (208). KFERQ motifi, otofaji
sirasinda 70 kDa agirhigindaki 1s1 sok proteini 8 (HSP A8/HSC70) ve benzeri yardimci
saperonlar tarafindan taninir. HSP A8 daha sonra bileseni lizozomal membrana tasir.
Lizozomal membranda bilesen CMA substrat reseptorii olan lizozomal iligkili
membran protein 2A (LAMP 2A)’ya baglanir (208, 209). Lamp 2A, substrati
lizozomal liimene tasir ve LAMP 2A, HSP A8 ve yikilacak olan igerik birbirinden
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ayrilir (Sekil 2.4.b) ve daha sonra LAMP 2A yeni bir bileseni baglamak tizere
monomerik formuna geri doner (209).

HSP A8 ve LAMP 2A ayni1 zamanda saperon aracili segici otofaji denen, bir
tiir makrootofajide de gorev alirlar (208). Bu siiregte, saperonlar belirli ubikutinlenmis
organel ve protein bilesiminin yikimina yardimci olurlar. Saperonlar, ubikutinlenmis
proteinlerin p62 ve NBR 1 proteinleri tarafindan taninmasi ile birlikte makrootofajik
yolaklarda devreye girerler ve bilesenin lizozoma tasinarak yikilmasina aracilik
ederler (210).

Makrootofaji: Hiicresel homeostazin saglanmasinda 6nemli bir role sahiptir.
Hasarli/yaglanmis organellerin yikiminda, uzun siiredir var olan proteinlerin ve
agregatlarin yikilip yeniden yapilmasinda ve gerekli hiicresel bilesenlerin kalite
kontroliiniin saglanmasinda 6nemli bir role sahiptir. Hiicreler aglik, hipoksi, oksidatif
stres, patojen varligi, radyasyon ve anti-kanser ila¢ tedavisi gibi g¢evresel stres
faktorlerine maruz kaldiginda, adaptasyon ve hayatta kalmayir artiran sitoprotektif
otofajik cevap artar. Ancak otofajide diizensizlik oldugunda ya da asir1 uyarildiginda
ise otofaji hiicre 6liimiine sebep olabilir (211).

Mikrootofaji ve CMA’dan farkli olarak yikilacak bilesenlerin lizozomal
membrandan uzakta bir yerde sitozolik bir vezikiil olusumu ile paketlenerek lizozoma
tasinmasi s6z konusudur. Makrootofajide diger otofajik yolaklardan farkli olarak, de
novo sentez sonucu ¢ift membranli bir otofagozom olusumu gézlenir. Otofagozom
olusumu, sitoplazma boyunca pek c¢ok perivakuoler bolgeden baslar. Baslangig
asamasindan sonra membran genislemeye baglar ve esas olarak ¢ift membranli bu yap1
fagofor (phagophore) adini alir. Fagofor genisledik¢e, membran biikiiliir ve kiiresel
otofagozomu meydana getirir. Yikilacak olan bilesenin etrafini tamamen saran, ¢ift
membranli bir otofagozom olusur ve lizozoma dogru tasinir. Daha sonrasinda
otofagozomun dis membrani lizozomal membran ile kaynasarak otolizozomu
meydana getirir (Sekil 2.4.c.). Asidik liimene ve hidrolazlara maruz kalan i¢ membran
ve igerik zamanla yikilir ve pargalanma iriinleri yeniden kullanilmak {izere

sitoplazmaya geger (208, 212).
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MIKROOTOFAJI

(A)

Lizozom

SAPERON ARACILI OTOFA]JI

substrat

(B)

MAKROOTOFAJI

Hidrolaz

Otofagozom Otolizozom

Sekil 2.5. Otofajik yikim mekanizmalari: (A) mikrootofaji, (B) saperon aracili otofaji,
(C) makrootofaji

Makrootofaji, CAMP-bagimli protein kinaz A (PKA), AMP-aktive edilmis

protein kinaz (AMPK) ve mTOR yolaklar1 araciligryla hiicrenin enerji ihtiyacina gore
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diizenlenir. mTOR, fosfotidilinositol 3-kinaz iligkili protein (PIKK) ailesine ait 2549
aminoasitli serin/treonin protein kinazdir. mTOR, kinaz katalitik bolgesi (KIN) ve
FKBP12 rapamisin baglanma bolgesi (FRB) igerir. KIN bolgesi mTOR’un
aktivasyonu ile iligkilidir ve FRB bolgesine rapamisinin baglanmasi, mTOR
kompleksinin dagilmasina ve mTOR aktivitesinin inhibisyonuna neden olur (213).
mTOR iki bilesenden olusur: mMTORC1 ve mTORC?2. Upstream ve downstream sinyal
yolaklarinda aldiklar1 gérev bakimindan ve rapamisine verdikleri cevap bakimindan
bu iki bilesen birbirlerinden farklidirlar. mTORC?2, aktin hiicre isketini diizenlemede
ve Akt yolaginin fosforilasyonuna neden olarak mTORC1’i de aktive etmede rol oynar
(214). mTORCI1 spesifik olarak memeli rapamisin hedefi diizenleyici-iliskili protein
(Raptor) ve 40kDa agirliginda Akt substrati prolinden zengin protein (PRAS40)
bolgelerini igerirken; mTORC2 spesifik olarak mTOR rapamisin-bagimsiz bilesen
(Rictor), memeli stres ile aktive olan map-kinaz etkilesim proteini 1 (mSinl) ve rictor
ile birlikte gézlenen protein (Protor) 1 ve 2 bdlgelerini igerir (214). Raptor mTORC1ve
Rictor mTORC2’nin aktivasyonunu saglarken, DEP bdlgesi iceren protein (Deptor)
ise hem mTORCI1 hem de mTORC2’de mTOR’un negatif diizenleyicisidir (213).
Makrootofajinin baslatilmas1 i¢in unc-51 benzeri kinaz 1’in ya da 2’nin
(ULK1/2), otofaji iligkili protein 13 (Atgl3) ve RB1 ile indiiklenen sarilmis bobin 1
(RB1CC1/FIP200)’in bir araya gelerek kompleks olusturmasi gerekmektedir.
Hiicrenin enerji ihtiyacina gére bu kompleks mMTORC1 ile birlesir ya da ayrilir.
mTORC1 otofagozomun baglangic asamasinda gerekli olan Atgl3 proteinini
fosforilleyerek, ULK1/2 kompleks olusumunu engeller, otofajiyi inhibe eder (215).
Ancak hiicreler rapamisin ile muamele edilirse ya da ag kalirsa mTORC1, ULK1/2,
Atgl3 fosforilasyonu inhibe olur ve defosforilasyona bagli aktif olan ULK1/2,
FIP200’1 fosforilleyerek makrootofajiyi baslatir (211, 216). Otofagozom olusumunun
bir sonraki asamasi uzama asamasidir. Bu asamada fagoforun uzamasina ubikutin
benzeri (UBL) proteinler dahil olur. Genis multimerik birlesim ile oligomerizasyon
sonucu Atgl12-Atg5-Atgl6 kompleksi meydana gelir (211). Mikrotiibiil-iliskili protein
1 A/1B hafif zinciri 3 (LC3)/Atg8, C terminalinden Atg4 aracili ayrilir ve sitozolik LC3
I’1 meydana getirir. LC3 I’in C terminaline fosfotidiletanolamin (PE) baglanmasi
sonucu, LC3 Il meydana gelir. LC3 II fagofor membraninin her iki yiiziinde de bulunur

ancak otofagozomun lizozom/endozom ile birlesimden sonra i¢ membranindaki LC3
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II yikilir (211). LC3 I’in lipidlenmesi hiicreler aglik ¢ektiginde ya da hiicrede stres
faktorleri arttiginda meydana gelir.

Otofagozomun indiiksiyonunda Atgl4, Atg6 ve smif III fosfotidilinositol 3-
kinaz (Ptdins3K) birlesimi gorev alir. Boylece diger Atg’lerin baglanmasi ve
fagoforun uzamasi saglanir. Sinif II1 PtdIns3K; fosfotidilinositol 3-kinaz katalitik alt
birim 3 tip 3 (PIK3C3/VPS34), PIK3R4/p150 ve beklin 1’den olusur (208). Ag¢lik
durumunda Atgl4; Atgl6 ya da LC3 igeren yapilarda lokalize olur. Atgl4, VPS34 ve
beklin 1 ile etkileserek, otofajiyi artirir. Atg9, transmembran proteinidir ve aglik,
rapamisin tedavisi gibi durumlarda periferik bolgelerde yeniden dagilir, LC3 pozitif
otofagozomlarin iizerine yerlesir ve otofagozom olusumunda goérev alir (211).
Otofagozomun tamamlanmasi ve kaynagmasi, makrootofajinin en az anlasilan
asamasidir. Uzamis fagofor sonug olarak olgunlasir ve kapanarak endozom ve/veya
lizozom ile kaynasarak otolizozomu meydana getirir. Otofagozomun lizozoma dogru
hareketi mikrotiibiil bagimlidir (217). Ultraviyole i1sinlama direng iliskili gen
(UVRAQG) proteini, GTPaz’1 aktive ederek lizozom ile kaynasmayi tetikler. UVRAG-
beklin 1-VPS34-p150 kompleksi daha sonra RUN ve sistein zengin bolge i¢eren beklin
1 iligkili protein (Rubikon) ile de birleserek endozom/lizozom’un yaninda lokalize olur
ve otofagozumun olgunlagsmasini negatif olarak diizenler (211).

mTORCI, besin miktari, enerji seviyesi, biilyiime durumu ve stres faktorleri
gibi pek ¢ok hiicre dis1 ve igi sinyali birlestirir. Besin miktar1 ve biiylime faktorleri
mTORC1’1 aktive ederek protein sentezi, hiicre biiyiimesi, proliferasyonu ve
metabolizmasin1 artirir. Aksine; aglik durumunda, diisiik enerji seviyesinde ve
hiicresel stres artiginda hiicre canliligini koruyabilmek i¢cin mTORCI1 inhibe edilerek;
biyosentez oranini azaltir, katabolik siiregleri artirir ve hiicre proliferasyonunu
yavaglatir (218).

Otofaji diizenleyicilerinden PKA, mTORC1’i fosforilleyerek otofajiyi inhibe
eder (219). PKA bunun disinda, LC3’iin fosforillenmesine neden olarak da otofajiyi
inhibe eder (220). AMPK ise, besin veya enerji yoklugunda fosforillenerek aktive olur
ve dolayli olarak mTORC1’in aktivitesini inhibe eder, buna bagli olarak ULK1 aktive
olur ve makrootofaji indiiklenir (208, 221). Ayrica, AMPK direkt olarak mTORC]1 alt
tinitesi Raptor’u fosforilleyerek de mTORC1’1 inhibe eder ve otofaji indiiksiyonu

yapar (222).
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Otofaji indiiksiyonunda “hiicresel genomun koruyucusu”, tiimor baskilayici
faktor pS3’iin hem pozitif hem de negatif diizenleyici rolii vardir (223). Genotoksik
stres ya da onkogenik olarak p53 aktivasyonu, AMPK aktivasyonuna, mTORC1
inhibisyonuna ve otofajinin indiiksiyonuna sebep olur. Ancak, aclik durumu ya da ER
stresi otofaji indiiksiyonuna sebep olarak, p53’iin yikimini artirir (211). Cekirdekte
p53’iin transkripsiyonel olarak aktivasyonu otofajiyi artirirken; sitoplazmik p53
otofaji inhibisyonuna sebep olmaktadir (211).

Makrootofaji, ayrica segici olarak belirli molekiillerin sindiriminde rol alabilir.
Ornegin; peroksizomlarm yikimi peksofaji (pexophagy) olarak adlandirilir ve normal
bliylime kosullarinda peroksizomlarin yikiminda onemli bir rolii vardir. Aglik
durumunda, otofagozomun LC3 II molekiilii tarafindan peroksimal membranin PEX 14
bileseni taninir ve makrootofaji ile yikimi saglanir (224). Mitofaji ise bir bagka segici
makrootofaji tiirlidiir. Hasarli mitokondrinin secici olarak yikimini saglar (225).
Sitozolik E3 ubikutin ligaz PARK?2, hasarli mitokondrinin dis membran kinazi
PINK1’i tanir ve mitokondri bilesenlerinin ubikutinlenmesini saglayarak, mitofajinin

baslamasina neden olur (208).

2.7.2. Apoptotik Yolaklar

Apoptoz tanimi ilk defa 1972 yilinda ortaya atilmistir. Caenorhabditis elegans
adindaki nematodun gelisimi sirasinda meydana gelen programlanmis hiicre
Olimiiniin arastirilmasi ile yetiskinlige geciste belirli hiicrelerin programli bir sekilde
oldiigiiniin gdsterilmesi sonucu memeli hiicrelerinde apoptoz siirecinin mekanizmasi
arastirtlmaya baslanmistir (226, 227).

Apoptoz, dokularda hiicre popililasyonunun homeostatik dengesinin
korunmasi, gelisimi ve yaslanmasinda gorev alir ve ayni zamanda, hastalik ya da
zararli bir ajan tarafindan hiicreler hasar gordiigli zaman, bagisiklik sistemi gibi
savunma mekanizmasi olarak da rol oynar (227).

Apoptozun erken asamasinda hiicreler biiziisiir, piknozis goriiliir. Piknozis
sonucunda, apoptozun en karakteristik 6zelligi olan kromatin kondensasyonu goriiliir
Hiicrelerin biiziismesi ile birlikte hiicre boyutu kiigiiliir, sitoplazma yogunlasir ve

organeller siki bir kargo haline gelir ve apoptotik cisimcikler olusur. Apoptotik
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cisimcik; ¢ekirdek pargalari igeren ya da icermeyen sikica paketlenmis organeller ile
sitoplazmadan meydana gelir. Apoptotik cisimciklerin igerisinde hiicrenin pargalanma
iriinleri ve karyoreksis asamasindan sonra plazma membraninda yogun olarak
tomurcuklanma meydana gelir. Hiicreler, organel yogunlugunun hala korundugu
biitiin halindeki plazma membran ile ¢evrilidir. Bu cisimcikler daha sonra makrofaj
aracilt fagositoz ile parcalanir. Apoptotik hiicre yikimi sirasinda, apoptotik hiicre
igerigi ¢cevre dokulara birakilmadigindan, hizli bir sekilde fagositoza ugradigindan ve
ayrica genislemis hiicreler anti-inflamatuvar sitokin iiretmediginden; inflamatuvar
sliregler meydana gelmez (228).

Iki temel apoptoz yolagi vardir: 1) ekstrinsik ya da 6liim reseptérii aracili yolak,
2) intrinsik ya da mitokondriyal yolak (Sekil 2.6). Iki temel yolak disinda, T hiicre
aracili sitotoksisite ve perforin—granzim-bagimli hiicre 61iim yolag da vardir. Bu yolak
granzim A ya da B araciligiyla apoptozu indiikleyebilir. Her ii¢ yolak da sonug olarak
kaspaz 3’iin aktive oldugu infaz yolagini aktive eder. Kaspaz 3’iin aktive olmasi,
DNA’nin parcalanmasi, hiicre iskeleti ve g¢ekirdek proteinlerinin yikimi, apoptotik
cisimcik olusumu, fagositik hiicre reseptorleri icin ligand ifadesi ve son olarak
fagositik hiicrelerce alim ile sonuglanir (227).

Kaspazlar genel olarak pek ¢ok hiicrede proenzim formunda ifade edilirler. Bir
defa aktive olan prokaspaz diger prokazpazlar da aktive ederek proteaz kaskadini
baslatir. Bir kaspazin diger kaspazlar aktive etmesi ile birlikte apoptotik sinyal, yolak
boyunca g¢ogaltilarak hizli bir sekilde hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesini saglar (227).
On adet temel kaspaz tanimlanmistir ve ii¢ kategoriye ayrilmislardir: kaspaz 2, 8, 9 ve
10 baslatici; kaspaz 3,6 ve 7 efektor ya da infaz kaspazlari, kaspaz 1, 4 ve 5 ise

inflamatuvar olarak kategorize edilmislerdir (229).
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Sekil 2.6. Ekstrinsik ve intrinsik apoptoz yolaklarinin sematik gdsterimi

Ekstrinsik __Yolak:  Apoptozun  baglatilmasi  reseptor  araciligiyla

gerceklesmektedir. Bu reseptorler, tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor gen iist
ailesine ait oliim reseptorlerini kapsar (230). TNF reseptor ailesinin icerdigi 80
aminoasitlik sitoplazmik bolim “6liim bolgesi” olarak adlandirilir ve hiicre
yilizeyinden 6liim sinyalinin alinarak, intraseliiler sinyal yolaklarina iletiminde kritik
bir 6nem tasir (227). En ¢ok c¢alisilan TNF reseptor ve ligandlart FasL/FasR ve TNF-
o/TNFR1’dir. Ligandin reseptoriin 6liim bolgesine baglanmas: ile birlikte, FADD ya
da TRADD adaptor proteinleri hiicre i¢ine go¢ ederler. Adaptdr proteinler daha sonra
prokaspaz 8 ile dimerizasyon yoluyla birlesir ve 6liim indiikleyici sinyal birlesimini
(DISC) olusturarak prokaspaz 8’in otokatalitik aktivasyonunu saglarlar (231, 232).
Kaspaz 8 aktive olduktan sonra apoptozun infaz fazi baslatilir (Sekil 2.5).

Intrinsik_Yolak: Apoptozu reseptor aracisiz olarak hiicre ici sinyallerle

baslatan, mitokondri baslangicli ve direkt olarak hedef hiicre igerisinde etki gdsteren

yolaktir. Apoptozu baslatan hiicre i¢i sinyaller pozitif ya da negatif kaynakli olabilir.
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Biiyiime faktorlerinin, hormonlarin ve sitokinlerin eksikligi negatif sinyalleri
olustururken; radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest
radikaller pozitif sinyallere 6rnektir. Biitiin bu sinyaller, mitokondri i¢ membraninda
ve transmembran potansiyelinde degisiklik yaparak, proapoptotik proteinlerin sitozol
icerisine salrverilmesini neden olmaktadirlar (233). iki ana proapoptatik protein grubu
vardir: ilk grup; sitokrom c¢, Smac/DIABLO ve serin proteaz HtrA2/Omi’den
olusurken, ikinci grup AIF, endoniikleaz G ve CAD’dan olusur (227, 234, 235). ilk
grup proapoptotik proteinler aracili prokaspaz 9 aktive edilerek “apoptozom” olusur
(236). Prokaspaz 9’un kiime olusturmasi ile kaspaz 9 aktive olarak, infaz yolagini
aktive eder (Sekil 2.5). ikinci grup ise, hiicrenin &liimii kesinlestikten sonra
mitokondriden saliverilir. AIF, ¢ekirdege gider ve DNA’nin parcalanmasina neden
olur (237).

Sonugta hem ekstrinsik yolak hem de intrinsik yolak apoptozun son yolagi olan
infaz fazini aktive ederler. Infazda gorevli kaspazlar bu asamada aktive olurlar.
Sitoplazmik endoniikleazlar aktive ederek c¢ekirdegin yikimini ve proteazlar aktive
ederek de ¢ekirdek ve hiicre iskelet proteinlerinin yikimini saglarlar. En 6nemlisi
kaspaz3’diir, diger infaz kaspazlari ise kaspaz 6 ve 7°dir. Kaspaz 3 baslangic kaspazlari
olan kaspaz 8, 9 ve 10 tarafindan aktive edilir.

Apoptozun son asamasi; apoptotik hiicrelerin fagositoza ugramalaridir.
Asimetrik fosfolipidler, apoptotik hiicre yiizeyindeki fosfotidilserin ve hiicre parcalari,
bu asamanin temel gostergeleridir (227). Apoptotik hiicre dis yiizeyinde
fosfotidilserinin belirmesi, inflamatuvar olmayan fagositik taninmayr ve hizli bir
sekilde alinip par¢alanmasini saglar (238).

Apoptoz gibi bir diger hiicre 6liim yolagi ise nekrozdur. Nekroz; patolojik
stirecler sonucunda meydana gelen, hiicrelerin pasif olarak 6liime gittigi hiicre 6liim
yolagidir (227). Apoptoz ve nekroz birbirinden bagimsiz olarak pespese ya da ayni
anda goriilebilir. Uyarmin siddetine bagli olarak hiicre apoptoz ya da nekroza gidebilir.
Is1, radyasyon, hipoksi ve sitotoksik kanser ilaglar1 gibi faktorlerin diisiik dozlari

hiicrede apoptoza neden olurken, yiiksek dozlar nekroza neden olabilir (239).
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2.7.3. Rapamisin

Rapamisin, Streptomyces hygroscopicus bakterisi tarafindan iiretilen bir
metabolittir. Tk olarak antifungal bir ila¢ olarak tanimlanmistir ancak daha sonra
bagisiklik sistemini baskilayici ve antitiimor etki dahil pek ¢ok farmakolojik 6zelligi
kesfedilmistir (240). Giiniimiizde antifungal olarak kullanilmasa da rapamisin ve
analoglarinin, organ naklinde doku reddini 6nlemek igin, renal kanser tedavisinde
monoterapi olarak, subepandimal dev hiicreli astrositom-iliskili tuberoz skleroz ve
kalp damarlarinda restenozu 6nlemek i¢in kullanimi FDA tarafindan onaylanmistir
(241, 242).

mTORun, genetik ve farmakolojik olarak (6rnegin rapamisin) inhibisyonunun
maya, solucan, meyve sinegi gibi omurgasiz hayvanlarda ve farelerde yasam siiresini
uzattigi, yasa bagli bozukluklar1 geciktirdigi gosterilmistir ve rapamisinin mTOR
inhibitort olmasi, “yaslanma karsit1 ilag” olabilecegi diisiincesini dogurmustur (213,
243, 244). Rapamisinin yasa bagli olarak goriilen; uzaysal 6grenme ve hafiza
bozukluklari, kesifsel aktivitelerde azalma gibi durumlari olumlu yonde artirdig:
fareler iizerinde gosterilmistir (245). Rapamisin, otofaji indiikksiyonu yaparak yanlis
katlanmig proteinlerin birikimini azaltir (246). Ayrica rapamisinin SSS’de vaskiiler
fonksiyonlarin korunmasindan, inflamatuvar siireclerin engellenmesine kadar ¢ok
genis etkileri vardir (213).

mTORC1’in pargasi oldugu bilinen iki substrat; bir serin/treonin kinaz
aktivatorii olan S6 kinaz 1 (S6K1) ve Okaryotik inhibitor faktdr elF4E baglanma
proteini 1 (4E-BP1), mTORCI1 aktivitesinin diizenlenmesinde 6nemlidir.
Rapamisinin, S6K1’in aktivasyonunu giicli bir sekilde inhibe ettigi ve
fosfotidilinositol 3 kinaz (PI3K) sinyalinin de 6nemli bir diizenleyicisi oldugu
gosterilmistir (245, 247). Normal kosullar altinda mTORCI1, S6K/PI3K sinyal
iletiminin azalmasina neden olur. Rapamisin ile mTORC1 inhibisyonu ise bu negatif
geri bildirim dongiisiinii inhibe ederek PI3K sinyalinin artmasini saglar (245).
Rapamisin ayn1 zamanda mTORCI] aracili biiylime faktorii reseptor bagli protein 10
(Grb10) inhibisyonunu engelleyerek de PI3K yolaginin aktivasyonunu saglar (214).
Rapamisin, FK506-baglanma proteini (FKBP-12) ile kompleks olusturur ve bu
kompleks mTORC1’e baglanarak, mTORCI1 birlesiminin allosterik inhibitdri gibi
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davranir (245). Rapamisin, mMTORC1’i esas olarak Raptor alt birimi iizerinden inhibe
eder. Ancak, uzun siireli rapamisin maruziyetinin bazi hiicre tiplerinde mTORCI harig
yeni sentez edilmis olan mTOR’un mTORC2 kompleksini de inhibe ettigi
gosterilmistir (214).

Kanserin pek ¢ok tiirlinde mutasyona bagli, mMTORC1’in upstream diizenleyici
onkogenlerde fonksiyon artist ve timor baskilayict genlerde fonksiyon kaybi
nedeniyle mTORCI aktivitesinde artis oldugu gozlenmistir. mMTORC1 aktivasyonu,
glikoliz ve lipid biyosentezini artirir. Bu nedenle rapamisin gibi mTORCI1 segici
inhibitdrlerin, kanser metabolizmasini inhibe ederek anti-kanser etki gosterdigi
diistiniilmektedir (245).

MTORC1 upstream sinyallerinin birlestirilmesi esas olarak tuberoz skleroz
kompleks 1 (TSC1) ve 2 (TSC2) seviyesinde olusur ve bu komplekslerin aktive
edilmeleri mMTORC1 sinyalinin inhibisyonuna neden olur (218, 245). TSC, epilepsi,
kognitif fonksiyon bozuklugu ve otizm gibi pek ¢ok norolojik hastalikta rol
oynamaktadir. Bu nedenle mTORCI inhibisyonu norodejeneratif hastaliklarda
potansiyel tedavi yolagini olusturmaktadir. mTORC1’in farmakolojik inhibisyonunun
Alzheimer hastaligi, PH, Huntington hastalig1 gibi pek ¢ok in vivo nerodejeneratif
hastalik modelinde noroprotektif etkili oldugu gosterilmistir (218, 248, 249).

MTOR sinyali besin ve biiylime faktorlerine cevapta anabolik ve katabolik
metabolizmalar arasindaki dengeyi saglayarak diizenleyici gorev goriir. mTOR
sinyalindeki diizensizlikler diyabet ve obezite gibi birka¢ metabolik hastalik ile iligkili
bulunmustur (214). Rapamisin tedavisinin S6K aracili geri bildirim mekanizmasini
bozarak in vivo ve in vitro kosullarda insiilin duyarliligini artirdigs, in vitro adiposit
farklilagsmasini inhibe ettigi ve yiiksek yag diyeti ile beslenen farelerde obeziteye kars1
koruyucu oldugu gosterilmistir (250, 251). Bunun yaninda; rapamisin tedavisinin tip
2 diyabette beslenmeye bagli olarak hipoglisemiyi kotiilestirdigi, diyet ile indiiklenen
obezitede glukoz intoleransini kotiilestirdigini gosteren calismalar da bulunmaktadir
(252, 253). Iki haftalik rapamisin tedavisinden sonra, farelerin pankreaslarinin
kiigiildiigii ve karacigerlerinin biiyiidiigi go6zlenirken, daha uzun siireli tedavi
sonrasinda bu degisikliklerin normal seviyelere donmesine ragmen adiposit, viicut

agirhigi ve besin tiiketiminde ciddi azalma oldugu gézlenmistir (245).



46

3.GEREC VE YONTEMLER

Deneylerde Sprague-Dawley (SD), 200-250 g agirliginda, uzun siire bir arada
yasayacak olduklar1 i¢in daha az agresif olan disi sicanlar (n=117) kullanildi.
Deneylerde kullanilan siganlar sabit nem ve sicaklikta 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik ortamda tutuldular. Deney 6ncesinde ya da deney sirasinda siganlara herhangi
bir yiyecek ya da s1v1 kisitlamasi uygulanmadi. Bu arastirmalar Hacettepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul izni ile yapilmistir (toplanti sayis1 2014/08, dosya
kayit numarasi 2014/51, karar numarasi 2014/51-08).

3.1. Parkinson Hastalig1 Modelinin Olusturulmasi

Siganlarda Parkinson hastaligit (PH) modeli; “Chicken [-aktin promoter
(CBA)” igeren Adeno iligkili viral vektor (AVV) serotip 5 aracili insan alfa-siniiklein
(a-sin) proteini (AAV5-CBA-aSyn, 1.0X10* vg/ml)’nin ve viriis kontrolii olarak yesil
floresan proteini (GFP) (AAV5-CBA-eGFP, 9.5X10'? vg/ml)’nin stereotaksik olarak
bilateral substantia nigra (SN) ve dentat girus (DG) bolgelerine enjekte edilmesi ile
olusturuldu. PH modeli olusturulmak tizere stereotaksik olarak enjekte edilen viral
vektorler Michael J Fox kurumu tarafindan hediye olarak verildi. Cerrahi iglem 6ncesi
siganlar; kilogram basina 80-100 mg ketamin ve 5-10 mg ksilazin karisimi
intraperitonel (i.p) uygulanarak anesteziye edidi. Derin anesteziye gectikleri penge
kistirma testi ile dogrulandiktan sonra stereotaksik aparata yerlestirildiler. Bas deri
dokusu batikon ile temizlendi ve tras edildi. Kafa derisi 1,5 cm genisliginde acildi.
Kafatasi lizerinde mikroskop yardimi ile bregma bulunarak baslangi¢c noktasi olarak
alindi ve substantia nigra pars compacta (SNpc)’ya enjeksiyon yapabilmek icin
streotaksik ¢ergeve iizerinde koordinatlar Anterior-Posterior (AP)= -5.2, Medio-
Materal (ML)= + 2.0, Dorsal-Ventral (DV)= -7.2 (tooth bar -2.3), dentat girus (DG)
igin ise AP=-5.0, ML=+ 3.5, DV=-2.6 (tooth bar -2.3) olacak sekilde ayarland1 (254,
255). Uygun koordinatlar belirlendikten sonra 1-2 mm genisliginde delik agild1 (Sekil
3.1. a). Hamilton ignesinin ucuna viriisiin metale degmemesi ve yapismamasi i¢in 10
mm uzunlugunda, 150 um dis ¢ap1 olan cam kapiller eklendi ve kapillerin ucu, 1s1

yardimut ile i¢ a¢ikligi 50 um olacak sekilde ayarlandi (Sekil 3.1. b, ¢). Hamilton ignesi
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yardimi ile cam kapillere O6nce 2 pl serum fizyolojik (SF), SF ve viriis
siispansiyonunun karigmamasi i¢in 1 pl hava ve 2 pl viriis siispansiyonu ¢ekildi (Sekil
3.1. d). Hamilton ignesi ile uygun derinlige inildi ve 1 dakika dokunun normale
donmesi i¢in beklenildi. Dakikada 0,4 ul olacak sekilde 30 saniyede bir toplam 2 pl
viriis stispansiyonu verildi. Enjeksiyon bitiminde viriisiin, kafa i¢i basincina bagh
olarak aniden disari ¢ikmasinin Onlenmesi i¢in; Hamilton ignesi SN dokusundan
¢ikarilmadan once 5 dakika, DG dokusundan ¢ikarilmadan 6nce 7 dakika beklendi ve
yavas¢a dokudan ¢ikarildi. Cerrahi islem sonrasi once batikon ile kafa derisi

temizlendikten sonra 3 mm’lik cerrahi iplik ile dikildi.

1.50D x0.86 ID x 100 L mm

Quantity: 225

(B) \ (©)

Sekil 3.1. Enjeksiyon bolgeleri ve enjektoriin Ozellikleri (A) Parkinson hastaligi
modeli olusturmak i¢in yapilan AVV-aracili virlis siispansiyonunun
uygulandig1 enjeksiyon bdlgeleri, (B) Hamilton ignesi, (C) Cam kapiller
tiip, (D) Enjeksiyona hazir hale getirilmis hamilton ignesi

(A)

Ignenin ucu kalan doku pargalarinin temizlenmesi i¢in 6ncelikle %3liik hidrojen
peroksit (H202) ¢ozeltisinde bekletildi daha sonra ise H2O2 kalintilarinin temizlenmesi
icin distile suya konuldu. ignenin ucunda kalmis olan SF ya da siispansiyonun
temizlenmesi i¢in ise Hamilton ignesinin i¢cinden SF gecirildi.

Cerrahi islem sonrasi siganlarda sivi kaybini azaltmak i¢in 1 ml s.c SF ve
agrilarin1 azaltmak i¢in 10 mg/ml dozunda intraperitoneal (i.p) parasetamol
enjeksiyonu yapildi. Sicanlar uyanana kadar, viicut sicakliklarini korumak igin 1sitici
tizerinde tutuldu ve gozlerinde kuruma olmamasi igin 30 dakikada bir gozlerine SF
damlatildi.

Cerrahi islem sonrasi bir grup sigana (n=11 a-sin, n=11 GFP, n=8 SF, n=7
kontrol) herhangi bir tedavi uygulanmayarak 16. haftadan itibaren davranis

deneylerine baslanildi. Siganlarin bir kisminda (n=5 a-sin, n=6 kontrol) cerrahi islem
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sonras1 her iki haftada bir lokomotor aktivite testi uygulanarak motor hareketlilik
degerlendirildi ve 16. haftada sakrifiye edildi. Olusturulan Parkinson hastalig1 hayvan
modelinde rapamisin tedavisinin erken donem, noroprotekrif etkisini degerlendirmek
icin a-sin enjeksiyonunun yapildig1 giinden itibaren haftada 3 defa (Pazartesi,
Carsamba ve Cuma) 8 hafta boyunca hem enjeksiyon grubuna hem de kontrol grubuna
tedavi ya da ¢oziicii uygulamasi yapildi (a-Sin enjeksiyonu yapilan n=8 siganda
rapamisin tedavisi, n=10 ¢6ziicii, kontrol olarak n=5 siganda rapamisin tedavisi, n=6
¢ozilicii ayrica n=4 naive kontrol). Patoloji olustuktan sonra tedavinin hastaligin
ilerlemesini engelleyici, nororestoratif etkisini degerlendirmek igin a-sin enjeksiyonu
yapildiktan sonraki 10. haftadan itibaren haftada 3 defa (Pazartesi, Carsamba ve
Cuma) 8 hafta boyunca hem enjeksiyon grubuna hem de kontrol grubuna tedavi ya da
¢ozilici uygulamasi yapildi (a-sin enjeksiyonu yapilan n=10 sicanda rapamisin
tedavisi, n=10 siganda ¢oziicii, kontrol olarak n=6 sicanda rapamisin tedavisi, n=6
sicanda ¢oziicii ayrica n=4 naive kontrol). (Tablo 3.1.) ve 16. haftadan itibaren

davranis deneyleri gerceklestirildi.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan toplam sigan sayisi

Deney Gruplari
Bilateral SN ve DG Bilateral SN ve DG | Bilateral SN ve DG | Naive
a-sin enjeksiyonu GFP enjeksiyonu SF enjeksiyonu kontrol
n=8 ilk 8 hafta n=5
Rapamisin - -
n=10 son 8 hafta n=6
g n=10 ilk 8 hafta n=6
= Coziicii - B
2 n=10 son 8 hafta n=6
el
8| Herhangi bir | n=11 n=15*
tedavi = n=11 n=8 n=6**
uygulanmayan

# Karakterizasyon grubunun ve tedavi grubunun toplam naive kontrol sayisidir.

* Bilateral a-sin enjeksiyonunun ardindan her iki haftada bir lokomotor aktivite testi yapilip 16. haftada
sakrifiye edilen grup

** Herhangi bir igsleme tabi tutulmamis siganlar, a-sin enjeksiyonu yapilmig siganlarla birlikte her iki
haftada bir lokomotor aktivite testine tabi tutulup 16. haftada sakrifiye edildi.
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3.2. Parkinson Hastahg Hayvan Modelinde Tedavinin Uygulanmasi

Cerrahi islem ile AAV-aracili a-sin enjekte edilerek olusturulan Parkinson
hastaligt modelinde sicanlara i.p. olarak rapamisin enjekte edilerek etkisi
degerlendirildi. Rapamisinin alkoldeki ¢oziniirligii 10 mg/ml’dir. 10 mg/ml olarak
hazirlanan rapamisin stok soliisyonu son konsantrasyon 1 mg/1 ml olacak sekilde
¢oziicli ile seyreltildi. Coziicii olarak %5 PEG 400 (polietilen glikol 400), %5 Tween
80 ve %4 etil alkol igeren distile su kullanildi (256). Hazirlanan 1 mg/ml rapamisin
¢ozeltisinden kilogram basmma 3 mg/kg olacak sekilde gerekli miktar i.p. olarak
uygulandi (256, 257). Ayni sekilde ¢oziicii kontrol grubuna da viicut agirliklarina gore

¢oziicli soliisyonundan uygun miktar (3 mg/kg karsiligi) i.p. olarak uygulandi.

3.3. Deney Plam

Deneyler 3 boliim olarak planlandi. Ilk bolimde AAV-aracili a-sin
enjeksiyonun etkisi hafta bazinda degerlendirilmek istendi. Bu amagla enjeksiyon
yapilan ilk haftadan itibaren her iki haftada bir lokomotor aktive testi yapilarak, a-sin
enjeksiyonun motor hareketlilige etkisi degerlendirildi. 16. hafta basinda ise molekiiler
diizeydeki degisiklikleri izlemek icin siganlar, perfiize edilmeden sakrifiye edildi.
Boylece beyinlerde yapilan analizler ile 16-18. haftalar arasinda yapilan davranis
deneyleri sirasinda, 3 hafta igerisinde, molekiiler diizeydeki degisiklikler incelenebildi
(Sekil 3.2).

I Western blotting I

———

3. hf 5. hf 7. hf 15. hf 16. hf 17. hf 18. hf

l N ~ _/

Lokomotor aktivite testi v
sakrifiye

Motor hareketlilikteki degisimin degerlendirilmesi

Enjeksiyon

Sekil 3.2. Parkinson hastaliginin motor belirtilerinin ilk haftalardan itibaren hayvan
modelindeki ilerleyisini gostermek igin olusturulan grubun deney planinin
sematik gosterimi

Ikinci béliimde ise; AAV-aracili bilateral SN ve DG’ye a-sin enjeksiyonu ile

sicanlarda Parkinson hastaligt modellenerek; hastaligin molekiiler diizeyde
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incelenmesi saglandi ve var olan degisikliklerin davranisa yansimasi gosterildi. Elde
edilen etkinin a-sin asir1 ifadesi kaynakli oldugunu gostermek ve viriisiin kendi “etkisi
olabilecegi ihtimalini dislamak™ icin AAV-aracili GFP enjeksiyonu ve cerrahi isleme
bagli olusan “hasar1 olasiligini elemek” igin de SF enjeksiyonu gergeklestirildi. Bunun

disinda bir grup naive kontrol olarak kullanild: (Sekil 3.3).

Davramis Deneyleri

16. hf 17.hf 18. hf
A 10 1 I N T Y Y O A I I _
. .
=1. YAL testi =1. MWM testi *1. Rotarod
A AR * 2.¥NT testi = 2. MWM + 2. Rotarod
Enjeksiyon -3, ¥YNT 3. MWM -3. Rotarod
4, ¥YNT 4, MWM *4, Lokomotor
5. ¥YNT *5. Prob testi +5. Apomorfin ile indiklenmis
*1-4,5TT lokomotor aktivite testi

Sekil 3.3. Parkinson hastalig1 hayvan modelini karakterize etmek i¢in olusturulan ilk
grubun deney planinin sematik gdsterimi

Ugiincii grup ise a-sin agir1 ifadesine bagl olarak olusan noronal ve sinaptik
kayb1 6nlemek ya da durdurmak igin tedavi grubu olarak planlandi. ilk olarak bilateral
SN ve DG’ye a-sin enjeksiyonu yapilan ilk giinden baslanarak 8 hafta boyunca haftada
3 glin 3 mg/kg dozunda rapamisin ya da ¢oziicii i.p. olarak enjekte edildi. Boylece,
ilacin ndronlar1 koruyucu etkisinin dlgiilmesi planlandi. Sonraki 8 hafta her hangi bir
islem yapilmadan beklenildi ve 16. hafta davranis deneylerine baslandi. ikinci olarak
bilateral SN ve DG’ye a-sin enjeksiyon yapildiktan sonra herhangi bir islem
yapilmadan beklendi ve 10. haftadan itibaren 8 hafta boyunca haftada ii¢ giin 3 mg/kg
dozunda rapamisin ya da ¢oziicii i.p. enjekte edildi. Rapamisin tedavisi devam ederken
16. haftadan itibaren yine planlandigi sekilde davranis deneyleri gergeklestirildi (Sekil
3.4).

Rapamisin tedavisi sonrasi siganlarda bir miktar kilo kayb1 gozlendigi igin her
hafta basinda kilo kontrolii yapilarak kilo kaybindan dlmemeleri icin tedavi
gruplarinda ve ayrica kontrol gruplarinda, ek besine bagl bir etkiyi elemek i¢in haftada

bir giin yemlerin yanina yulafl biskiivi eklendi.
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Sekil 3.4. Parkinson hastaligt hayvan modelinde rapamisin tedavisinin etkisini
gostermek icin olusturulan tedavi grubu deney planinin sematik
gosterimi

3.4. Davranis Deneyleri

Intraserebral AAV-aracili bilateral SN ve DG’ye a-sin enjeksiyonu
gergeklestirildikten sonra a-Sin agir1 ifadesinin saglanmasi ve hiicre i¢inde patolojik
cokeleklerin olusmas1 icin belirli bir siire gerekmektedir. Hem literatiir
degerlendirildiginde hem de daha 6nce yapmis oldugumuz pilot ¢alismalar g6z oniine
alindiginda hastaligin ileri evrelerinde goriilen biligsel fonksiyon kayiplarinin
degerlendirilebilmesi i¢in davranis deneyleri 6ncesi 16 hafta beklenilmesine karar
verildi (258). A-sin asir1 ifadesine bagli olusan patolojinin motor ve motor-disi islevler
tizerine etkisinin degerlendirilmesi amaci ile davranis deneyleri uygulandi. Biitiin
davranis deneyleri ve analizler kor olarak gergeklestirildi. Aksiyeteyi azaltmak ve
ortama aligmalarint saglamak ic¢in sicanlar deneye baslamadan 1 saat Oncesinde
deneyin yapilacagi odaya getirilerek ortama alismalar1 saglandi. Ayrica; deneylere
baslamadan 6nceki 3 giin boyunca giinde 1 saat elde tutularak, deneyi yapacak kisiye
aligmalar1 saglandi. Davranis deneyleri i¢in daha az stres yaratan ve daha az giic
gerektiren testlerden, daha cok giic gerektiren testlere dogru bir siralama belirlendi.

Buna uygun olarak da belirli deneyler arasinda 2 giin siire birakildi.
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3.4.1. Yiikseltilmis Art1 Labirenti Testi

Art1 seklinde siyah pleksiglass bir diizenek kullanildi. Art1 seklindeki
diizenegin tim kollar1 yerden 70 cm yiikseklikte, 45 cm uzunlukta ve 12 cm
genisliktedir. Dort koldan sadece karsilikli iki kol 45 cm’lik yiiksek duvarlarla ¢evrili
olup uglar da kapalidir. Dort kolun her birine esit uzaklikta ortada 12x12 cm’lik kare
bir merkez bulunmaktadir (259). Diizenegin iizerinde tavana sabitlenmis, hareketleri
takip etmeyi ve kayit etmeyi saglayan bir kamera bulunmaktadir (Sekil 3.5). Kamera
bir bilgisayara baglidir ve kameranin kaydetmis oldugu goriintiiler bilgisayarda yiiklii
bulunan video takip sistemi (EthoVision®XT, Noldus Informational Technology,
Wageningen, Hollanda) araciligiyla analiz edilir. Oda igerisinde sabit basi¢ ve
sicakligl saglayan havalandirma sistemi vardir. Deneyin gergeklestirildigi oda ¢ok
aydinlik olmamalidir.

Deney sirasinda siganlar kafesten tek tek alinarak yiikseltilmis art1 labirentinin
(YAL) orta noktasina yiizleri kapali olan kollardan birine doniik olacak sekilde
konuldu ve 5 dakika boyunca kayit alind1 (260).

(B) '
Sekil 3.5. Yikseltilmis art: labirenti testi diizenegi: (A) Karsidan goriinisti,
(B) Ustten goriiniisii

Kayit ile es zamanli olarak gergeklestirilen analiz ile her bir sicanin agik
kollarda ge¢irdigi toplam siire, ka¢ defa acik kollara ugradiklari, kapal kollarda
gecirdikleri toplam siire ve ka¢ defa kapali kollara ugradiklari hesaplandi. Her bir grup
icin ortalama acik kolda gegirilen siire/ kapah kolda gegirilen siire, acik kola
ugrama sikhgl/ kapah kola ugrama sikhig1 hesaplandi (261). Boylece si¢anlarin
aksiyete ve benzeri davraniglar agisindan degerlendirilmesi amaglandi (262). Kayit

siirecinde deney hayvanlarinin agik kolda daha cok vakit gegirmesi anksiyete
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seviyelerinin disiik oldugunun gostergesidir. Kapali kollarda gegirilen siirenin artmast

ise anksiyetenin arttigina isaret etmektedir.

3.4.2. Yeni Nesne Tanima Testi

Yeni nesne tanima (YNT) testi, 40x40x40 cm boyutlarinda siyah renkli istii
acik kare ahsap kutu kullanilan bir bellek testidir ve hafizay1 degerlendirmeyi saglar
(263). Test, YAL testinin yapildigi odada ve ayn1 oda kosullarinda gergeklestirildi.
Birbiri ile ayn1 olan 3 adet kutu, tavana sabitlenmis olan kameranin altina net olarak
goriilecek sekilde yerlestirildi. Siganlar, ilk iki giin boyunca bos kutuya konularak ve
10 dakika kutuyu tanimalarina izin verildi. Boylece kutuya alismalar1 saglandi. Daha
sonra egitim fazi i¢in kutunun arka tarafina kenarlardan 10 cm igerde olacak sekilde
birbirinin aynisi iki nesne (ayni legolar) yerlestirildi. Siganlarin arkasi nesnelere, yiizii
duvara doniik olacak sekilde kutuya konuldu ve nesneler ile 10 dakika vakit gegirmesi
saglandi. Test faz1 olarak ise; egitimden 1 saat sonra nesnelerden bir tanesi, bagka bir
nesne (farklt bir lego) ile degistirildi. Tekrardan yiizleri duvara ve arkalari nesneye
doniik olacak sekilde kafesin igine birakilarak, 5 dakika boyunca nesneler ile vakit
gecirmeleri saglandi. 24 saat sonrasinda yine yakin donem bellegi test etmek igin
degistirilmis olan nesne bambagska bir nesne (yeni bir lego) ile degistirildi ve 5 dk
boyunca hem eski nesne hem de yeni eklenen nesne ile vakit gecirmesi saglandi (Sekil
3.6). Bu test 1 saat sonrasinda, kisa donem bellek testi olarak (263), egitim fazinin
tizerinden 24 saat gegtikten sonra yapilan test ise uzun donem bellek testi olarak
uygulandi (264). Bu sirada nesneler degistirilirken sag ya da sol se¢cimine bagli yanlis
bir yorum olmamasi i¢in, ayn1 gruptan sicanlarin bir kisminda sag taraftaki nesne, bir

kisminda ise sol taraftaki nesne, yeni bir nesne ile degistirildi.
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10 Dk Egitimden 1 saat sonra 5 dk Egitimden 24 saat sonra 5 dk
(A) Egitim faz (B) Kisa donem hafiza testi (C) Uzun dénem hafiza testi

Sekil 3.6. Yeni nesne tanima testi diizenegi: (A) Birbirinin aynisi iki nesne ile
alistirma yapilan siganlara, (B) 1 saat ve (C) 24 saat sonra farkli nesneler
verilerek yakin ve uzak bellek test edilir.

Bu sirada video takip sistemi ile siganlarin hareketleri ve nesnelerle ne kadar
vakit gecirdikleri kayit edildi. Analiz sirasinda da yeni nesne ile % ne kadar vakit
gecirdikleri hesaplandi. Normal olarak siganlarin herhangi bir bellek bozuklugu yok
ise eski nesneyi tanidiklarindan, yeni nesne ile daha ¢ok vakit gecirmeleri beklenir.
Ancak; bellek bozukluguna bagli olarak eski nesneyi de unutacagindan, yeni nesne ile

gecirilen % siire azalir.

3.4.3. Siikroz Tercih Testi

Alistirma amach her kafese %2’lik siikrozlu su olan 2 suluk konuldu. 24 saat
sonra suluklardan biri (sag ya da sol) icme suyu ile degistirildi. Ancak, suluklar kafese
konmadan once baslangi¢ agirliklarini tespit etmek icin tartildi. Daha sonra tiiketilen
igme suyu ve siikrozlu su miktarini belirlemek i¢in hem kafese konmadan 6nce hem
de 24 saat sonrasinda suluklar yeniden tartildi. Bir hafta boyunca 24 saatte bir icme
sular1 ve siikrozlu sular tartilarak tazelendi. Her 24 saatte bir icme suyu ve siikrozlu
suyun yeri ters yonlere konarak degistirildi ki herhangi bir yone egilim varsa bu
durumun dislanmasi hedeflendi. Kafes sayisinin az olmasi ve deney hayvanlarinin
sayisinin ¢ok olmasi sebebi ile kafeslerdeki sayilar esit olamadi. Bu nedenle ayni
gruptan olan 3 ya da 4 sigan ayni kafese konuldu. Hesaplama yapilirken; (baslangi¢
sitkrozlu su miktari- 24 saat sonraki sitkrozlu su miktar) ile tiiketilen siikroz miktari
bulunur. (baslangic icme suyu miktari- 24 saat sonraki icme suyu miktary) ile

tiiketilen icme suyu miktar1 bulunur. Tiiketilen toplam siikroz miktar1 6lgiildiikten



55

sonra bir kafeste birden fazla sigan bulundugu igin her birinin ne kadar siikroz
tikettigini belirlemede agirliklari esas alindi. Meydana gelen hedoniyi degerlendirmek
i¢cin her bir sigan i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde her giin % Siikroz Tercih= tiiketilen
sitkroz miktart (Q) / tiiketilen toplam sivi miktart (§)*100 formiilii kullanilarak
hesaplama yapildi (265). Siikroz tercih testi (STT) hedoniyi 6l¢gmek i¢in kullanilan bir
testtir ve anhedoni durumunda siikroz tiiketiminin azalmasi beklenmektedir (266). Bu
test, bilateral SN’ye a-sin asir1 ifadesine bagli ventral tegmental alanda (VTA)
olugmasi beklenen noron kaybinin fonksiyonel gostergesi olan anhedoniyi 6l¢mek i¢in

yapild1 (267).

3.4.4. Morris Su Tanki Testi

140 cm capinda ve 75 cm derinliginde siyah, daire bir tank kullanilir. Tankin
icine egitimler sirasinda ayagi 50 cm yiiksekliginde ve ¢ap1 10 cm genisliginde olan
siyah renkli bir platform (Sekil 3.7.b), odanin girisi kuzey kabul edilerek giineybat:
yoniinde tankin igine yerlestirildi. Tankin i¢i platformun istiinii 5 cm gegecek sekilde
24-25°C sicakliginda su ile dolduruldu. Tankin kenar yiiksekligi, tanktan
kacamamalari i¢in su seviyesinin {istlinden 20 cm bosluk olacak sekilde ayarlandi.
Tankin etrafindaki 4 duvara (kuzey, giliney, dogu ve bati yonlerine) yonleri
bulabilmeleri icin farkli ipuglar1 yerlestirildi (Sekil 3.7). Odanin i¢i los bir 151k ile
ipuclart goriilecek, ancak platform goriilmeyecek sekilde aydinlatildi. Kamera tanki
net olarak gorecek sekilde tavana monte edildi. Kamera ve bagli oldugu video takip
sistemi (VideoMot2, TSE Systems, Thuringia, Germany) yardimui ile izledikleri yol,
platformu bulma siireleri ve farkli kadranlarda gecirdikleri siireler kayit edildi. TSE

VideoMot2 sisteminin yazilimi ile de analiz edildi.
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(A) (B)

Sekil 3.7. Morris Su Labirenti test diizenegi; (A) Tank ve harici ipuglari, (B) Tankin
icine konulan gizli platform

Egitim i¢in, ilk 4 gilin siganlar yiizleri tankin duvarina ve arkalar1 da platforma
doniik olacak sekilde, her giin farkli bir kadrandan baslamak kosuluyla 4 farkli
kadrandan (platform giineybati yoniinde oldugu i¢in; kuzey, kuzeybati, giineydogu ve
dogu yonlerinden) tanka birakilarak 2 dakika boyunca platformu bulmalari igin
beklendi ve bu islem giin igerisinde 4 defa tekrarlandi. 2. dakikanin sonunda hala
platformu bulamayanlarin el yardimu ile platforma ulasmalart saglandi (268). Platform
tizerinde 10 sn etrafi incelemesi ve platformun yerini 6grenmesi i¢in beklendi. Egitim
stiresince platformu bulmak i¢in ortalama gegirdikleri siire hesaplandiginda ve eger bu
stire kontrol hayvanlari i¢in 4. giiniin sonunda 15 sn’nin altinda ise, 5. giin tiim gruplar
prob testine tabi tutuldu. Prob testinde; tankin i¢inde bulunan gizli platform ¢ikartildi
ve sistem iizerinde yeri igaretlendi. Kuzey kadranindan yiizleri duvara doniik olarak
suya birakilan siganlarda 90 sn kayit alindi. Daha sonra platformun daha once
bulunmus oldugu bolgede ne kadar vakit gegirdigi ve platform bolgesini bulma siireleri
analiz edildi. Bu test ile uzaysal hafiza ve 6grenilen bilgilerin geri ¢agiralabilme
yetenekleri “reconsolidasyon” test edilmektedir (269). Bilateral DG’ye a-sin
enjeksiyonu ile siganlarin uzaysal hafizalarinin bozulmasi ve buna bagli olarak da

platformu bulamamalar1 ya da daha uzun siirede bulmalar1 beklenmektedir.
3.4.5. Rotarod Testi
Doner bir mil tizerinde gergeklestirilir. Belli bir hizla dénen ve hiz1 giderek

artan doner mil (rod/mil) tizerinde siganlarin ne kadar kalabildigi (diisme latansi)

oOlgiilerek motor koordinasyon ve motor 6grenme test edilir. Rotarod cihazi (Commat
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Ltd.) 4 bolmeden olugmaktadir. Her boliimiin altinda diistmeyi algilayan ve o bolim
igin siireyi durduran bir sensor vardir. Her bolim 40 cm ¢apindaki silindirlerle
birbirlerinden ayrilmigdir. Silindirlerin merkezinden 5 cm ¢apinda mil geger (Sekil
3.8). Milin donme hiz1 2 ile 48 rpm arasinda olabilir ve 1 ile 10 dakika arasinda dakika
bazinda 2 rpmden baslayarak 48 rpme kadar hizlandirilabilir.

Sekil 3.8. Rotarod motor koordinasyon ve 6grenme testi cihazi

Dengede kalabilmek igin; si¢anlar yiizleri doniis yoniiniin tersine bakacak
sekilde mil lizerine yerlestirildi. Eger yerlestirildikten 4 saniye ya da daha kisa siirede
diiserlerse; yeniden milin tizerine yerlestirilir. Deneyde ilk giin mil {izerinde durmaya
alisilmasi i¢in, bir dakika boyunca sabit 4 rpm hizda mil {izerinde yiirtimeleri saglandi.
Bu islem 10 dakika ara ile 4 defa tekrarland:. Ikinci giin egitim faz1 olarak; 1 dakika
icinde 4 rpmden 10 rpme kadar hizlandirilan mil iizerinde dengede kalmalar1 saglandi
ve yine 10 dakika ara ile 4 defa deneme yapildi. Diisme latanslar1 ve ka¢ rpm’de
(frekansta) diistiikleri kayit edildi. Ugiincii giin test fazinda ise; doner mil 300 saniyede
(5 dk) 4 rpm’den-44 rpm’e hizlanacak sekilde ayarlandi, diisme latanslart ve
frekanslari kayit edildi. Test fazinda da 10 dk ara ile 4 deneme yapildi. Her biri i¢in
ortalama diisme latans1 ve frekansi hesaplanarak motor 6grenme dereceleri belirlendi
(270). SN’ye a-sin agsir1 ifadesi bilateral olarak saglanmasi sebebiyle asimetri
beklenmemektedir. Ancak dopaminerjik néron kaybina bagli, motor 6grenmede ve
koordinasyonda bozukluk beklenmektedir. Motor koordinasyon bozuklugu oldugunda
mil lizerinde daha kisa siire dengede durma ve daha diisiik frekansta diismeleri

beklenmektedir.
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3.4.6. Bazal ve Apomorfin ile indiiklenmis Acik Alan Lokomotor Aktivite
Testi

40X40X40 cm boyutlarinda seffaf pleksiglass malzemeden yapilmis kare
kutular ve altinda bulunan infrared sensoér sistemi ile yatay ve dikey hareketleri
algilayan bir diizenek kullanilir. Kafesler kablo araciligiyla bilgisayara baglidir ve
kafes igindeki biitiin hareketler analiz siiresince kayit edilir (Sekil 3.9). Bilgisayara
yiklii yazilim yardimiyla toplam hareket (stereotipik: kendi etrafinda donme,
koklama, kagsinma, ambulatory: durup yeniden harekete baslama ve vertikal: arka
ekstremiteleri iizerinde yiikselme), yiirlime, ayaga kalkma, duragan gecirdigi siire ve
kat ettikleri mesafe es zamanl olarak analiz edilir. Kafes i¢inde daha yogun vakit

gecirilen bolgeler ve izlenilen yol grafiksel olarak da aktarilir.

Sekil 3.9. Lokomotor aktivite kafesleri ve bilgisayar-aracili analiz sistemi

Test icin; kafeslerin i¢ine tek tek konulan si¢anlarin 1 saat boyunca bazal
aktiviteleri analiz edildi. 24 saat sonra 0,5 mg/kg dozunda apomorfin ciltaltina
uygulandiktan sonra 1 saat boyunca kayit alindi ve analiz edildi. Literatiir
degerlendirildiginde ve daha 6nce gerceklestirdigimiz deneylerde 1 mg/kg gibi yliksek
dozlarda beklenilen etki gézlenmediginden, apomorfin dozu 0,5 mg/kg olarak
secilmistir (271). Motor fonksiyonlar1 degerlendirmek amaciyla 6zellikle horizontal
hareketde ve kat edilen mesafedeki artma/azalma incelendi. SN’de a-sin asir1 ifadesine
bagli motor fonksiyon kaybinin gostergesi olarak bazal harekette azalma ve apomorfin
enjeksiyonu sonrasi a-sin enjeksiyonu yapilmis siganlarda dopaminerjik ndron

kaybina bagli hareketlilikte artis gézlenmesi beklenmektedir (271).
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Apomorfinin yarilanma Oomrii oldukca kisadir ve etkisi ¢abuk ge¢cmektedir
(272). Ancak yine de diger davranis deneylerinde apomorfine bagli olasi bir etki
gormeyi engellemek i¢in; apomorfin ile indiiklenmis lokomotor aktivite testi davranis

deneylerinin en sonuncusu olarak planlandi.

3.5. Beyinlerin izole Edilmesi

Davranis deneylerinin hemen bitiminde deney hayvanlarinin bir kismi
immiinoblotlama ile protein diizeyinde meydana gelen degisiklikleri degerlendirmek
icin CO; (karbondioksit) gazi ile sersemletildikten sonra dekapite edildi (Tablo.3.2.).
Stirekli oksijenlendirilen dondurulmus beyin omurilik sivis1 (BOS) iizerine alinan
beyinlerde sag ve sol striatum, hipokampiis ve korteksleri ayrilarak sivi azotta hizlica
donduruldu. S1v1 azotta dondurulmus olan beyinler, uzun siire saklanmak tizere -80°C
derin dondurucuya kaldirildi. Immiinohistokimyasal incelemeler igin ise; diger bir
grup hayvan yiiksek doz ketamin/ksilazin karisimi ile uyutulduktan sonra kardiyak
olarak perfiize edildi (Tablo.3.2.). Perfiizyon sirasinda once %30’luk heparin
gegirilerek kanin viicuttan atilmasi saglandi ve daha sonra %4’liikk paraformaldehit
(PFA) ile dokular fikse edildi. Perfiizyon sonrasi beyinler cerrahi olarak g¢ikartild.
Cikartilan beyinler PFA soliisyonunda oda sicaklifinda 24 saat bekletildi ve sonra
uzun siire saklamak i¢in %30’luk siikroz soliisyonuna alinarak +4°C’de buzdolabinda

saklandi.

Tablo 3.2. Immiinohistokimya ve immiinoblotlama igin kullanilan deney hayvam

sayisi
Deney Gruplan
. Bilateral SN ve | Bilateral SN ve .
Blla'teral _SN ve DG DG GEP | DG SE Naive
a-sin enjeksiyonu S S Kontrol
enjeksiyonu enjeksiyonu
IHC WB IHC WB IHC WB IHC WB
Rapamisin n=4ilk 8 hf |n=4ilk 8 - - n=2 n=3
2 n=5son 8 hf n=5son 8 n=3 n=3
=
= |Coziici n=5ilk 8 hf pn=5ilk 8 - - n=3 | n=3
% n=5son 8 hf |=5son 8 n=3 |n=3
E Herhangi bir
tedavi n=6 n=5 n=6 n=5 n=4 n=4 n=8 | n=7
uygulanmayan
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3.6. Beyin Kesitlerinin Saklanmasi

+4°C’de %30’luk siikroz ¢ozeltisinde saklanan beyinlerden 35 um kalinliginda
mikrotom (Kriyostat-Leica CM 1100) yardimu ile kesitler alindi (Sekil 3.10.a). Doku
yapistiricist ile metal bir ylizeye sabitlenen beyinler, kuru buz yardimi ile donduruldu.
Sira ile alinan tiim beyin kesitleri, her bir kuyucukta biitiin bolgeler olacak sekilde
siralanarak 24’1tk well platelerde saklandi (Sekil 3.10.b). Beyinlerin bozulmadan
saklanabilmesi i¢in kuyucuklarin igerisine etilen glikol ve gliserol igeren, bir anti-

freeze soliisyonu konuldu.

€e,.

I1CA 20008

(A) - (B)

Sekil 3.10. Immiinohistokimyasal boyama i¢in kullanilan cihazlar: (A) mikrotom
cihazi, (B) 24’1 well plate

3.7. Proteinlerin Ekstraksiyonu

Sivi azotta dondurulan beyinler, molekiiler analiz yapabilmek i¢in homojenize
edildi. Bu amagla hipokampiisler ve striatumlar tek tek tartilarak doku agirliklarinin
10 katt RIPA (Radioimmunoprecipitation Assay) soliisyonu, soliisyonun 1:50 oraninda
proteaz inhibitdr kokteyli (Sigma® P8340-5ml) ve 1:100 oraninda fosfataz inhibitor
kokteyli (Sigma® P0044-1ml) eklendi. Ultrasonik homojenizatdr ile dokular
pargalanip, siispansiyon olusturana kadar homojenize edildi. Homojenize edilmis
dokular +4°C’de sogutulmus satrifiij cihazinda 14000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda pelet ve proteinleri igeren siipernatantlar birbirinden ayrildi
ve ependorflara konarak -80°C’de saklandi.

Stipernatantlarda, immiinoblotlama 6ncesi konsantrasyonu belirlemek icin
protein tayini yapildi. Protein konsantrasyon tayininde; Pierce™ BCA Protein Assay
Kit kullanildi. Kitin protokoliine gore; belirli konsantrasyonlarda hazirlanan albuminin

absorbans degerleri olgiilerek, denklemi bilinen bir dogru elde edildi. Bu denklemde
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konsantrasyonu bilinmeyen orneklerin absorbans degerleri formiildeki yerlerine

konularak 6rneklerin protein konsantrasyonlart hesaplandi.

3.8 Proteinlerin immiinblotlama ile Tayin Edilmesi

Immiinblotlama, doku &rneklerinde 6zgiil protein miktarmin saptanmasi icin
kullanilan bir molekiiler biyoloji yontemidir. Proteinler jel elektroforezi yontemi ile
negatif yiiklendirilerek jelin yapisindaki farkli boyutlardaki porlardan gecerken
molekiil agirliklarina gore ayrigtirilirlar. Negatif ylikli molekiiller art1 kutba dogru
hareket ederlerken biiyiik boyutlu molekiiller gittikge daralan porlardan gegcemezler
yukarlarda kalirlar. Kiigiik molekiillii proteinler ise daha asagilara kadar hareket
ederler. Jel {izerinde boyutlarma gore hizli ya da yavas hareket eden proteinlerin
goriiniir hale gelebilmeleri i¢in membrana aktarilmalar1 gerekmektedir. Bu isleme de
blotlama denir. Membranlar her tiir proteini baglayabilmektedir. Proteinlerin jelden
membrana aktarilmasi 6zel bir tampon ve elektrik aracilifiyla gerceklesmektedir.
Membrana aktarilan proteinler 6zel antikorlar aracilifiyla goriiniir hale gegcirilir ve
farkli 6rneklerdeki proteinlerin miktarlar1 6lgiilerek karsilastirilmalar: saglanir.

Konsantrasyonlari bilinen proteinlerde immiinoblotlama ile semi-quantitative
miktar tayini yapildi. Oncelikle; 6rneklerin yiiklenecegi ideal miktar1 belirlemek igin
optimizasyon yapildi. Bu amagla tek bir 6rnegin artan miktarlar1 jele yiiklenerek
proteinin doygunluga ulastigi miktar1 saptandi. Yapmis oldugumuz optimizasyon
caligmasi sonrasinda her 6rnekten 30 pg yiikklemeye karar verildi. 30 ug iizerine toplam
hacmin % oraninda yiikleme tamponu (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD), 1/10 oraninda %5’lik merkaptoetanol eklendi. Biitiin
kuyucuklarda esit hacmi saglamak igin kalan miktar distile su ile tamamlandi.
Ependorflara hazirlanan yiikleme ¢o6zeltileri 5 dk, 90°C de kaynatildi ve 10 sn kadar -
20°C’de hizlica sogutuldu. Yiiriitme islemi i¢in Nu-PAGE™ %4-12’lik Bis-Tris
1.0mm 10 ve 12 kuyucuklu (Novex, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD) hazir jeller kullanildi. Jeller elektroforez cihazina yerlestirildi.
Jellerin arasina ve dis kismina yiiriitme i¢in gerekli miktarda yiiriitme tamponu 2-(N-
morfolino) ethan sulfonik asit (MES, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, ABD) konuldu. Proteinlerin yiiklenmesi ve ayristiritlmast Sodyum
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dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) sisteminde gergeklestirildi.
Ik kuyucuga molekiiler agirlik belirteci (SeeBlue® Plus2 Prestained Standart,
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) yiiklendikten sonra diger
kuyucuklara 6rnekler yiiklendi. Yiiriitme islemi 100 voltta 90 dakika gergeklestirildi.
Yiriitme islemi devam ederken Polivinilidin Florid (PVDF) membranin aktive
edilmesi i¢in oda sicakliginda 5 dk metanol, 1 dk distile su ve 20 dk transfer tamponu
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) ile c¢alkalandi. Jel
cikarildiktan sonra membran altta, jel iistte olacak sekilde transfer cihazina
yerlestirildi. Tek membran i¢in akim siddeti 120 mA olacak sekilde 3 saat 15 dakika
transfer islemi gergeklestirildi. Transfer asamasindan sonra membranlar, spesifik
olmayan baglanmalar1 azaltmak ve kirliligi engellemek i¢in oda sicakliginda %5
yagsiz siit tozu eklenmis %0,1 tween20 iceren tris tamponu (TBS-t) ile ¢alkalayici
tizerinde 1 saat bloke edildi. Blokaj isleminden sonra membranlar, primer antikor ile
tiretici protokoliine gore uygun siire ve oranda oda sicakliginda ya da buzdolabinda
%3 yagsiz siit tozu igeren TBS-t icerisinde inkiibe edildi. Inkiibasyon asamasindan
sonra baglanmamig primer antikorlarin temizlenmesi igin 3 defa 10 dakika boyunca
TBS-t ile yikama yapildi ve daha sonra primere 6zgiil sekonder antikor ile iiretici
protokoliine gore uygun siire ve oranda oda sicakliginda %5 yagsiz siit tozu iceren
TBS-t igerisinde inkiibasyon gergeklestirildi. Sekonder antikor kirliligini engellemek
icin 2 kere 10 dakika TBS-t ile, 1 kere 5 dakika distile su ile yikama yapildi.
Sekonder antikorda horse radish peroxidase (HRP) enzim sistemleri vardir ve
ortama kemoliiminesans eklendigi zaman tepkimeye girerek 1s1ma saglarlar. Boylece
incelenen protein goriiniir hale gelir. Seffaf plastik dosyaya konan membranin {izerine
1 ml kemoliiminesans (SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate,
Thermo Scientific, Pierce Protein Research Products, 34095) eklenerek tiim membran
yiizeyinin temas etmesi saglandi. Image Station 4000 MM (kodak) ve Caresteam MI
yazilimi kullanilarak membrandaki bantlarin dijital goriintiileri elde edildi. Resim
formatinda kaydedilen goriintiiniin ImageJ yazilimi aracilifiyla dansiteleri 6l¢iildii.
Yiiklemeden kaynaklanabilecek farkliliklar1 engellemek icin beta-aktin,
tiibiilin gibi O6rnekler arasinda degismesi beklenmeyen yapisal proteinlerin de

miktarlart Ol¢ilildi. Bu c¢alismada standardizasyon igin ornek proteinin optik
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yogunlugu/ yiikleme kontrolii (tiibiilin III ya da beta-aktin) optik yogunlugu
hesaplandi.

Ayn1 membran iizerinde birden fazla protein goriintiilenmek istendiginde
protein sinyallerinin birbirini etkilememesi igin orta derecede stripping uygulandi. Bu
amagla; glisin, SDS ve tween 20 ile hazirlanan diisiik pH’li stripping soliisyonu ile 2
kere 10 dakika muamele edildi. 2 kere 10 dakika fosfat tamponu ve 2 kere 5 dakika
TBS-t ile yikama yapildiktan sonra 1 saat %35 yagsiz siit tozu i¢eren TBS-t blokaj
yapilip ardindan primer antikor ile inkiibasyona birakildi.

Alfa-siniiklein enjeksiyonu yapilan grupta ekspresyonun varligini géstermek
icin imminoblotlama ile optik yogunluk hesaplandi. Ancak; a-sin monomerleri
membrandan kolayca kopabildigi icin membranda bantlar1 tespit etmek o6zellikle de
hipokampiis bolgesinde olduk¢a zor olmaktadir. Bu nedenle; dnce %0,4 PFA iceren
fosfat tamponu (PBS) ile 30 dakika fikse edilen membranlar, daha sonrasinda yine 1
saat %5 yagsiz siit tozu i¢ceren TBS-t ile bloke edildi ve primer antikor ile inkiibasyona

birakildi (273).

3.9. Kesitlerin Immiinohistokimyasal Boyanmasi

Mikrotom ile 35um kalinliginda alinan kesitlerde histopatolojik inceleme ve a-
sin/GFP agir1 ifadesini teyit etmek amaciyla free-float olarak immiinohistokimyasal
(IHC) boyama yapilmigtir. Bu yontemde dokulardan anti-freeze’in uzaklastirilmasi
icin oncelikle Tris-HCI (pH 7,6) soliisyonu ile 2 defa 5 dakika yikandi. Membranlarin
gegcirgenligini artirmak amaciyla metanol ve %30 H2O: igeren quenching ¢ozeltisi ile
20 dakika muamele edildi. Quenching ¢6zeltisini uzaklastirmak i¢in 4 defa 5 dakika
%0,05 triton-X 100 igeren Tris, NaCl tuz tamponu pH 7,6 (TBS) ile yikama yapildi.
Goriintiileme sirasinda kirliligi azaltmak i¢in 10 dakika boyunca %0,25 triton-X 100
(sigma) icerenTBS (TBS-T) iceresinde protein blokaj soliisyonu (Acu-stain HRP Kit,
Genemed) ile blokaj yapildi. Ardindan 90,05’lik TBS-T soliisyonuna blokaj
sollisyonu ve uygun miktarlarda primer antikorlar eklenerek giin asir1 inkiibasyona
birakildi. Biitiin bu islemler oda sicakliginda ve galkalayici tizerinde gergeklestirildi.
Ikinci giin primer antikordan armdirmak igin 3 defa 10 dakika TBS ile yikama yapildi.
Yikamanin ardindan %0,05°lik TBS-T igeresine IHC kitinin biotinlenmis sekonder
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iceren soliisyondan (Acu-stain HRP Kit, Genemed) damlatilarak 10 dakika inkiibe
edildi. 3 defa 10 dakika %0,05’lik TBS-T ile yikamanin ardindan IHC kitinin
Streptoavidin-peroksidaz igeren soliisyonundan %0,05’lik TBS-T igerisine
damlatilarak 10 dakika inkiibe edildi. Boylece streptoavidin-peroksidaz kompleksi
sekonder antikora baglanarak ilgi molekiillerin tespit edilebilir hale gelmesi saglandk.
Dokulardan sekonderi uzaklastirmak i¢in 2 defa 10 dakika TBS-T ve 1 defa 10 dakika
Tris-HCI ¢6zeltisi ile yikandi. Baglanilan proteinin goriiniir hale gelmesi i¢in 3,3’-
Diaminobenzidin (DAB) ile muamele edildi. Biitiin asamalar oda sicakliginda ve
calkalayici lizerinde gergeklestirildi. DAB ile boyama igin ticari olarak satin alinan
DAB kiti (Power-Stain™ 1.0 Poly HRP DAB Kit,Genemed) kullanildi. DAB
karisimi eklendikten sonra kuyucuklara reaksiyonu hizlandirmak i¢in bir damla H20>
eklenerek hafif¢ce calkalandi ve dokularin kahverengini almasi beklendi. DAB
reaksiyonunu durdurmak i¢in dokular Tris-HCI pH 7.6 ¢ozeltisi ile yikandi. Tris-HCI
icerisinde ylizer vaziyette bulunan dokular poli-L-lizin ile kaplanmis lam iizerine firca
yardimu ile sabitlendi. Dokular lam tizerine alindiktan sonra en az 1 giin kurumasi i¢in
oda sicakliginda {izerleri agik olarak beklendi. Uzun siireli saklayabilmek i¢in dokular
dehidrate ve rehidrate edilerek lamel ile kapatildi. Bunun i¢in 6ncelikle 1 dakika distile
suda daha sonra dehidrate etmek icin artan konsantrasyonda %70 ve %90’lik etil
alkolde ikiser dakika, %100 ve %100’liikk etil alkolde ise tiger dakika bekletildi.
Rehidrate etmek igin ise ksilen igerisinde 10 dakika bekletildi. Dokular ksilenden
alindiktan sonra iizerine entellan doku yapistiricist (Sigma) damlatilarak lamel ile

kapatildi.
3.10. Deneyde Kullanilan Cozeltiler ve Antikorlar
Molekiiler diizeydeki degisiklikleri incelemek ve analiz edebilmek igin

uygulanan immiinohistokimya ve immiinoblotlama yontemlerinde ¢esitli antikorlar

kullanilmastir.
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3.10.1. Primer Antikorlar

Monoklonal anti-alfa-siniiklein (a-sin): (1:1000 diliisyon, ab80627, Abcam,
Birlesik Krallik). AVV-aracili a-sin stereotaksik enjeksiyonu sonrasi a-Sin asiri
ifadesini teyit etmek i¢in kullanildi. Farede iiretilmis monoklonal bir antikordur ve
insana Ozel olan a-sin proteinine baglanir. Sican ya da fare ile capraz reaksiyon
gostermez. Hem immiinohistokimyasal boyamalarda hem de immiinoblotlama
calismalarinda kullanilabilir. Immiinblotlama ile bu antikor 19 kDa molekiiler
agirliginda bant seklinde bir sinyal verir.

Monoklonal anti-alfa-siniiklein (a-sin): (1:1000 diliisyon, MA1-90346,
Termo Fischer Scientific, ABD). Farede tiretilmis monoklonal bir antikordur ve insana
ozel olan a-sin proteinine baglanir. Sigan ya da fare ile ¢apraz reaksiyon gostermez.
immiinoblotlama ile bu antikor 27 kDa molekiiler agirliginda bant seklinde bir sinyal
verir. Immiinblotlama ile GFP miktarmin semi-kantitatif hesaplanmasinda kullanildi.

Monoklonal anti-alfa siniiklein (phospho S129): (1:1000 diliisyon, Abcam,
Birlesik Krallik). Tavsanda iiretilmis monoklonal bir antikordur. Sadece Ser129’dan
fosforillenmis a-sinleri tanir. Fosforile a-sin, saglikli bir insan beyni hipokampiisiinde
herhangi bir boyanmaya neden olmazken, Parkinson hastalarmin beyinlerinde
boyanma gergeklestirir. Patolojik a-sinlerin belirlenmesi i¢in immiinoblotlama
yonteminde kullanilmigtir. Immiinblotlama ile bu antikor 14 kDa molekiiler
agirhiginda bant seklinde bir sinyal verir.

Poliklonal anti-green floresan protein (GFP): (1:2000 diliisyon, ab13970,
Abcam, Birlesik Krallik). AVV-aracili GFP stereotaksik enjeksiyonu sonrast GFP asir1
ifadesini teyit etmek i¢in kullanildi. Tavukta iiretilmis poliklonal bir antikordur.
Enerji-transferi  alicisidir.  Enerji  transferi ile ekorin proteininin  mavi
kemoluminesansini yesil floresan 15131na gevirir. Floresan in vivo olarak Ca*? ile aktive
olan ekorin fotoproteininden enerji alir. Immiinblotlama ile bu antikor 19 kDa
molekiiler agirhiginda bant seklinde bir sinyal verir. immiinblotlama ydntemi ile a-sin
miktarinin semi-kantitatif hesaplanmasinda kullanildi.

Monoklonal anti-tirozin hidroksilaz (TH): (1:1000 diliisyon, ab75875,
Abcam, Birlesik Krallik). Dopaminerjik denervasyon miktarini tespit etmek amaciyla

immiinohistokimyasal olarak boyanan striatum ve SN doku 6rneklerinde TH enzim
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diizeylerinin saptamasi i¢in kullanildi. Ayrica; immiinoblotlama yontemi ile TH
miktarinin semi-kantitatif hesaplanmasinda kullanildi. Tavsanda tiretilmis monoklonal
bir antikordur ve TH enziminin N terminal bolgesinde 50-150. amino asitler arasini
tanir. Sigan beyin dokusunda, immiinoblotlama ile bu antikor 59 kDa molekiiler
agirliginda bant seklinde bir sinyal verir.

Monoklonal anti-Noronal Cekirdek Antijeni (NeuN): (1:1000 diliisyon;
MAB377B, Merck Millipore, Almanya). NeuN; biitiin omurgalilarin santral ve
periferik sinir sisteminin pek ¢ok ndronal hiicresinde bulunan, DNA-baglanan nérona
6zel NeuN proteinini tanir. Hem immiinohistokimyasal boyamada hem de
immiinoblotlama yontemi ile NeuN miktarmin semi-kantitatif hesaplanmasinda
kullanildi. Farede iiretilmis monoklonal bir antikordur. immiinblotlama ile bu antikor
62 kDa molekiiler agirliginda bant seklinde bir sinyal verir.

Monoklonal anti-sinaptofizin: (1:1000 (IHC); 1:300 (WB) diliisyon, S 5768,
Sigma-Aldrich Inc, ABD). Hem immiinohistokimyasal boyama sonrasinda sinaptik
dansitenin 6l¢iilmesinde hem de immiinoblotlama yontemi ile sinaptofizin miktarinin
semi-kantitatif hesaplanmasinda kullanildi. Farede iretilmis monoklonal bir
antikordur, immiinoblotlama ile 38 kDa molekiiler agirliginda bant seklinde bir sinyal
Verir.

Poliklonal anti-ALDHI1L1: (1:1000 diliisyon, ab87117, Abcam, Birlesik
Krallik). Aldehit dehidrogenaz 1 L1 ailesine ait bir enzimdir ve astrosit belirteci olarak
kullanilir. Immiinblotlama ile ALDH1L1 miktarmin semi-kantitatif hesaplanmasinda
kullanildi. Tavsanda tiretilmis poliklonal bir antikordur, immiinoblotlama ile 100 kDa
molekiiler agirliginda bant seklinde bir sinyal verir.

Poliklonal anti-iyonize kalsiyum baglayan adaptér protein 1 (iba-1):
(1:1000 diliisyon, 19-19741, Wako chemicals, ABD). Iba-1 6zel olarak mikroglia ve
makrofajlar ile etkilesime giren bir proteindir. Immiinohistokimyasal boyama ile
beyindeki mikroglial aktiviteyi tayin etmek icin Iba-1 boyamasi yapildi.

Poliklonal anti-LC3B: (1:1000 diliisyon, ab48394, Abcam, Birlesik Krallik).
Insan LC3 protein sekansinin 1-100 arasindaki N-terminal ucuna baglanan sentetik bir
peptittir. Otofagozomal vezikiillerin olusumunda gérev alir. Immiinblotlama ile LC3

I/Il miktarmin semi-kantitatif hesaplanmasinda kullanildi. Tavsanda iiretilmis
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poliklonal bir antikordur, immiinoblotlama ile 16 ve 17 kDa molekiiler agirliklarinda
bantlar seklinde bir sinyal verir.

Monoklonal anti-SQSTM1/p62: (1:2000 diliisyon, ab56416, Abcam, Birlesik
Krallik). Ubikutine baglanan adaptor bir proteindir. Immiinblotlama ile p62 miktarinin
semi-kantitatif hesaplanmasinda kullanildi. Farede {iretilmis monoklonal bir
antikordur, immiinoblotlama ile 60 kDa molekiiler agirliginda bant seklinde bir sinyal
Verir.

Poliklonal anti-kaspaz 3: (1:500 diliisyon, ab4051, Abcam, Birlesik Krallik).
Apoptotik cevapta gorev alan kaspaz kaskatinin aktivasyonundan sorumlu proteindir.
Immiinblotlama ile kaspaz 3 miktarinin semi-kantitatif hesaplanmasinda kullanild.
Tavsanda iiretilmis poliklonal bir antikordur, immiinoblotlama ile 32 kDa ve 55 kDa
molekiiler agirliklarinda bant seklinde bir sinyal verir.

Monoklonal anti-Beta-aktin: (1:7500 diliisyon, A2228, Sigma-Aldrich Inc,
ABD) Yiikleme kontrolii proteini olarak beta-aktin kullanildi. Farede iiretilmis
monoklonal bir antikordur ve aktin proteinin beta izoformunun N-terminalindeki
epitopu tammaktadir. Immiinblotlama ile 42 kDA molekiiler agirhginda bant seklinde
bir sinyal verir. Diger primer antikorlar ile elde edilen bant yogunluklar1 ayni1 6rnegin
B-aktin ile elde edilen bant yogunluguna oranlanarak rolatif yogunluk degerleri elde
edildi ve gruplar aras1 karsilastirma bu degerler lizerinden yapildu.

Poliklonal anti-g-Tubulin 111: (1:7500 diliisyon, A2200, Sigma-Aldrich Inc,
ABD) Yiikleme kontrolii proteini olarak beta-tubulin III kullanildi. Tavsanda tiretilmis
poliklonal bir antikordur. Immiinblotlama ile 50 kDA molekiiler agirhiginda bant
seklinde bir sinyal verir. Diger primer antikorlar ile elde edilen bant yogunluklar: ayn1
ornegin f-aktin ile elde edilen bant yogunluguna oranlanarak rolatif yogunluk

degerleri elde edildi ve gruplar arasi karsilastirma bu degerler iizerinden yapildi.

3.10.2. Sekonder antikorlar

IHC de GFP primer antikoru ile baglanan proteinlerin DAB reaksiyonu ile goriiniir
hale gelmesinde HRP bagli anti-chicken (ab6753, Abcam, Birlesik Krallik) antikoru
kullamildi. Immiinblotlama igin primer antikorlar ile olusturulan bantlarin

goriintiilenebilmesi icin HRP bagli anti-mouse (7076, Cell Signaling Technology Inc,
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ABD), anti-rabbit (7074, Cell Signaling Technology Inc, ABD) ve anti-chicken
(ab6753, Abcam, Birlesik Krallik) sekonder antikorlar1 kullanildi.

3.10.3. Kullanilan Cozeltiler
Yapay Beyin Omurilik Sivisi:

Sodyum kloriir (NaCl) 120 mM
Potasyum Kloriir (KCI) 2.5 mM
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSQOa4.7H20) 2 mM
Kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl».2H20) 2mM
Sodyum bikorbonat (NaHCO3) 26 mM
Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2POa) 1.25 mM
Glukoz (D-Glukoz.H20) 10 mM

CaCl ayr bir kapta ¢oziiliir. Diger maddeler ¢oziiliip 5%CO2 ve 95%0: ile
oksijenlendirildikten sonra karisimin igine CaCl, damla damla eklenir ve
oksijenlendirilmeye devam edilir. pH 7,4 ve sicaklig1 28-30°C ayarlanir.

Radioimmunoprecipitation Assay Tamponu (RIPA)

NaCl 150 mM
Triton-X %0.1
Sodyum Deoksikolat (DOC) %0.5
%20 SDS %0.1
Tris pH 8.0 50 mM
Proteaz Inhibitér Kokteyli 1:50 oraninda
Fosfataz Inhibitor Kokteyli 1:100 oraninda

Proteaz ve fosfataz inhibitdrleri beyinler homojenize edilmeden hemen 6nce

eklenir.

Anti-freeze Cozeltisi 1000 ml
Sodyum fosfat monobazik (Na;H2P04.H20) 13.75¢g
Sodyum fosfat dibazik heptahidrat (NazHPO4.7H20) 25.75¢g
Distile su 400 ml
Etilen glikol 300 ml

Gliserol 300 ml



Paraformaldehit (PFA) 100 ml
Di-natriumhidrojen (Na2HPO4) 299
Natriumdihidrojen (NaH2POa) 0,23 ¢
Paraformaldehit 49
PBS 100 ml

Yiiksek pH derecesinde 1sitilarak hepsi ¢oziiliir. Maddeler ¢oziindiikten sonra
pH 7,4’e ayarlanir.
Strip Tampon Cozeltisi

Glisin 159
SDS 1lg
Tween 20 10 mi
Distile su

Biitiin maddeler karistirilir ve bir miktar distile su igerisinde ¢oziiliir. pH 2,2’ye
ayarlanir ve daha sonra toplam ¢ézelti 1 L’ye tamamlanir.

Quenching (Permeabilizasyon) Cozeltisi

%30 H20> %10

Metanol %10

Tris-HCI %100’e tamamlanr.
%30 Hidrojen Peroksit Cozeltisi

H202 30 ml

Distile su 100 ml’ye tamamlanir.
Fosfat Tamponu (PBS)

Fosfat tampon tablet 1 adet

Distile su 500 ml

Tris-HCI Cézeltisi (TBS)

Tris Baz 0.05M
NaCl 0.15M
Distile su 1L

Tris baz ve NaCl distile suda ¢oziiliir ve pH 7,6’ya ayarlanir.



TBS-T Cozeltisi
Triton-x-100
TBS

TBS-t Cozeltisi
Tween 20
TBS

Blokaj Cozeltisi
Yagsiz sut tozu
TBS-t

Siikroz Cozeltisi
Stikroz

Distile su

3.10.4. Kullanilan Kitler

BCA protein tayin kiti (Thermo Scientific Pierce™ 23225)

IHC boyama kiti (Genemed Acu-Stain™ 54-0003)

DAB kiti (Genemed Sensitive DAB Substrate Kit 10-0048)
Liimiinesans kiti (Thermo Scientific SuperSignal® West Femto 34096)

3.10.5. Kullanilan Cihazlar
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%0,05
100 ml

% 0,1
100 ml

%5
100 ml

300 mg
1000 ml

Stereotaksi cihaz1 (Kopf, ABD), diseksiyon mikroskopu (Leica S8APO,
Almanya), mikrotom (Leica SM200R, Almanya), mikroskop (Nicon Eclipse E600,

Japonya), video tracking sistemi (TSE VideoMot2, Almanya), video tracking sistemi
yazilimi (TSE VideoMot2, Almanya), EthoVision Video Tracking Sistemi (Noldus,

Hollanda), NIS Elements Ar Mikroskop Goriintiileme Yazilimi (Nicon, Japonya), pH

metre, vorteks, immiinblot siiriikleme cihazi, BioRad Mini Protean Tetra Cell (Bio-
Rad, ABD), siiriikleme cihaz1 giic kaynagi, BioRad PowerPac (Bio-Rad, ABD),

transfer cihaz1 (Hoefer, ABD), elektroforez gii¢ kaynagi (Consort, Belgika), sogutmali

mikrosantrifuj (Kubata, Japonya), mikroplak okuyucu (Biotek Powerwave XS2,
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ABD), kemiluminesans Image Station 4000 MM (Kodak, ABD), Kodak Molecular
Imaging yazilim1 (version 5.0, Kodak, ABD)

3.11. istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel analizler GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA) programi kullanilarak yapildi. Iki grup arasindaki karsilastirmalarda
Student’in t testi, ikiden fazla olan gruplar arasindaki karsilagtirmalarda; gruplar
normal dagilim gosterdiginde tek yonlii varyans analizi (ANOVA), normal dagilim
gostermediginde ise nonparametrik testlerden olan Kruskal Wallis testi uygulandi.
Post-hoc test olarak ANOVA’nin ardindan Tukey 'in ya da Sidak 'in goklu karsilastirma
testi, Kruskal Wallis’in ardindan ise Dunn in ¢oklu karsilastirma testleri uygulandi.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edildi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi. Kontrol gruplarina ANOVA uygulanarak, gruplar arasinda bir
fark olmadiginda (naive kontrol, SF ve GFP kontrolleri) alfa-siniiklein enjeksiyonu
yapilmis deney grubunun herhangi bir kontrol grubundan farkli olmasi istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Parkinson Hastalig1 Modelinin Olusturulmasi

Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjeksiyonu yapilarak 18 hafta
icerisinde zamana bagli olarak a-sin asir1 ifadesi saglanmis ve Parkinson hastalig
benzeri patoloji olusturulmustur. Bu patoloji hem davranigsal olarak hem de molekiiler

diizeyde asagida belirtilen deneylerle degerlendirilmistir.

4.2. AAV-aracilh Bilateral SN ve DG’ye Alfa-siniiklein Enjeksiyonunun
Baslangicindan itibaren Lokomotor Aktivitede Meydana Gelen Degisiklikler

A-sin enjeksiyonun zaman igerisinde neden oldugu patolojiyi daha detayl
olarak gorebilmek ve zamansal olarak degerlendirebilmek igin ayri bir deney grubu
olusturuldu. Bu deney grubuna bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesi
saglanmasinin hareketlilige ve motor fonksiyona olan etkisi lokomotor aktivite testi
ile 3. haftadan itibaren 16. haftaya kadar 2 haftada bir degerlendirildi. Hem yatay hem
de dikey diizlemdeki hareketler, kat edilen mesafe ve stereotipik hareketler 1 saat
boyunca kayit edildi.

AAV-aracili a-sin enjekte edilmis grupta her 2 haftada bir yapilan lokomotor
aktivite testinde enjeksiyon yapildiktan sonra ilk bes hafta hareketlilikte azalma daha
sonrasinda ise tekrardan bir artis gozlendi. Grup i¢inde haftalar arasinda
hareketlilikteki artis ve azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Ancak
karakterizasyon grubunun naive kontrol ve a-sin enjekte edilmis grubunun 18.
haftadaki lokomotor aktivite test sonucu eklendigi zaman 15. haftadaki toplam
hareketin 18. hafta a-sin grubuna benzer ve naive kontrol grubundan az oldugu
gozlendi. Ancak, gruplarin farkli olmasindan dolayr istatistiksel olarak analiz
yapilmadi. 18. haftada a-sin enjekte edilmis grubun kontrol grubuna oranla toplam
hareket miktarinda azalma bulundu (p=0,0022 a-Sinis. nhafta (5621 + 257,8) vs
kontrolis hatta (7943 + 661,9); Sekil 4.1).
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Toplam Hareket
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A-sin A-sin A-sin A-sin A-sin A-sin A-sin A-sin Kontrol

Haftalar

Sekil 4.1. Siganlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjeksiyonunun toplam
hareket miktarina etkisi (“"p<0,01 18. haftaa-sin Vs 18. haftakontrol, Veriler Ort
+ SH olarak ifade edilmistir. Nasin=5 (3.hafta), nasin=4 (5., 7., 9., 11., 13,,
15.hafta), nasin=10 (18.hafta), Nkontro=7 (18.hafta); tek yonli ANOVA
ardindan post hoc Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi; eslenmemis veriler
icin Student iz t testi uygulanmustir).

AAV-aracili a-sin enjekte edilmis grubun her 2 haftada bir yapilan agik alan
lokomotor aktivite testinde “toplam hareket”e benzer sekilde “kat edilen mesafe”nin
de ilk 5 hafta azaldigi, daha sonrasinda arttig1 gézlendi. Ancak, grup i¢inde haftalar
arasinda hareketlilikteki artis ve azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. 18.
haftada a-sin enjekte edilmis grubun ayn1 donemde teste tabi tutulan kontrol grubuna
oranla kat ettigi mesafe daha az bulundu (p=0,0014 a-Sinig. hatta (6415 + 402,7) vs
kontrolighatta (10916 + 1248); Sekil 4.2).

cm Katedilen mesafe

15000
10000

5000

T T T T
3. hafta 5.hafta 7.hafta 9.hafta 11.haftal3.haftal5.hafta 18.haftal8.hafta

A-sin A-sin A-sin A-sin A-sin A-sin A-sin A-sin  Kontrol
Haftalar

Sekil 4.2. Siganlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjeksiyonunun kat
edilen mesafeye etkisi ("p<0,01 18. haftaa-sin Vs 18. haftakontrol, Veriler Ort
+ SH olarak ifade edilmistir. Nasin=5 (3. hafta), nasin=4 (5., 7., 9., 11., 13,
15. hafta), na-sin::l.o (18 hafta), nkontro|:7 (18 hafta), tek yonlu ANOVA
ardindan post hoc Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi; eslenmemis veriler
i¢in Student in t testi uygulanmustir).
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AAV-aracili a-sin enjekte edilmis grubun 2 haftada bir yapilan agik alan

lokomotor aktivite testinde 5. hafta horizontal aktivitenin 15. haftaya oranla daha az
oldugu hesaplandi (p=0.0269 a-Sin s hatta (4370+817) VS a-SiNnis. hatta (8977+788,1)). 18.

haftada a-sin enjekte edilmis grubun ayn1 donemde teste tabi tutulan kontrol grubuna

oranla horizontal aktivite miktarinin daha az oldugu bulundu (p=0.0006 a-Sinig. hafta

(8928 + 394,3) vs kontrolig hatta (14300 + 1378); Sekil 4.3).

Yatay diizlem lazer kesme sayisi

200007

150009

10000 9

5000 A

Horizontal Hareket

#
T L] T L]
3. hafta 5.hafta 7.hafta 9.hafta 11.haftal3.haftal5.hafta 18.haftal8.hafta
A-sin A-sin A-sin A-sin A-sin A-sin A-sin A-sin Kontrol
Haftalar

Sekil 4.3. Sicanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjeksiyonunun

4.3.

horizontal aktiviteye etkisi (#p<0,05 5. haftaa.sin VS 15. haftas-sin, **p<0,01
18. haftaasin Vs 18. haftakontroi,veriler Ort + SH olarak ifade edilmistir. Na-
sin:5 (3 hafta), na-sin:4 (5, 7., 9., 11, 13, 15. hafta), na-sin:10 (18 hafta),
Nkontro=7 (18. hafta); tek yonliit ANOVA ardindan post hoc Tukey’in ¢oklu
karsilastirma testi; eslenmemis veriler i¢in Studentin t testi
uygulanmistir).

AAV-aracih Bilateral SN ve DG Alfa-siniiklein Asir1 ifadesinin

Davranis Deneyleri ile Karakterizasyonu

Yeni bir grup sigan, AAV-aracili bilateral SN ve DG’ye a-sin enjeksiyonu

yapilip, 16 hafta boyunca hastaligin patolojisinin olusmasi i¢in higbir ek islem

yapilmadan normal sartlar altinda yasatildi. 16. haftadan itibaren var olan patolojinin

davranigsal olarak meydana getirdigi degisiklikler davranis deneyleri ile test edildi.
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4.3.1. Bilateral SN ve DG de AAV-aracil Alfa-siniiklein Asir1 ifadesinin
Aksiyete Uzerine Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin aksiyete iizerine etkisi
yiikseltilmis art1 labirenti testi ile degerlendirildi. YAL testine gore kontrol gruplari
arasinda fark yokken (GFP enjekte edilmis, SF enjekte edilmis hayvanlar ve naive
kontrol hayvanlari), bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjekte edilmis
siganlarin, agik kolda daha ¢ok vakit gegirdikleri gézlendi (p=0,0115 a-sin (10,9+0,8)
vs SF (6,3+1,2), Sekil 4.4).

YAL
151

i
o
1

% sire (sn)

kontrol a-sin GFP SF

Gruplar

|% slre=acikkol siire/(agikkol+kapalikol s[]re)*100|

Sekil 4.4. Siganlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjeksiyonunun YAL
testine gore agik kolda gecirilen siireyi etkisi (*p<0,05 a-sin vs SF grubu,
veriler Ort + SH olarak ifade edilmistir. n=7 a-sin, n=8 GFP, n=7 SF, n=6
naive kontrol; tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ardindan post hoc
Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmaistir).

4.3.2. Bilateral SN ve DG de AAV-aracih Alfa-siniiklein Asir1 ifadesinin
Hafiza Uzerine Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin hafizaya etkisi yeni
nesne tanima (YNT) testi ile degerlendirildi. Nesneler tanitildiktan 1 saat sonra
gerceklestirilen test ile yakin donem bellek, 24 saat sonra ise uzun dénem bellek
fonksiyonlar1 degerlendirildi.

YNT testinde 1 saat sonra % yeni nesne ile gegirilen vakitte kontrol gruplar

arasinda fark goriilmezken, bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjekte edilmis
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siganlarin daha az vakit gegirirdikleri gozlenmistir (p=0,0128 a-sin (54+4,9) vs naive
kontrol (74,544,5), Sekil 4.5.a).
24 saat sonra gergeklestirilen YNT testine gore ise gruplar arasinda fark

gozlenmemistir (Sekil 4.5.b).

Kisa Donem Bellek

1009

80

@ 601
3
()

$ 401

204

O-

kontrol a-sin GFP SF
Gruplar
(A) |%si]re:yeninesne/(yeni+eskinesne)*100
Uzun Donem Bellek
801

siire

%

kontrol a-sin GFP SF
Gruplar
(B) |% slre= yeninesne/(yeninesne+eskinesne)*1 00|

Sekil 4.5. Siganlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjeksiyonunun YNT
testine gore (A) 1 saat sonrasinda (B) 24 saat sonrasinda yeni nesne ile
gegirilen siireye etkisi (*p<0,05 a-sin vs naive kontrol grubu (yakin dénem),
veriler Ort + SH olarak ifade edilmistir. n=7 a-sin, n=8 GFP, n=7 SF, n=10
kontrol; tek yonlit ANOVA ardindan post hoc Tukey’in ¢oklu karsilagtirma
testi uygulanmaistir).
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4.3.3. Bilateral SN ve DG de AAV-aracil Alfa-siniiklein Asir1 Ifadesinin
Hedoni Uzerine Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin hedoni tizerine etkisi
stikroz tercihi testi ile degerlendirildi. Siikkrozlu suya alistirildiktan sonra siganlarin
%1’lik siikrozlu su ile normal igme suyuna esit oranda erisimleri saglanarak %
siikrozlu suyu tercih etme oranlar1 hesaplandi. A-sin enjekisyonunun hedoni iizerine
etkisi olmadig1 ve gruplar arasinda siikrozlu su tercih etme oranlari arasinda fark

olmadig1 gozlendi (Sekil 4.6).

Silikroz Tercih

1009

50 9

%siikroz tiiketimi

kontrol a-sin GFP SF
Gruplar

|%ST= sUkrozlu su/(sukrozlu su+igme suyu)*100|

Sekil 4.6. Siganlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin asir1 enjeksiyonunun
slikroz tiiketimine etkisi. (veriler Ort + SH olarak ifade edilmistir. n=11 a-
sin, n=11 GFP, n=8 SF, n=7 kontrol; tek yonliit ANOVA ardindan post hoc
Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmaistir).

4.3.4. Bilateral SN ve DG de AAV-aracili Alfa-siniiklein Asir1 Ifadesinin

Ogrenme ve Uzaysal Hafiza Uzerine EtKisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin 6grenme ve uzaysal
hafizaya etkisi Morris su labirenti testi (MSL) ile degerlendirildi. 4 giin boyunca giinde
4 defa farkli kadranlardan birakilip ¢evredeki ipuglarina gore platformu bulma siiresi
hesaplanarak O6grenme diizeyleri, 5. giin platform kaldirildiktan sonra platformun
oldugu bolgede gecirdikleri siire hesaplanarak da uzaysal hafizalar1 ve pekistirme

diizeyleri degerlendirildi.
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Ik 4 giinliik 6grenme siiresi igerisinde a-sin enjekte edilmis grubun diger
gruplara gore platformun yerini daha ge¢ buldugu gozlendi (Sekil 4.7.c). Tekrarl
Olgtimler icin ANOVA ile analizi sonucunda a-sin grubunun 1. ile 4. giin arasinda
platformun yerini 6grenmede fark olmadigi ve O6grenemedigi goézlenirken, diger

gruplarda fark oldugu ve 6grenebildikleri gozlendi (Sekil 4.7.b).

No Animal Ne Group Strain Age (d) Weighet (g)

2 i3 as=in
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Stop: Thu Feb 11 2016 13:50:22
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Ei: E-Reg. 1
I3 Quadrant 1
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Ci: C-Reg. 1 E T=2.0s
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3 2
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Sekil 4.7. Siganlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjeksiyonunun
ogrenmeye etkisi (A) A-sin ve kontrol grubu i¢in 6rnek analiz ¢iktisi (B)
Her bir grubun giinler icerisindeki 6grenme egrileri, (C) Gruplarin toplu
ogrenme egrileri (*p<0,05 kontrol, GFP ve SF gruplarinin kendi i¢lerinde
giinlere gore 6grenme dururmlari, veriler Ort £ SH olarak gosterilmistir.
n=9 a-sin, n=10 GFP, n=8 SF, n=7 kontrol; Tekrarl 6l¢timler icin ANOVA
ardindan post hoc Sidak’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmuistir).

4 giinliik egitim siiresinden sonra 5. giin platform su tankinin icerisinden

cikartilarak prob testi yapildi. Prob testinde, kontroller arasinda fark gézlenmezken; a-

sin enjekte edilen grubun platformun oldugu noktayr bulmak i¢in en ¢ok vakit
harcayan grup oldugu goézlendi (p=0,002 a-sin (52,4+10,8) vs SF (12,5+3,1), p=0,02
naive kontrol (21,04+5,6), GFP (24,2345,6), Sekil 4.8.a). Ayrica; a-sin enjekte edilen
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grubun platformun oldugu noktada en az vakit gegiren grup oldugu da gozlendi (Sekil
4.8.b). Platformlarda gecirdikleri toplam siireler degerlendirildiginde ise gruplar
arasinda fark gozlenmedi (Sekil 4.8.c).

Platformu Bulma Siiresi Platform Bolgesinde Gegirdigi Siire
80 3. * % *kk
* K 1
i _I_ "
60
—_ —~ 2
c c
” L
40
e 2
B B3
» " 14
201
0- 0" _
(A) kontrol a-sin GFP SF kogituel a-s.a GFP SF
Gruplar (B) Gruplar
Platform Kadrani/Toplam Ziyaret
0.4 7
0.3 1
‘5
©
>0.29
N
X
0.19
0.0-
kontrol a-sin GFP SF
Gruplar
(C) platform kadraninda gegirdigistre
%ziyaret= x100
toplam kadranlarda gegirdigistire

Sekil 4.8. Siganlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjeksiyonunun MSL
prob testine gore (A) platformu bulma siiresine etkisi, (B) platform
bolgesinde kalma siiresine etkisi ve (C) platform kadraninda gegirilen
stirelere etkisi (**p<0,01 a-sin vs SF, *p<0,05 a-sin vs SF; veriler Ort + SH
olarak ifade edilmistir. n=9 a-sin, n=10 GFP, n=8 SF, n=7 kontrol; Kruskal-
Wallis ardindan post hoc Dunn’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir).

4.3.5 Bilateral SN ve DG de AAV-aracih Alfa-siniiklein Asir1 ifadesinin

Motor Ogrenme ve Koordinasyon Uzerine Etkisi

Sig¢anlarda bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin motor

ogrenme ve dengeye etkisi rotarod testi ile degerlendirildi. ilk 2 giin déner mil {izerinde
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dengede durma ogretildikten sonra 3. giin test fazi olarak yapilan deneyde kontrol
gruplar arasinda fark gézlenmezken, a-sin enjekte edilen grubun déner mil iizerinde
kalma siiresinin kontrollerden daha az oldugu (p=0,02 a-sin (46,13+7,91) vs naive
kontrol (78+7,24), Sekil 4.9.a) ve doner mil tizerinden diisme frekansinin da en diisiik
oldugu gozlendi (Sekil 4.9.b).

Rod Uzerinde Kalma Siiresi
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Sekil 4.9. Siganlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracil1 a-sin enjeksiyonunun rotarod
testine gore;(A) doner mil lizerinde kalma siiresine etkisi, (B) diisme
frekansina etkisi (*p<0,05 a-sin vs naive kontrol, veriler Ort + SH olarak
ifade edilmistir. n=10 a-sin, n=9 GFP, n=8 SF, n=8 kontrol; tek yonlii
ANOVA ardindan post hoc Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi
uygulanmaistir).



82

4.3.6 Bilateral SN ve DG de AAV-aracih Alfa-siniiklein Asir1 ifadesinin
Acik Alan Lokomotor Aktivite Uzerine Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin hareketlilige ve motor
fonksiyona olan etkisi a¢ik alan lokomotor aktivite testi ve apomorfin ile indiiklenen
lokomotor aktivite testi ile degerlendirildi. Oncelikle deneyde hem yatay hem de dikey
diizlemdeki hareketleri 6lgebilen lokomotor aktivite kafesleri igerisinde tutuldular ve
1 saat boyunca kayit alindi. Ayn1 islem 24 saat sonra ayni saatte 0,5 mg/kg dozunda
subkiitan apomorfin uygulandiktan sonra tekrar edildi ve tekrar 1 saat kayit alindu.

Acik alan lokomotor aktivite testinde kafese alistirma ve apomorfin
enjeksiyonu sonrasi etkinin ortaya ¢ikmasi i¢in, yapilan kayitin 30. dakika ile 60.
dakika arasi analiz edildi (271). Bazal lokomotor aktivitede dakika bazinda gruplar
arasinda hareketlilikte biiyiik bir fark gozlenmezken, apomorfin enjeksiyonu sonrast

a-sin grubunda horizontal aktivitede artig gozlendi (Sekil 4.10).

Agik Alan Lokomotor Aktivite
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BAZAL AKTIVITE APOMORFIN ENJEKSIYONU SONRASI AKTIVITE

Sekil 4.10. Lokomotor aktivite testinde gruplarin 30 ile 60 dk arasindaki bazal ve 5 ile
35 dk arasindaki apomorfin enjeksiyonu sonrast horizontal
aktivitelerindeki degisimin dakika bazinda kiimiilatif gosterimi

Acik alan lokomotor aktivite testinde, kontrol grubunun bazal aktivitesinin
diger gruplara oranla daha fazla oldugu gozlendi (Sekil 4.11.a). Apomorfin
enjeksiyonu sonrasinda ise a-sin grubunun diger gruplara oranla daha fazla hareket
ettigi gozlendi (Sekil 4.11.a). AAV-aracili a-sin enjekte edilmis grubun bazal
aktivitesinin diisiik ve apomorfin enjeksiyonu sonrasinda horizontal aktivitesinin en

yiiksek oldugu gozlendi. Buna baglhh olarak a-sin enjekte edilmis grubun
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hareketlilikteki artisinin diger gruplara oranla daha fazla oldugu gozlendi (p=0,026 a-
sin (26053+2109) vs naive kontrol (18039+2427), p=0,001 a-sin (26053+2109) vs SF
(13875£1203), p=0,019 a-sin (26053+2109) vs GFP (18207+1793); Sekil 4.11.b).
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Sekil 4.11. Enjeksiyon yapildiktan sonraki 18. haftada yapilan lokomotor aktivite
testinde gruplarin (A) bazal ve apomorfin enjeksiyonundan sonraki
horizontal aktiviteleri, (B) apomorfin enjeksiyonu sonrasi hareketlilikteki
artigin bazal aktivitelerinden farki (**p<0,01 a-sin vs SF; grafikler Ort +
SH olarak gosterilmistir. n=10 a-sin, n=9 GFP, n=8 SF, n=7 kontrol;
*p<0.05 a-sin vs kontrol, GFP, tek yonlii ANOVA ardindan post hoc
Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir).
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4.4, AAV-aracil Alfa-siniiklein Asir1 Ifadesi ile Olusturulan Parkinson

Hastaligi Modelinde Rapamisin Tedavisinin Davranis Deneylerine Etkisi

AAV-aracili a-sin enjeksiyonu yapilan bir baska grup siganda a-sin
enjeksiyonun yapildig: ilk giinden baslanilarak 8 hafta boyunca haftada ii¢ defa s.c
rapamisin tedavisi uygulandi ve rapamisinin etkisi 16.-18. haftalar arasinda davranis
deneyleri ile degerlendirildi. Ayrica; AAV-aracili a-sin enjeksiyonu yapildiktan sonra
patolojinin olusmasi beklenen farkli bir grup siganda 10. haftadan itibaren 8 hafta
boyunca haftada 3 defa subkiitan rapamisin tedavisi uygulandi ve yine etkisi 16.-18.
haftalar arasinda davranigsal olarak degerlendirildi (Bkz boliim 3.3 ve Sekil 3.4).

4.4.1. AAV-aracih Alfa-siniiklein Asir1 Ifadesi ile Olusturulan Parkinson

Hastahg Modelinde Rapamisin Tedavisinin Anksiyete Uzerine Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin ardindan rapamisin
tedavisi uygulanmasinin aksiyete iizerine etkisi YAL testi ile degerlendirildi.

A-sin enjeksiyonu sonrasi ilk 8 hafta rapamisin tedavisi alan grubun agik kolda
az vakit gecirdigi gozlenirken, ¢oziicli uygulana grubun acik kolda en ¢ok vakit geciren
grup oldugu gozlendi (Sekil 4.12.b). Kontrol gruplar arasinda ise fark gézlenmedi
(Sekil 4.12.a ve b).

A-sin enjekte edilip son 8 hafta tedavi alan gruplar arasinda ise YAL testinde

acik kolda gegirilen siireler agisindan fark gézlenmedi (Sekil 4.12.c).
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Sekil 4.12. YAL testine gore (A) hem ilk 8 hem de son 8 hafta tedavinin toplu olarak,
(B) ilk 8 hafta tedavinin, (C) son 8 hafta tedavinin agik kolda gegirilen
siireye etkisi ('p<0,05 a-sin ilk 8 rapa vs a-sin ilk 8 ¢éziicii, veriler Ort +
SH olarak ifade edilmistir. Na-sin ik 8 rapa=7, Na-sin son 8 rapa=10, Na-sin ilk 8
¢oziici=9, Na-sin son 8 ¢oziici=10, Nkontrol=13, Nkontrol ilk 8 rapamisin=9, Nkontrol son 8
rapamisin=0, Nkontrol ilk 8 ¢oziici=06, Nkontrol son 8 ¢izici=J; Rapa: Rapamisin, Coz:
Coziicli, K: Kontrol kisaltmasi olarak kullanilmistir. tek yonliit ANOVA
ardindan post hoc Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmstir).

4.4.2. AAV-aracih Alfa-siniiklein Asir1 Ifadesi ile Olusturulan Parkinson

Hastaligi Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hafiza Uzerine EtKisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin ardindan rapamisin
tedavisi uygulanmasinin hafiza {izerine etkisi yeni nesne tanima testi ile
alistirmalardan 1 ve 24 saat sonrasinda degerlendirildi.

Kisa donem bellegi degerlendirmek icin yapilan YNT testinde; kontrol gruplari
arasinda fark gozlenmezken (Sekil 4.13.a), bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin
enjekte edilip, ilk 8 hafta rapamisin tedavisi ya da ¢oziicii uygulanan gruplarmn, naive

kontrol grubuna gore yeni nesne ile daha az vakit gegirdigi gézlendi ( Sekil 4.13.b).
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Son 8 haftada ise ¢oziicli uygulanan a-sin grubunun, naive kontrol grubuna
gore yeni nesne ile yine daha az vakit gecirdigi gozlenirken, rapamisin tedavsi alan
grupta bu fark gozlenmedi ve koruyucu etki gosterdigi gozlendi (Sekil 4.13.c).

Uzun donem bellegi degerlendirmek i¢in 24 saat sonra YNT testi yapildi.
Ancak gruplar arasinda bir fark gozlenmedi (Sekil 4.13.d).
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Sekil 4.13. YNT testine gore (A) ilk 8 hafta ve son 8 hafta tedavi gruplarinin toplu

olarak, (B) ilk 8 hafta tedavinin, (C) Son 8 hafta tedavinin 1 saat sonra
degerlendirilen yakin donem bellek davranislarina etkisi, (D) ilk ve son 8
hafta tedavi uygulanmasinin 24 saat sonra degerlendirilen uzun dénem
bellek davrnislarma etkisi. (7p<0,01 a-sin son 8 ¢6z vs naive kontrol,
“p<0,05 a-sin ilk 8 rapa, ilk 8 ¢oziicii vs naive kontrol; veriler Ort £ SH
olarak ifade edilmiStir. Na-sin ilk 8 rapa:8, Na-sin son 8 rapa:8, Na-sin ilk 8 ¢oziici=9, Na-
sin son 8 ¢oziici=10, Nkontrol=13, Nkontrol ilk 8 rapamisin=4, Nkontrol son 8 rapamisin=0,
Nkontrol ilk 8 Qézﬁcﬁ:5, Nkontrol son 8 qéZﬁCﬁ=6; Rapa: RapamiSin, CéZ: COZUCU, K:
Kontrol kisaltmasi olarak kullanilmistir. Tek yonli ANOVA ardindan
post hoc Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir).
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4.4.3. AAV-aracil Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson

Hastaligi Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hedoni Uzerine Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracilt a-sin asir1 ifadesinin ardindan ilk 8 ya da
son 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasinin hedoniye etkisi siikroz tercih testi ile
degerlendirildi.

Ik 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasimin, hem a-sin enjeksiyon grubunda
hem de kontrol grubunda % siikroz tiiketiminde azalmaya neden oldugu gdézlenmistir
(Sekil 4.14.a). Kontrole ilk 8 hafta rapamisin uygulanmasi siikroz tiikketimini naive
kontrole gore azaltmustir (Sekil 4.14.b).

Son 8 ¢oziicli uygulanan a-sin enjeksiyon grubunda ise hem naive kontrole hem
de son 8 hafta ¢oziicii uygulanan kontrol gore daha fazla siikroz tiiketti oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.14.c).
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Sekil 4.14. STT ne gore (A) Ilk 8 hafta ve son 8 hafta tedavi gruplarinin toplu olarak,
(B) Ik 8 hafta tedavinin, (C) Son 8 hafta tedavinin siikroz tiiketimine etkisi
(""p<0,01 a-sin son 8 ¢6z vs kontrol, #p<0,01 a-sin son 8 ¢6z vs kontrol
son 8 ¢0z; *"p<0,01 a-sin ilk 8 rapa vs K ilk 8 rapa, **p<0,01 K ilk 8 rapa
vs kontrol; veriler Ort = SH olarak ifade edilmistir. na-sin ilk 8 rapa=8, Na-sin son
8 rapa=10, Nassin ilk 8 ¢oziici=10, Nasin son 8 ¢oziici=10, Nkontrol=8, Nkontrol ilk 8
rapamisin=0, Nkontrol son 8 rapamisin=0, Nkontrol ilk 8 ¢oziici=0, Nkontrol son 8 ¢sziici=0; Rapa:
Rapamisin, Coz: Coziicii, K: Kontrol kisaltmasi olarak kullanilmigtir. Tek
yonlii ANOVA ardindan post hoc Tukey’in c¢oklu karsilagtirma testi
uygulanmaistir).
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4.4.4. AAV-aracih Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson
Hastaligi Modelinde Rapamisin Tedavisinin Ogrenme ve Uzaysal Hafiza Uzerine

Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin ardindan ilk 8 hafta
ya da son 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasinin 6grenme ve uzaysal hafiza
tizerine etkisi MSL testi ile degerlendirildi.

Ik 4 giin boyunca hem ilk 8 hafta hem de son 8 hafta tedavi alan gruplarin
platformun yerini 6grenme diizeyleri degerlendirildi (Sekil 4.15.a). Kontrol grubunun
ortalama platformu bulma siiresi 4. giin 10 saniyeden daha kisa oldugundan gruplar 5.
giin prob testine tabi tutuldu.

5. glin platform su tankinin digina alinarak prob testi uygulandi ve tek bir
noktadan havuza birakilan siganlarin platformun daha 6nceden oldugu boélgeye
ulagmak i¢in gegirdikleri zaman 6lgiildii. 90 sn sonunda havuzun disina alindilar.

Ik 8 hafta tedavi gruplarinda; a-sin enjeksiyonu sonras ¢oziicii alan grubun
hem 6grenme siirecinde (Sekil 4.15.b), diger gruplara gore platformu bulmak i¢in daha
cok vakit harcadigi hem de prob testinde kontrol gruplari arasinda fark goriilmezken,
¢oziicii uygulanan a-sin grubunun platform bolgesini bulmak igin daha ¢ok vakit
gecirdigi gozlendi (p=0,037 a-sin ilk 8 ¢oz (38,11+10,13) vs kontrol ilk 8 ¢oz
(15,59+2,13), p=0,015 a-sin ilk 8 ¢6z (38,11£10,13) vs kontrol (16,51£3,22), p=0,041
a-sin ilk 8 ¢6z (38,11+10,13) vs a-sin ilk 8 rapa (16,19+3,26), Sekil 4.15.c).
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Sekil 4.15. MSL testine gore (A) Her bir deney grubunun 6grenme egrileri, (B) Ilk 8
hafta tedavi alan gruplarin 6grenme egrileri, (C) Ilk 8 hafta tedavi alan
gruplarin prob testine gore platformun oldugu bolgeyi bulma siiresi
(*p<0,05 a-sin ilk 8 ¢6z vs naive kontrol, kontrol ilk 8 ¢z, a-sin ilk 8 rapa;
veriler Ort + SH olarak ifade edilmistir. Na-sin ilk 8 ¢szici=8, Na-sin son 8 ¢ziici=8,
Na-sin ilk 8 rapa=/, Na-sin son 8 rapa=9, Nkontrol=12, Nkontrol ilk 8 rapamisin=2, Nkontrol son 8
rapamisin:5, Nkontrol ik 8 Qézﬁcﬁ:B, Nkontrol son 8 Qéziicii:6; Rapa: RapamiSin, CéZ:
Coziicii, K: Kontrol kisaltmasi olarak kullanilmistir. Tek yonliit ANOVA
ardindan post hoc Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmigtir).

Son 8 hafta tedavi uygulanan grupta; a-sin enjeksiyonu sonrasi ¢oziicii alan
grubun dgrenme siirecinde (Sekil 4.16.a), diger gruplara gore platformu bulmak i¢in
daha ¢ok vakit gecirdi. Prob testinde ise ¢6ziicii alan a-sin grubunun, kontrol grubuna
gore platform bolgesini bulmak i¢in daha ¢ok vakit gegirdigi gozlendi (p=0.018 a-sin
son 8 hafta ¢oziicii (35,08+7,18) vs naive kontrol (14,5242,76), Sekil 4.16.b). A-sin
enjeksiyonu yapilan ve son 8 hafta rapamisin tedavi alan grubun ise naive kontrole

benzer sekilde platformu daha kisa stirede buldugu gézlendi.
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Sekil 4.16. MSL testine gore; (A) son 8 hafta tedavi gruplarinin 6grenme egrileri, (B)
son 8 hafta tedavi gruplarinin prob testine gore platformun oldugu bolgeyi
bulma siireleri (*p<0,05 a-sin son 8 ¢z vs kontrol; veriler Ort = SH olarak
ifade edilmistir. Na-sin son 8 ¢6ziici=8, Na-sin son 8 rapa=9, Nkontrol=12, Nkontrol son 8
rapamisin=2, NMkontrol son 8 ¢oziici=0; Rapa: Rapamisin, Coz: Coziicli, K: Kontrol
kisaltmasi olarak kullanilmistir. Tek yonliic ANOVA ardindan post hoc
Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmaistir).
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4.4.5.AAV-aracih Alfa-siniiklein Asin1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson
Hastaligi Modelinde Rapamisin Tedavisinin Motor Ogrenme ve Koordinasyon

Uzerine Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin ardindan ilk 8 hafta
ya da son 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasinin motor 6grenme ve denge iizerine
etkisi rotarod testi ile degerlendirildi (Sekil 4.17.a).

Ik 8 hafta rapamisin tedavisinin 6zellikle a-sin enjekte edilmis grupta daha
fazla olmak tizere kontrol grubuna uygulandiginda dahi doner mil iizerinde kalma
stiresini azalttig1 gozlendi (p=0,0079 a-sin ilk 8 rapa (51,41+7,23) vs kontrol
(84,84+5,45), Sekil 4.17.b)
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Sekil 4.17. Rotarod testine gore; (A) ilk 8 hafta ve son 8 hafta tedavi gruplarinin toplu
olarak, (B) ilk 8 hafta tedavinin doner mil iizerinde kalma siiresine etkisi,
(C) Ik 8 hafta tedavinin diisme frekansina etkisi (**p<0,01 a-sin ilk 8 rapa
vs kontrol; veriler Ort + SH olarak ifade edilmistir. nain il 8 ¢sziici=9, Na-sin
son 8 ¢oziici=10, Na-sin ilk 8 rapa=8, Na-sin son 8 rapa=8, Nkontrol=11, Nkontrol ilk 8 rapamisin=5,
Nkontrol son 8 rapamisin:6, Nkontrol ilk 8 qéziicﬁ:5, Nkontrol son 8 gézﬁcﬁ:5; Rapa:
Rapamisin, Coz: Coziicii, K: Kontrol kisaltmasi olarak kullanilmigtir. Tek
yonli. ANOVA ardindan post hoc Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi
uygulanmistir).

Son 8 hafta rapamisin tedavisinin de ilk 8 hafta tedaviye benzer sekilde doner
mil iizerinde kalma siiresini hem a-sin enjeksiyon grubunda hem de kontrole
uygulandiginda azalttig1 gézlendi (p=0,0001 a-sin son 8 rapa (22,75+2,84) vs kontrol
(84,84+5,45), p=0,0042 a-sin son 8 rapa (22,75+2,84) vs a-sin son 8 ¢Oz
(61,59£10,63), p=0,0001 kontrol son 8 rapa (19,7243,43) vs kontrol (84,84+5,45),
Sekil 4.18.a)
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Sekil 4.18. Rotarod testine gore; (A) Son 8 hafta tedavinin doner mil lizerinde kalma
siiresine etkisi, (B) Son 8 hafta tedavinin diisme frekansina etkisi
(****p<0,0001 a-sin son 8 rapa, K son 8 rapa vs kontrol, #p<0,01 a-sin
son 8 rapa Vs a-sin son 8 ¢z, *"p<0,005 K son 8 rapa vs K son 8 ¢oz;
veriler Ort = SH olarak ifade edilmistir. Na-sin son 8 ¢6zici=10, Na-sin son 8 rapa=8,
Nkontrol=11, Nkontrol son 8 rapamisin=6, Nkontrol son 8 gszici=2; Rapa: Rapamisin, Coz:
Coziict, K: Kontrol kisaltmasi olarak kullanilmistir. Tek yonlii ANOVA
ardindan post hoc Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir).
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4.4.6.AAV-araci Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson

Hastaligi Modelinde Rapamisin Tedavisinin Lokomotor Aktivite Uzerine Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin ardindan ilk 8 ya da
son 8 hafta tedavi uygulanmasinin hareketlilige ve motor fonksiyona olan etkisi agik
alan lokomotor aktivite testi ve apomorfin ile indiiklenen agik alan lokomotor aktivite
testi ile degerlendirildi.

Lokomotor aktivite testinde hem ilk 8 hafta hem de son 8 hafta tedavi alan
sicanlarin bazal aktiviteleri 30. dakika ile 60. dakika arasinda, apomorfinin etkisi ise
5-35 dakika arasinda analiz edildi.(Sekil 4.19). Bazal aktivitesi en yiiksek olan grup
son 8 hafta ¢oziicii alan kontrol grubu oldugu gézlendi. Apomorfin enjeksiyonu
sonrasinda ise son 8 hafta rapamisin alan a-sin grubunda hareketlilikte artisin en
yiiksek oldugu gozlendi.

Acik alan lokomotor aktivite testinde; ilk 8 hafta tedavi alan a-sin gruplarinin
kontrol grubuna gore daha az hareket ettigi gozlendi. Apomorfin enjeksiyonu sonrasi
ise tiim gruplarda artis gozlendi (Sekil 4.20.a).

Son 8§ hafta tedavi gruplarinda ise bazal harekette kontroller arasinda fark
gozlenmezken, a-sin enjeksiyonu sonrasi ¢oziicli alan grubun ¢oziicii alan kontrol
grubundan daha az hareket ettigi gézlendi. Apomorfin enjeksiyonu sonrasi tiim
gruplarda artis olmasina ragmen rapamisin tedavisi alan gruplarda meydana gelen
artisn daha yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 4.20.a).

Acik alan lokomotor aktivite testinde horizontal aktivitede meydana gelen
artis, apomorfin enjeksiyonu sonrasi hareketlilik ile bazal hareketlilik farki olarak
hesaplanmistir. Kontroller arasinda fark gézlenmezken, a-sin enjeksiyon gruplarinin
hepsinde artis oldugu ve bu artisin son 8 hafta rapamasin tedavisi alan grupta en yiiksek

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.20.b).
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Lokomotor Aktivite

Bazal Aktivite Apomorfin indiiksiyonu ile
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Sekil 4.20.
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K son 8 g6z

Gruplar

asin ilk 8 g6z
asin son 8 ¢6z
asin ilk 8 rapa

asin son 8 rapa-

Lazer kesme sayisi= apomorfin enjeksiyonu sonrasi géstermis
olduklari aktivite - 24 saat 6nceki bazal aktivite

Agik alan lokomotor aktivite testine gore (A) bazal ve apomorfin
enjeksiyonu sonrasi gruplarin horizontal aktivitelerinin gosterimi: (B)
apomorfin indiiksiyonu sonrasi hareketlilikte meydana gelen artistan
bazal aktivitelerinin ¢ikarilmasi sonucu elde edilen horizontal aktivite
farkinin gosterimi ("p<0,05 a-sin ilk 8 ¢6z vs K ilk 8 ¢6z, -p<0,05 a-sin
son 8 ¢dz vs K son 8 ¢oz, ##p<0,001 a-sin son 8 ¢oz vs a-sin son 8
rapa,*p<0.001 a-sin ilk 8 ¢6z, a-sin ilk 8 rapa, a-sin son 8 rapa vs naive
kontrol, #°p<0,01 a-sin son 8 rapa vs K son 8 rapa, veriler Ort + SH olarak
ifade edllmlStlr Na-sin ilk 8 ¢oziici=9, Na-sin son 8 ¢oziici=8, Na-sin ilk 8 rapa:7, Na-sin
son 8 rapa=9, Nkontrol=11, Nkontrol ilk 8 rapamisin=9, Nkontrol son 8 rapamisin=2, Nkontrol ilk
8 ¢oziicii=0, Nkontrol son 8 ¢oziici—0; Rapa: Rapamisin, Coz: Coziicii, K: Kontrol
kisaltmasi olarak kullanilmistir. Tek yonlit ANOVA ardindan post hoc
Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi ile eslenmemis veriler igin student ’zn
t testleri uygulanmagstir).
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A-sin enjeksiyonun ardindan ilk 8 hafta tedavi uygulandiginda hem ¢oziicii
hem de rapamisin tedavisi alan gruplarin bazal hareketlerinin naive kontrol grubuna
gore daha az oldugu goézlendi (Sekil 4.21.a). Apomorfin enjeksiyonu sonrasinda
harekette meydana gelen artisin bazal hareketlilikten farkinda ise a-sin enjeksiyon

gruplarinda kontrollere gore daha fazla artis oldugu gozlendi (Sekil 4.21.b).
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(B) gostermis olduklari aktivite - 24 saat 6nceki bazal
aktivite

Sekil 4.21. A¢ik alan lokomotor aktivite testi ilk 8 hafta (A) bazal ve apomorfin ile
indiiklenmis horizontal aktivite, (B) horizontal aktivitede meydana gelen
degisiklikler ("p<0,05 a-sin ilk 8 ¢6z vs K ilk 8 ¢6z,*p<0,05 a-sin ilk 8
¢0z, a-sin ilk 8 rapa vs kontrol; veriler Ort = SH olarak ifade edilmistir.
Na-sin ilk 8 ¢oziici=9, Na-sin ilk 8 rapa=7, Nkontrol=11, Nkontrol ilk 8 rapamisin=9, Nkontrol ilk 8
cozici=0; Rapa: Rapamisin, Coz: Coziicii, K: Kontrol kisaltmasi olarak
kullanilmistir. Tek yonlit ANOVA ardindan post hoc Tukey’in ¢oklu
karsilastirma testi uygulanmistir).
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Son 8 hafta tedavi gruplari arasinda bazal hareketlilikte fark gozlenmedi.
Apomorfin ile indiiklenen lokomotor aktivite de ise harekette en biiyiik artigin a-sin
enjeksiyonu sonrasi rapamisin tedavisi alan grupta oldugu gozlendi (p=0,0029 a-sin
son 8 rapa (36365+£3211) vs kontrol (25786+1575); p=0,0391 a-sin son 8 rapa
(36365+3211) vs a-sin son 8 ¢6z (27822+1435); Sekil 4.22.a). Apomorfin indiiksiyonu
sonrast bazal aktiviteye gore hareketlilikte meydana gelen fark degerlendirildiginde,
a-sin enjeksiyonu sonrasi rapamisin tedavisi alan grubun, hareketliliginde meydana
artisin en yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 4.22.b). Ayrica; rapamisin tedavisi alan
kontrol grubunda da diger kontrollerden daha fazla artis oldugu gozlendi (Sekil
4.22.b). Bunun yaninda a-sin enjeksiyonu sonrasi ¢ziicli alan grupta meydana gelen

artisin da kontrole ¢6ziicii uygulanmasina gore daha fazla oldugu gozlendi (Sekil

4.22.).
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Lazer kesme sayisi= apomorfin enjeksiyonu sonrasi
gostermis olduklari aktivite - 24 saat 6nceki bazal aktivite

Sekil 4.22. Agik alan lokomotor aktivite testi son 8 hafta (A) bazal ve apomorfin ile
indiiklenmis horizontal aktivite, (B) horizontal aktivitede meydana gelen
degisiklikler (****p<0,001 a-sin son 8 rapa vs kontrol, ###p<0,005 a-sin
son 8 ¢6z vs a-sin son 8 rapa, *®p<0,01 a-sin son 8 rapa vs K son 8 rapa, -
p<0,05 a-sin son 8 ¢oz vs K son 8 ¢oz,; veriler Ort = SH olarak ifade
edilmistir. Na-sin son 8 ¢sziici=8, Na-sin son 8 rapa=9, Nkontrol=11, Nkontrol son 8
rapamisin=2, NMkontrol son 8 ¢oziici—0; Rapa: Rapamisin, C6z: Coziicii, K: Kontrol
kisaltmasi olarak kullanilmigtir. Tek yonliit ANOVA ardindan post hoc
Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir).

45AAV-araal Bilateral SN ve DG Alfa-siniiklein Asin ifadesi
Saglanarak Hafta Bazinda Motor Fonksiyonlar1 Degerlendirilen Grubun 16.

Haftada Patolojik Olarak Meydana Gelen Degisiklikleri

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesine bagli hastaligin
ilerlemesi ile beraber motor fonksiyona etkisini degerlendirmek i¢in iki haftada bir
lokomotor aktivite testi yapilan grup 16. haftada sakrifiye edildi. Immiinblotlama ile
striatumda a-sin asir1 ifadesi saglandigi gosterildi (Sekil 4.23).
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Striatum

1. 2. 4. Sican

19 kDA A-sin

Sekil 4.23. Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin agir1 ifadesinin immiinoblotlama
ile protein bantlarinin gosterimi

Analiz sonucunda, bir siganin striatumunda a-sin asir1 ifadesi goriilmedigi igin,

degerleri acik alan lokomotor aktivite degerlendirmelerine katilmadi.

4.5.1. AAV-aracih Bilateral SN ve DG Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi Saglanarak
Hafta Bazinda Motor Fonksiyonlar: Degerlendirilen Grubun 16. Hafta Striatum
TH Diizeyinde Meydana Gelen Degisiklikler

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin 16. haftada striatumda
dopaminerjik néron terminalleri iizerine etkisi immiinoblotlama ile degerlendirildi.

Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjekte edilmis siganlarin, kontrol
grubuna gore TH miktarinda azalma oldugu gézlendi (p=0,0017 a-sin (0,64=+0,1; n=4)
vs kontrol (1,0240,05; n=5); Sekil 4.24).

1.5m Striatum
= * %
£
S 1.0
o)
3
£
T
'_
£ 0.5
o
0
14

0.0 T

a-sin kontrol
Gruplar

Sekil 4.24. Sicanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin motor
hareketlilige etkisi degerlendirilen gruplarda striatum TH diizeyleri (
**p<0,01 a-sin vs kontrol, veriler Ort + SH olarak ifaded edilmistir. n=4 a-
sin, n=5 kontrol; eslenmemis veriler i¢in Student 'z t testi uygulanmistir).
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4.5.2. AAV-aracil Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson
Hastahigi Modelinde 16. Haftada Striatumda Sinaptofizin Diizeyinde Meydana
Gelen Degisiklikler

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin 16. haftada striatumda
sinapslar iizerine etkisi immiinoblotlama ile anti-sinaptofizin antikoru kullanilarak
degerlendirildi.

Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjekte edilmis si¢anlarin, kontrol
grubuna gore sinaptofizin miktarinda azalma oldugu gozlendi (p=0,0013 a-sin

(0,78+0,08; n=4) vs kontrol (1,06+£0,03; n=5); Sekil 4.25).
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a-sin kontrol
Gruplar

Sekil 4.25. Siganlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin motor
hareketlilige etkisi degerlendirilen gruplarda striatum sinaptofizin
diizeyleri (veriler Ort + SH olarak ifaded edilmistir. n=4 a-sin, n=5 kontrol;
eslenmemis veriler i¢in Student in t testi uygulanmistir).

4.6. AAV-aracil Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson
Hastaligi Modelinde Patolojik Olarak Meydana Gelen Degisiklikler

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin ve GFP asir1 ifadesinin basari ile
saglandig1 immiinoblotlama yontemi ile hipokampiis ve striatumda teyit edildi (Sekil
4.26). A-sin agsir1 ifadesi daha Once belirtildigi gibi (Bkz. Bolim 3.8)

immiinoblotlamada transfer sonrasi %0.4 PFA ile fikse edilip giin asir1 a-sin antikoru
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ile muamele edildi. GFP ifadesi ise rutin olarak tekrarlanan transfer islemi sonras1 giin

asirt GFP antikoru ile muamele edildi.

Hippocampus Striatum
A-syn (19 kDA) GFP (27KkDA) A-syn (19kDA) GFP (27KkDA)
Denek Numaralari 1. 2. 3, 4, 5. 6. 1. 2. 3. 4. 5. 6.

Sekil 4.26. Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin ve GFP asir1 ifadesinin
immiinoblotlama yontemi ile gdsterimi

A-sin boyamasi, Parkinson hastaliginin patolojik belirteci fosforile a-sin (p-a-
sin) boyamast ve GFP boyamasi immiinohistokimyasal olarak gergeklestirilerek
hedeflenilen bolgelerde patoloji olusturalabildigi teyit edildi (Sekil 4.27). P-a-sin
boyamasi, a-sin enjeksiyon grubunda yogun olarak boyanirken, naive kontrol

grubunda belirgin bir boyanma gozlenmedi (Sekil 4.27.A)

/ | Fosforile alfa-sintiklein Boyamasi | \

Hipokampus

g k. « Striatum
Substantia Nigra Hipokampis Substantia Nigra

Q) Alfa-sintiklein grubu I Naive kontrol grubu | j
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f Alfa-siniiklein Boyamasi

\\

Substantia Nigra

/ GFP Boyamasi \

| immiinohistokimyasal |

immiinofloresan

x4 Hipokampiis Substantia Nigra x4
(C)

Sekil 4.27. Immiinohistokimyasal boyama ile (A) a-sin, (B) p-a-sin ve (C) GFP asir1
ifadelerinin gdsterimi (x1, x4 ve x20 biiyiitme uygulanmistir).

4.6.1. AAV-aracih Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson
Hastaligi Modelinde Hipokampiiste NeuN Diizeyinde Meydana Gelen
Degisiklikler

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin agir1 ifadesinin hipokampiis néronlari

iizerine etkisi immiinoblotlama ile Noronal ¢ekirdek antijeni (NeuN) ile miktar tayini
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yapilarak degerlendirildi. Ayrica immiinohistokimyasal olarak da hipokampiis NeuN

boyamasi gerceklestirildi (Sekil 4.28).

| NeuN Boyama

(A) x1 II x1 I (8)

A-sin Grubu GFP Grubu

(D)
() x1 SF Grubu x1 Naive Kontrol

Sekil 4.28. Immiinohistokimyasal olarak (A) a-sin, (B) GFP, (C) SF ve (D) naive
kontrol gruplarinda hipokampiis NeuN boyamast (x1 biyiitme ile
gosterilmistir).

Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjekte edilmis si¢anlarin, diger
kontrol gruplarina gore (SF enjekte edilmis sicanlar ve naive kontrol hayvanlari) NeuN
miktarinda azalma goézlendi (Sekil 4.29). GFP enjekte edilmis siganlarda da NeuN
miktarinda a-sin enjekte edilmis gruba benzer sekilde azalma oldugu gozlendi (Sekil
4.29). Ancak her iki gruptaki noron miktarindaki azalma istatistiksel olarak

anlamliliga ulagsmadi.
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1.50
NeuN
1.254

1.00 1

0.75

Roélatif NeuN/Tubulin 111

Kontrol a-sin GFP SF

Gruplar

Sekil 4.29. Sicanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin
hipokampiiste NeuN miktarina etkisi (veriler Ort £ SH olarak ifade
edilmistir. n=5 a-sin, n=5 GFP, n=4 SF, n=7 kontrol; tek yonlii ANOVA
ardindan post hoc Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmigtir).

4.6.2. AAV-aracil Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson
Hastalig1 Modelinde Striatumda TH Diizeyinde Meydana Gelen Degisiklikler

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asirt ifadesinin striatumda
dopaminerjik néron terminalleri (sonlanmalar1) {izerine etkisi immiinoblotlama ile
degerlendirildi. Ayrica immiinohistokimyasal olarak da hipokampiis NeuN boyamasi

gerceklestirildi (Sekil 4.30).

TH Boyama

Substantia nigra ‘ ‘ |

A sin Grubu Striatum X1 sybstantia nigra GFP Grubu Striatum

OQ.Q

(C) x1 Substantia nigra SF Grubu Striatum X1 substantia nigra Striatum x1 (D)

Nalve Kontrol

Sekil 4. 30. Immiinohistokimyasal olarak (A) a-sin, (B) GFP, (C) SF ve (D) naive
kontrol gruplarinda SN ve striatumda TH boyamasi (x1 biiylitme
uygulanmustir).
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Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-Sin enjekte edilmis siganlarin, kontrol
gruplarina gore (GFP, SF enjekte edilmis siganlar ve naive kontrol hayvanlari) TH

miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmedi (Sekil 4.31).

1.517 TH
£
35 1.0
fe)
=
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I
'_
= 0.5
S
:0
o
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Kontrol a-sin GFP SF
Gruplar

Sekil 4.31. Sicanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin
striatumda TH miktarina etkisi (veriler Ort £ SH olarak edilmistir. n=>5
a-sin, n=5 GFP, n=4 SF, n=7 kontrol; tek yonlii ANOVA ardindan post
hoc Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir).

4.6.3. AAV-aracil Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson
Hastah@ Modelinde Hipokampiis ve Striatumda Sinaptofizin Diizeyinde

Meydana Gelen Degisiklikler

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin agir1 ifadesinin hipokampiis ve
striatumda sinapslar iizerindeki etkisi immiinoblotlama ile anti-sinaptofizin antikoru
kullanilarak degerlendirildi. Ayrica immiinohistokimyasal olarak da sinaptofizin

boyamasi gerceklestirildi (Sekil 4.32).
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x1
Hipokampiis A -sin Grubu Striatum (B) Hipokampiis GFP G“‘b“ Striatum

Sinaptofizin Boyama

x1

*Re, ﬂ.

Hipokampiis Striatum x1 Hipokampis Naive Kontrol Striatum

Sekil 4.32. Immiinohistokimyasal olarak (A) a-sin, (B) GFP, (C) SF ve (D) naive
kontrol gruplarinda hipokampiis ve striatum sinaptofizin boyamas1 (x1
biiylitme uygulanmustir).

Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjekte edilmis si¢anlarin
hipokampiisiinde diger gruplara gore sinaptofizin miktarinda azalma oldugu gozlendi
(p=0.0087 a-sin (0,79+0,4) vs GFP (0,97+0,2), p=0.0002 a-sin (0,79+0,4) vs kontrol
(1,5+0,3), p=0.0001 a-sin (0,79+0,4) vs SF (1,09+0,6); Sekil 4.33.a).

Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin enjekte edilmis siganlarin
striatumunda da diger kontrol gruplarina gore sinaptofizin miktarinda azalma oldugu
go6zlendi (p=0.0003 a-sin (0,85+0,03) vs kontrol (1,07+0,3), p=0.0081 a-sin (0,79+0,4)
vs SF (1,01£0,4); Sekil 4.33.b). Ayrica GFP enjekte edilmis grubun sinaptofizin
miktarinda da naive kontrol grubuna gore azalma oldugu goézlendi (p=0,0025 GFP
(0,89+0,03) vs kontrol (1,07+0,3), Sekil 4.33.b).
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Sekil 4.33. Sicanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin (A)
hipokampiis, (B) striatumda sinaptofizin miktarina etkisi (*p<0,05 a-sin
vs GFP, ***p<0,005 a-sin vs naive kontrol, ****p<0,001 a-sin vs SF
(hipokampiis); *p<0,05 a-sin vs SF, ***p<0,005 a-sin vs kontrol,
**p<0,01 GFP vs naive kontrol (striatum); veriler Ort + SH olarak ifade
edilmistir. n=5 a-sin, n=5 GFP, n=4 SF, n=7 kontrol; tek yonlii ANOVA
ardindan post hoc Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmstir).

4.6.4. AAV-aracih Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson
Hastalign Modelinde Hipokampiis ve Striatumda Iba 1 Diizeyinde Meydana
Gelen Degisiklikler

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin hipokampiis ve
striatumda glialar {izerindeki etkisi immiinohistokimyasal boyama ile anti-iba-1
antikoru kullanilarak gésterildi (Sekil 4.34). Iba 1 boyamas1 sonrasinda a-sin grubunun
hipokampiislerindeki glial hiicrelerin daha genis ve dallanmis oldugu goézlendi ancak

kantitatif olarak degerlendirilmedi.
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iba 1 Boyama
/ Hipokampls \

( A) x20
\ A-sin Grubu

x1

(B) x20

7 - ML :
\ A-sin Grubu Naive Kontrol j

Sekil 4.34: immiinohistokimyasal olarak (A) hipokampiiste, (B) striatumda a-sin ve

naive kontrol gruplarinin iba-1 boyamas: (x1, x4 ve x20 biyiitme
uygulanmistir).

4.7. AAV-aracil Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson

Hastahg Modelinde Rapamisin Tedavisinin Patolojik Olarak Meydana Gelen
Degisikliklere Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAYV aracili a-sin asir1 ifadesinin basari ile saglandig
immiinoblotlama ile teyit edildi (Sekil 4.35).
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Hipokampiis

ilk 8 Hafta Son 8 Hafta
RAPA q O7 R..\P\ COZ
Denek Numaralar\ 93. 94. 95. 97. 98. 99. 56. 58. 61. 62.

Striatum

ilk 8 Hafta Son 8 Hafta
RAPA cOzZ R\P\ cOzZ
Denek Numaralan 93. 94. 95. 97. 98. 99. 58. 61. 62. 63.

Sekil 4.35. AAV-aracili a-sin agir1 ifadesinin hipokampiis ve striatumda her gruptan
rastgele 3 numunede sekilsel gosterimi

Rapamisin tedavisinin a-sin ifadesine etkisini degerlendirmek i¢in hem ilk 8
hem de son 8 hafta tedavi alan gruplarin a-sin yiikii miktarina gore karsilastirildi.
Hipokampiiste ilk 8 hafta rapamisinuyugulanan grubun, ¢6ziicii uygulanan gruba gore
daha az a-sin asir1 ifade ettigi gozlense de bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (Sekil 4.36.a). Ancak son 8 hafta rapamisin tedavisi alan grubun
hipokampiis a-sin yiikiiniin ¢6ziicii alan gruptan daha diisiik oldugu bulundu (p=0,01
a-sin son 8 rapa (0,86+0,1) vs a-sin son 8 ¢6z (1,22+0,08); Sekil 4.36.b).

Ik 8 hafta rapamisin ile ¢dziicii uygulanan grubun striatum a-sin asir1 ifade
miktarlari arasinda da hipokampiise benzer sekilde fark gozlenmedi (Sekil 4.36.c). Son
8 hafta tedavi gruplarinin striatum a-sin yiikleri arasinda da ilk 8 hafta gruplarina
benzer sekilde fark gozlenmedi (Sekil 4.36.d).
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Sekil 4.36. Siganlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta uygulandiginda, (B) son 8
hafta uygulandiginda hipokampiiste, (C) ilk 8 hafta uygulandiginda, (D)
son 8 hafta uygulandiginda striatumda goreceli a-sin yiikiine etkisi
(*p<0,05 a-sin + son 8 hafta rapa vs a-sin+ son 8 hafta ¢6ziicti; veriler Ort
+ SH olarak ifade edilmistir. Na-sin il 8 ¢ozici=D, Na-sin ilk 8 rapa=4, Na-sin son 8
coziici=D, MNasin son 8 rapa=D; Rapa: Rapamisinin kisaltmasi olarak
kullanilmistir. Eslenmemis veriler i¢in Student iz t testi uygulanmistir).

4.7.1. AAV-aracih Alfa-siniiklein Asir1 Ifadesi ile Olusturulan Parkinson

Hastaligt Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hipokampiiste NeuN Diizeyinde

Meydana Gelen Degisikliklere Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesi saglanan siganlarda
rapamisin tedavisinin hipokampiiste noronlar lizerine etkisi immiinoblotlama ile anti-
NeuN antikoru kullanilarak degerlendirildi.

Ik 8 hafta tedavi uygulanan gruplarda rapamisin tedavisi alan a-sin grubunun
diger gruplara gore NeuN miktarinin en az oldugu gozlendi (Sekil 4.37.a). ilk 8 hafta
kontrole rapamisin ya da ¢dziicii uygulanmasinin da NeuN miktarini azalttig1 gozlendi
(Sekil 4.37.a).

Son 8 hafta tedavi gruplari arasinda a-sin enjeksiyonu sonrasi NeuN miktarinda
anlamli bir azalma gozlenmezken, kontrole rapamisin uygulanmasinin NeuN miktarin

azalttig1 gozlendi (Sekil 4.37.b).
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Sekil 4.37. Sicanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta ve (B) son 8 hafta
uygulandiginda hipokampiis NeuN miktarina etkisi (***p<0,001 a-sin ilk
8 rapa vs a-sin ilk 8 ¢oz,****p<0,001 a-sin ilk 8 rapa vs kontrol,
$¢n<0,005 a-sin ilk 8 rapa vs kontrol ilk 8 rapa, **p<0,01 kontrol vs
kontrol ilk 8 rapa, kontrol ilk 8 ¢oziicii, "p<0,05 a-sin ilk 8 ¢6ziicii vs
kontrol ilk 8 ¢oziicii, *p<0,05 kontrol + son 8 hafta rapa vs kontrol,
veriler Ort + SH olarak ifade edilmistir. Nasin ik 8 ¢oziici=D, Na-sin ilk 8 rapa=4,
Na-sin son 8 ¢oziici=D, Na-sin son 8 rapa=D, Nkontrol ilk 8 ¢oziici=3, Nkontrol ilk 8 rapa=3,
Nkontrol son 8 ¢oziici=3, Nkontrol son 8 rapa=3, Nkontrol=0; Rapa: Rapamisin, Coz:
Coziicl kisaltmasi olarak kullanilmistir. Tek yonlii ANOVA ardindan
post hoc Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir).



117

4.7.2. AAV-aracil Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson
Hastalig1 Modelinde Rapamisin Tedavisinin Striatumda TH Diizeyine Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin agir1 ifadesi saglanan hayvanlarda
rapamisin tedavisinin striatumda dopaminerjik ndron terminalleri iizerine etkisi
immiinoblotlama ile anti-TH antikoru kullanilarak degerlendirildi.

Ik 8 hafta tedavi uygulanan gruplarda rapamisin tedavisi alan grubun diger
gruplara gére TH miktarinin en az oldugu goézlendi (Sekil 4.38.a).

Son 8 hafta tedavi uygulanmasi sonrasi gruplar arasinda striatum TH

miktarinda fark gozlenmedi (Sekil 4.38.b).
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Sekil 4.38. Siganlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta ve (B) son 8 hafta
uygulandiginda striatumda TH miktarina etkisi. (|p<0,05 a-sin ilk 8 rapa
vs kontrol ilk 8 rapa, **p<0,01 a-sin ilk 8 rapa vs kontrol; grafikler Ort
+ SH olarak gosterilmistir. Nasin ik 8 ¢ozici=9, Na-sin ilk 8 rapa=4, Na-sin son 8
¢oziici=D, Na-sin son 8 rapa=D, Nkontrol ilk 8 ¢oziici=3, Nkontrol ilk 8 rapa=3, Nkontrol son 8
gézﬁcﬁzg, Nkontrol son 8 rapa:3, Nkontrol=0; Rapa: Rapamisin, CéZZ COZUCU
kisaltmast olarak kullanilmistir. Tek yonlii ANOVA ardindan post hoc
Tukey’s coklu karsilastirma testi uygulanmistir).

4.7.3. AAV-aracih Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson
Hastahi@i Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hipokampiis ve Striatumda

Sinaptofizin Diizeyine Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesi saglanan si¢anlarda
rapamisin tedavisinin hipokampiis ve striatumda sinapslar {izerine etkisi
immiinoblotlama ile anti-sinaptofizin antikoru kullanilarak degerlendirildi.

Ilk 8 hafta tedavi gruplarinda, a-sin enjeksiyonu sonras1 hem ¢oziicii alan hem
de rapamisin tedavisi alan gruplarin hipokampiislerindeki sinaptofizin miktarlarinin,
naive kontrole gore azaldig1 gozlendi (Sekil 4.39.a).

Son 8 hafta tedavi gruplarinda ise a-sin enjeksiyonu sonrasi ¢oziicii alan grubun
hipokampiis sinaptofizin miktarlarinin, naive kontrol grubuna gore daha az oldugu
bulundu (Sekil 4.39.b). Rapamisin tedavisi uygulanan a-sin grubun ise sinaptofizin

seviyesinin ¢oziicli uygulanmasina gore bir miktar korundugu gozlendi (Sekil 4.39.b).
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[lk 8 hafta ¢oziicii uygulanan a-sin grubun striatumdaki sinaptofizin
miktarlarmin da, naive kontrol grubuna gore daha az oldugu bulundu (Sekil 4.39.c).
A-sin enjekte edilip rapamisin tedavisi uygulanan grup ile naive kontrol grubu
arasindaki farkin ise striatumda olmadigi gozlendi (Sekil 4.39.c). Ancak, kontrole
rapamisin tedavisi uygulanmasinin sinaptofizin miktarini naive kontrol grubuna gore
azalttig1 bulundu (Sekil 4.39.c).

Son 8 hafta tedavi gruplarinda ise asin enjeksiyonu sonrasi Striatum
sinaptofizin miktarinda azalma oldugu ve bu azalmanin 6zellikle ¢6ziicii uygulanmasi

sonrasi naive kontrol grubuna gore daha yogun oldugu bulundu (Sekil 4.39.d).
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Sekil 4.39. Sicanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta ve (B) son 8 hafta
uygulandiginda hipokampiiste, (C) ilk 8 hafta ve (D) son 8 hafta
uygulandiginda striatumda sinaptofizin miktarina etkisi ('p<0,05 a-sin
ilk 8 rapa vs kontrol, **p<0,01 a-sin ilk 8 ¢dziicii vs kontrol; **p<0,01
a-sin son 8 ¢oziicii vs kontrol (hipokampiis), "p<0,05 a-sin ilk 8 ¢6z vs
kontrol, *p<0,05 kontrol ilk 8 rapa vs kontrol, *p<0,05 a-sin son 8 rapa
vs kontrol, ***p<0,005 a-sin son 8 ¢oziicii vs kontrol (striatum); veriler
Ort &= SH olarak ifade edilmistir. Na-sin ik 8 ¢ozici=D, Na-sin ilk 8 rapa=4, sin son 8
¢oziici=9, Na-sin son 8 rapa=D, Nkontrol ilk 8 ¢iziici=3, Nkontrol ilk 8 rapa=3, Nkontrol son 8
¢oziici=3, Nkontrol son 8 rapa=3, Nkontrol=0; Rapa: Rapamisin, Coz: Coziicii
kisaltmasi olarak kullanilmistir. Tek yonliic ANOVA ardindan post hoc
Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir).

4.7.4. AAV-aracih Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson

Hastaligi Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hipokampiis ve Striatumda

ALDHI1L1 Diizeyine Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAV aracili a-sin agir1 ifadesi saglanan hayvanlarda
rapamisin tedavisinin hipokampiis ve striatumda astrositler iizerindeki etkisi
immiinoblotlama ile anti-ALDH1L1 antikoru kullanilarak degerlendirildi.

Ik 8 hafta tedavi gruplar1 arasinda rapamisin tedavisi uygulanmasi sonucu
hipokampiis ALDH1L1 miktarlarinda 6zellikle a-sin enjeksiyonu sonrasi artis oldugu
gozlendi (Sekil 4.40.a).

Son 8 hafta tedavi alan gruplarin hipokampiislerindeki ALDHI1L1 miktarlar

degerlendirildiginde ise a-sin enjekte edilip ¢oziicii alan grubun ALDHI1L1 seviyesinin



122

¢oziicii alan kontrol grubuna gore ve naive kontrol grubunun da ¢6ziicii alan kontrol
grubuna gore daha az oldugu bulundu (Sekil 4.40.b).

Ik 8 hafta tedavi gruplarmm striatum ALDHIL1 seviyeleri arasinda fark
gozlenmedi (Sekil 4.40.c). Ancak; son 8 hafta tedavi uygulanan gruplarda a-sin
enjeksiyonu sonrasi striatum ALDHIL1 seviyelrinde artis oldugu gézlendi. Ozellikle
a-sin enjeksiyonu ardindan son 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasinin ALDHI1L1
seviyesini hem naive kontrole hem de kontrole rapamisin uygulanmasina gére artirdigi
gbzlendi (Sekil 4.40.d). Bunun yani sira a-sin enjeksiyonu ardindan son 8§ hafta sadece
¢Oziici uygulanan grubunda striatum ALDHIL1 seviyesinin kontrole ¢oziicii

uygulanmasina gore arttig1 gozlendi (Sekil 4.40.d).
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Sekil 4.40. Sicanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta, (B) son 8 hafta
uygulandiginda hipokampiiste ve (C) ilk 8 hafta, (D) son 8 hafta
uygulandiginda striatumda ALDH1L1 miktarma etkisi (7 p<0,01 a-sin
ilk 8 rapa vs a-sin ilk 8 ¢oziicii, ***p<0,005 a-sin son 8 ¢oziicii vs
kontrol, **p<0,01 kontrol son 8 ¢6z vs kontrol (hipokampiis), **p<0,01
a-sin son 8 rapa vs kontrol, *"p<0,01 a-sin son 8 rapa vs kontrol son 8
rapa, #p<0,05 a-sin son 8 ¢dziicii vs kontrol son 8 ¢dziicii (striatum);
veriler Ort + SH olarak ifade edilmistir. Na-sin ik 8 ¢oziici=D, Na-sin ilk 8 rapa=4,
Na-sin son 8 ¢oziici—9, Na-sin son 8 rapa=2, Nkontrol ilk 8§ ¢oziici—a, Nkontrol ilk 8 rapa=3,
Nkontrol son § ¢oziicai=3, Nkontrol son 8 rapa=3, Nkontrol=0; Rapa: Rapamisin, Coz:
Coziicli kisaltmasi olarak kullanilmistir. Tek yonli ANOVA ardindan
post hoc Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir).
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4.7.5. AAV-aracil Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson
Hastalig1 Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hipokampiis ve Striatumda LC3 I/11

Diizeylerine Etkisi

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesi saglanan hayvanlarda
rapamisin tedavisinin hipokampiiste ve striatumda otofaji ve apoptoz iizerine etkisi
immiinoblotlama ile degerlendirildi. Bu amagla otofajik yolagin isaretleyicisi olarak
mikrotiibiil iliskili protein hafif zinciri 3 (LC3) /Il ve p62 antikorlar ile apoptotik
yolagin isaretleyicisi olarak da kaspaz 3 antikoru kullanildi. Hem ilk 8 hafta tedavi
uygulanmasinin otofajik ve apoptotik yollaklar {izerindeki noroprotektif etkisi hem de
son 8 hafta tedavinin nororestoratif etkisi hipokampiis ve striatum bolgelerinde
degerlendirildi.

Otofaji sirasinda hiicre igerisinde otofagozomlar olusur ve LC3 1
otofagozomun membranina baglanarak LC3 II’ye doniisiir. Bu nedenle LC3 II/I orani
otofajinin tayin edilmesinde yaygin olarak kullanilir (274).

[lk 8 hafta tedavi gruplarmin hipokampiis LC3 I miktarlar1 degerlendirildiginde
kontrol gruplar1 arasinda fark gozlenmezken, a-sin enjeksiyou sonrasi rapamisin
tedavisi alan grubun LC3 I miktarinin kontrole rapamisin uygulanmasina gore arttig
gozlendi (Sekil 4.41.a).

Son 8  hafta tedavi gruplarinin hipokampiis LC3 [ miktarlan
degerlendirildiginde ise a-sin enjekt edilip rapamisin tedavisi almig grubun LC3 |
seviyesinin en yliksek oldugu gézlendi (Sekil 4.41.b). Kontrol gruplar1 arasinda fark
gbzlenmezken, a-sin enjeksiyonu sonrasi rapamisin tedavisi alan grubun LC3 I
miktarinda naive kontrol ve rapamisin tedavisi alan kontrol grubuna goére artis oldugu
goriildi (Sekil 4.41.b). Ayrica a-sin enjekte edilen grupta rapamisin tedavisi sonrasi
LC3 I'miktarinin, a-sin enjeksiyonu sonrasi ¢6ziicli uygulanan gruba gére de daha fazla
oldugu goézlendi (Sekil 4.41.b).

Rapamisin tedavisinin striatum LC3 I diizeyine etkisi degerlendirildiginde ise,
ilk 8 hafta ya da son 8 hafta tedavi uygulanmasinin ne a-sin enjeksiyon gruplarinda ne

de kontrol gruplarinda fark yaratmadigi gozlendi (Sekil 4.41.c, d).
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Sekil 4.41.

Gruplar

Sicanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta, (B) son 8 hafta
uygulandiginda hipokampiiste ve (C) ilk 8 hafta, (D) son 8 hafta
uygulandiginda striatumda LC3 I miktarina etkisi, (*p<0,05 a-sin ilk 8
rapa vs kontrol ilk 8 rapa, #p<0,01 a-sin son 8 rapa vs a-sin son 8 ¢dz,
**p<0,01 a-sin son 8 rapa vs kontrol, "*p<0,01 a-sin son 8 rapa Vs
kontrol son 8 rapa, veriler Ort + SH olarak ifade edilmistir. Nasin ilk 8
coziici=9, Na-sin ilk 8 rapa=4, Na-sin son 8 ¢oziici=D, Na-sin son 8 rapa=D, Nkontrol ilk 8
¢oziici=3, Nkontrol ilk 8 rapa=23, Nkontrol son 8 ¢sziici=3, Nkontrol son 8 rapa=3, Nkontrol=0;
Rapa: Rapamisin, C6z: Coziicli kisaltmasi olarak kullanilmistir. Tek
yonlii ANOVA ardindan post hoc Sidak’in ¢oklu karsilagtirma testi
uygulanmistir).

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesi saglanan siganlardan ilk

8 hafta ¢oziicii ya da rapamisin tedavisi alan gruplar ile kontrol gruplar1 arasinda

hipokampiis LC3 II miktarlar1 kiyaslandiginda fark gézlenmedi (Sekil 4.42.a).

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesi saglanan hayvanlardan

son 8 hafta ¢oziicii alan grupta hipokampiis LC3 II miktarinda, rapamisin tedavisi alan

ya da naive kontrol grubuna goére azalma bulundu. Rapamisin alan kontrol grubunun

LC3 II miktariin azaldigir ve bu azalmanin naive kontrol ve ¢oziicii alan kontrol
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grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlendi (*p<0.05 a-sin son 8 ¢6z vs
kontrol, #p<0.05 a-sin son 8 rapa vs son 8 ¢dz, p<0.05 kontrol son 8 rapa vs naive
kontrol, p<0.05 kontrol son 8 rapa vs kontrol son 8 ¢6z; Sekil 4.42.b).

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesi saglanan hayvanlarin
striatumlarindaki LC3 II miktarlar1 degerlendirildi. ilk 8 hafta tedavi alan gruplar
arasinda sadece ¢0ziicli alan kontrol grubunun, ¢oziicii alan a-sin grubuna goére LC3 11
miktarin azaldig1 gdzlendi (¥p<0.01 a-sin ilk 8 ¢z vs kontrol ilk 8 ¢6z; Sekil 4.42.c).

Son 8 hafta tedavi alan gruplar arasinda ise a-sin enjekte edilmis olup ¢oziicii
alan ya da rapamisin tedavisi alan grubun LC3 II miktarlarinin azaldig1 ancak gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 gozlendi (##p<0.01 a-sin son 8
¢6z vs kontrol son 8 ¢6z; Sekil 4.42.d). Ayrica rapamisin tedavisi alan kontrol

grubunda LC3 II miktarinda hafif bir artis oldugu gézlendi.
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Sekil 4.42. Sicanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta, (B) son 8 hafta
uygulandiginda hipokampiiste ve (C) ilk 8 hafta, (D) son 8 hafta
uygulandiginda striatumda LC3 II miktarina etkisi (*p<0,05 a-sin son 8
rapa vs kontrol rapa, *p<0,05 a-sin son 8 ¢dz vs a-sin son 8 rapa, ~p<0,05
a-sin son 8 ¢6z vs kontrol son 8 ¢6z, #p<0,01 a-sin ilk 8 ¢6z vs kontrol
ilk 8 ¢6z; veriler Ort = SH olarak ifade edilmistir. Nasin ilk 8 ¢ozici=D, Na-sin
ilk 8 rapa=4, Nasin son 8 ¢oziici=D, Na-sin son 8 rapa=9, Nkontrol ilk 8 ¢éziici=3, Nkontrol ilk 8
rapa=3, Mkontrol son 8 ¢oziici=3, Nkontrol son 8 rapa=3, Nkontrol=6; Rapa: Rapamisin,
Coz: c¢oziici kisaltmasi olarak kullanilmigtir. Tek yonli ANOVA
ardindan post hoc Sidak’in ¢oklu karsilastirma testleri uygulanmustir).

LC3 T'in II’e donilisimii otofajinin aktif oldugunun gostergesi olarak
kullanilmaktadir. Bu amagla farkli farkli hesaplamalar yapilmaktadir (274). Burada iki
farkli yontemle otofaji aktivasyonu degerlendirilmeye calisilmistir. Oncelikle direkt
olarak B-aktine standardize edilmis LC3 II miktari, B-aktine standardize edilmig LC3
I miktarina oranlanmistir. Ayrica; B-aktine standardize edilmis LC3 II miktari, f-

aktine standardize edildikten sonra LC3 1 ve II’nin toplamina oranlanarak

hesaplanmistir (formiil 4.1 ve 4.2).

LC311/B — aktin

ROlatif LC3 = a5~ aktin
(4.1)
- LC3 11/ — aktin
olattf LC3 = e~ aktin) + (LC3 116 — aktin)

(4.2)
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Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesi saglanan siganlarin
hipokampiisiinde ilk 8 hafta rapamisin ile tedavi sonrasinda rolatif LC3 miktarinin
azaldig1 gozledi (Sekil 4.43.a). Ancak, rapamisin tedavisi alan kontrol grubunda ise
rolatif LC3 miktarinda azalma olmadigi1 gézlendi (Sekil 4.43.a).

Son 8 hafta tedavi gruplarinin hipokampiis sonuclar1 degerlendirildiginde ise;
naive kontrol grubunun rélatif LC3 miktarinin en yiiksek oldugu gozlendi (Sekil
4.43.c). Rapamisin tedavisi sonrasi hem a-sin enjeksiyon grubunda hem de kontrol
grubunda naive kontrole gére azalma oldugu gozlendi (Sekil 4.43.c). Ayrica, naive

kontrol ile ¢oziicii uygulanan kontrol arasinda da fark oldugu gozlendi (Sekil 4.43.c).
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Sekil 4.43. Siganlarda ilk 8 hafta rapamisin tedavisinin (A) LC3 II/I oranina, (B) LC3
I/ LC3 (II+I) oranina, son 8 hafta rapamisin tedavisinin (C) LC3 Il/I
oranma, (D) LC3 II/ LC3 (II+]) oranina hipokampiiste etkisi (*p<0,05 a-
sin ilk rapa vs a-sin ilk 8 ¢oz, "p<0,05 a-sin ilk 8 rapa vs kontrol ilk 8 rapa,
**p<0,01 a-sin son 8 rapa vs kontrol, *p<0,05 kontrol son 8 rapa vs
kontrol, **p<0,05 kontrol son 8 ¢6z vs kontrol; veriler Ort + SH olarak
ifade edilmistir. Na-sin itk 8 ¢ziica=D, Na-sin ilk 8 rapa=4, Na-sin son 8 coziici=2, Na-sin son
8 rapa=9, Nkontrol ilk 8 ¢oziici=a, Nkontrol ilk 8 rapa=3, Nkontrol son 8 ¢oziici=a, Nkontrol son 8
rapa=3, Nkontrol=0; Rapa: Rapamisin, CoOz: ¢0Oziicii kisaltmasi olarak
kullanilmistir. Tek yonlii ANOVA ardindan post hoc Sidak’in ¢oklu
karsilagtirma testleri uygulanmistir).
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Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin agir1 ifadesi saglanan hayvanlarda ilk
8 hafta ¢Oziicli ya da rapamisin tedavisi alan gruplarin striatumlarinda rolatif LC3
miktarinda hafif bir artis egilimi oldugu gozlendi. (Sekil 4.44.a). Rapamisin
uygulanmasi sonucu hem a-sin enjeksiyon grubunda hem de kontrol grubunda bir
miktar artig gozlenirken, kontrol gruplari arasinda fark olmamasina ragmen a-sin
enjeksiyonu sonrasi sadece ¢ozlicii uygulanan grubun rolatif LC3 miktarinin kontrole
¢oziicii uygulanan gruptan yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 4.44.a).

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesi saglanan siganlara son 8
hafta ¢oziicii ya da rapamisin tedavisi uygulanmasiin ise striatumda rolatif LC3
miktarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmadigi

gozlenmistir (Sekil 4.44.c, d).
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Sekil 4.44. Siganlarda ilk 8 hafta rapamisin tedavisinin (A) LC3 II/I oranina, (B) LC3
I/ LC3 (II+]) oranina, son 8 hafta rapamisin tedavisinin (C) LC3 II/I
oranina, (D) LC3 II/ LC3 (II+]) oranina striatumda etkisi (*p<0,05 a-sin ilk
8 ¢0z vs kontrol ilk 8 ¢oz, veriler Ort + SH olarak ifade edilmistir. na-sin il
8 coziici =2, Nasin ilk 8 rapa=4, Na-sin son 8 ¢ziici—D, Na-sin son 8 rapa=2, Nkontrol ilk 8 ¢oziici—3,
Nkontrol ilk 8 rapa=3, Nkontrol son 8 ¢oziici=3, Nkontrol son 8 rapa=3, Nkontrol=4; Rapa:
Rapamisin, Co6z: ¢oziicii kisaltmasi olarak kullanilmigtir. Tek yonlii
ANOVA ardindan post hoc Sidak’m ¢oklu karsilastirma testi
uygulanmistir).
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4.7.6. AAV-aracil Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson
Hastaligi Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hipokampiis ve Striatumda p62

Diizeyine Etkisi

Poliubikutin baglanma proteini p62 (SQSTMI1) otofaji belirteci olarak
kullanilmaktadir. p62 otofagozom olusumu sirasinda LC3 II’e baglanir ve otafaji
sirasinda parcalanir. Bu nedenle p62 miktarinin azalmasi otofajinin belirteci olarak
kullanilir (274, 275).

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-Sin asir1 ifadesi saglanan hayvanlarda ilk
8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasi sonrasi hipokampiis p62 diizeyinin a-sin
gruplarinda daha az olmasina ragmen, gruplar arasinda fark gozlenmedi (Sekil 4.46.a).

Son 8 hafta tedavi gruplarimin hipokampiis p62 diizeylerine bakildiginda;
kontrole rapamisin uygulanmasi sonucu azalma oldugu ancak ayni azalmanin a-sin
enjeksiyonu sonrasi rapamisin uygulanan grupta olmadigi gozlendi (Sekil 4.45.b).
Ayrica a-sin enjeksiyonu sonrasi rapamisin tedavisi uygulanan grubun hipokampiis
p62 diizeyinin kontrole gore arttig1 gozlendi (Sekil 4.45.b).

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracil1 a-sin asir1 ifadesi saglanan siganlarda ilk
8 hafta sadece ¢o6ziicli uygulanan grubun striatum p62 diizeyinin kontrole ¢oziicii
uygulanan gruba gore azaldigi ve kontrol gruplari arasinda da fark olmadigi gozlendi
(Sekil 4.45.c).

Son 8 hafta tedavi gruplarinin striatum p62 diizeyleri degerlendirildiginde a-
sin enjeksiyon gruplarinda hem rapamisin uygulanan grupta hem de sadece ¢oziicii
alan grupta hafif bir artis oldugu ancak kontrollerle aralarinda fark olmadigi gozlendi
(Sekil 4.45.d). Ancak; rapamisin tedavisi alan kontrol grubunun striatum p62

diizeyinde kontrole gore azalma oldugu gozlendi (Sekil 4.45.d).
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Sekil 4.45. Siganlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta, (B) son 8 hafta
uygulandiginda hipokampiiste ve (C) ilk 8 hafta, (D) son 8 hafta
uygulandiginda striatumda p62 diizeyine etkisi (*p<0,05 a-sin son 8 rapa
vs kontrol son 8 rapa, *p<0,05 kontrol son 8 rapa vs kontrol, *p<0,05 a-
sin ilk 8 ¢6z vs kontrol ilk 8 ¢z, *p<0,01 a-sin son 8 rapa vs kontrol son
8 rapa; veriler Ort + SH olarak ifade edilmistir. Na-sin ilk 8 ¢ozici=D, Na-sin ilk
8 rapa=4, , Nasin son 8 ¢oziici=2, Na-sin son 8 rapa=D, Nkontrol ilk 8 ¢oziici=3, Nkontrol ilk 8
rapa=3, Mkontrol son 8 ¢oziici=3, Nkontrol son 8 rapa=3, Nkontrol=6; Rapa: Rapamisin,
Coz: c¢oziicii kisaltmas1 olarak kullanilmistir Tek yonli ANOVA
ardindan post hoc Sidak’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir).

4.7.7. AAV-aracih Alfa-siniiklein Asir1 ifadesi ile Olusturulan Parkinson
Hastaligi Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hipokampiis ve Striatumda Kaspaz

3 Diizeyine Etkisi

Kaspazlar, programlanmis hiicre oOliimiinde (apoptoz) rol alan Onemli
mediyatorlerdir. Kaspaz 3, siklikla aktive edilen ve pek ¢ok anahtar hiicresel proteinin
temizligini baslatan 6liim proteazidir (276). Bu nedenle; kaspaz 3, apoptoz belirteci
olarak kullanilmaktadir.

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin agir1 ifadesi saglanan hayvanlarda ilk
8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasinin hipokampiiste kaspaz 3 miktarinda naive
kontrole goére artisa neden oldugu gozlendi (Sekil 4.46.a). Rapamisin uygulanmasi
kontrol grubunda da kaspaz 3 miktarinda artma egilimi gosterse de kontrol gruplari

arasinda fark gozlenmedi (Sekil 4.46.a).
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Son 8 hafta tedavi uygulanmasi sonucunda ise kontrol gruplar1 arasinda fark
gozlenmezken, hem rapamisin uygulanan hem de sadece ¢oziicii uygulanan a-sin
enjeksiyon gruplarinda kontrol gruplarina gére hipokampiis kaspaz 3 seviyesinde artis
oldugu gézlenmistir (Sekil 4.46.b). Ayni artig kontrol grubuna rapamisin uygulanmasi
sonucu gozlenmemistir (Sekil 4.46.b).

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesi saglanan hayvanlara ilk
8 hafta rapamisin tedavisi ya da sadece ¢oziicii uygulanmasinin striatumda kaspaz 3
diizeyinde kontrol gruplarina oranla bir degisiklik yapmadigr gozlenmistir (Sekil
4.46.c). Benzer sekilde son 8 hafta rapamisin ya da sadece ¢oziicii uygulanmasinin a-
sin enjeksiyon gruplari ile kontrol gruplari arasinda fark yaratmadigi gézlenmistir

(Sekil 4.46.d).
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Sekil 4.46. Sicanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta, (B) son 8 hafta
uygulandiginda hipokampiiste ve (C) ilk 8 hafta, (D) son 8 hafta
uygulandiginda striatumda etkisi kaspaz 3 diizeyine etkisi (*p<0,05 a-
sin ilk 8 rapa vs kontrol, *p<0,05 a-sin son8 rapa vs kontrol, **p<0,01 a-
sin son 8 rapa vs kontrol son 8 rapa, *p<0,05 a-sin son 8 ¢z vs kontrol
son 8 ¢oz; veriler Ort + SH olarak ifade edilmistir. na-sin ilk 8 ¢oziici=D, Na-sin
ilk 8 rapa=4, Nasin son 8 ¢oziici=D, Na-sin son 8 rapa=9, Nkontrol ilk 8 ¢éziici=3, Nkontrol ilk 8
rapa=3, Nkontrol son & ¢éziici=3, Nkontrol son 8 rapa=3, Nkontrol=0; Rapa: Rapamisin,
Coz: c¢oziici kisaltmasi olarak kullanmilmistir. Tek yonli ANOVA
ardindan post hoc Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmstir).
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5.TARTISMA

Parkinson hastaliginin temel motor belirtilerinin yaninda hem premotor
donemde hem de ge¢ donemde motor dis1 semptomlar hastalia eslik eder. Parkinson
hastaliginin altta yatan mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte a-Sin proteininin
yanlis katlanmasi ve agregat olusturmasinin dnemli bir rolii oldugu bilinmektedir (95,
128, 134). Ayrica yapilan genetik caligmalar ile a-Sin geninde meydana gelen
mutasyonlarinda hastalik patolojisi ile iliskili oldugu gosterilmistir (3, 154, 277).
Hastaligin altinda yatan mekanizmanin anlasilabilmesi i¢in hayvan modellerinin
gelistirilmesi olduk¢a oOnemlidir. Gilinlimiizde var olan modellerin hastaligin
norodejeneratif karakterini yansitmada, motor ve motor dist semptomlar1 bir arada
calismada c¢esitli kisithiliklar1 bulunmaktadir. Bu nedenle de yeni modellerin
gelistirilmesine ihtiyag vardir. Bu ¢alismada oncelikle AAV-aracili a-sin agir1 ifadesi
bilateral SN ve DG’de birlikte saglanarak ve 18 hafta beklenerek a-sin agregat
yiikiiniin patolojik boyutlarda artmasi ile PH’de goriilen motor ve motor dis1
semptomlarin birlikte olusturulmas1 amaglanmistir. Ayrica patolojide rol oynadigi
bilinen a-sin’i molekiiler diizeyde arastirmak, sinaps ve noronlardaki etkisini daha
detayli olarak hem motor hareketlerden sorumlu bdlgelerde hem de kognitif
fonksiyonlardan  sorumlu  bolgelerde incelemek  hedeflenmistir.  Modelin
karakterizasyonu tamamlandiktan sonra ise otofaji indiiksiyonuna neden olan
rapamisin  tedavisi uygulanarak noroprotektif/nororestoratif  yolaklarin PH
tedavisindeki yerinin arastirilmasi amaglanmastir.

Parkinson hastaligini ¢alismak igin en sik kullanilan hayvan modelleri toksin
kaynakli modellerdir. Bu modeller degisen oranlarda ndron 6liimii ve motor bozukluga
neden olmakta ancak a-sin patolojisi ¢ogunlukla olugsmamakta veya yetersiz
gozlenmektedir (95). A-sin agregatlarinin PH’nin patolojik belirteci olmasi hem
transgenik hayvan modelleri hem de viral vektor aracili a-sin asir1 ifadesi ile saglanan
hayvan modelleri gelistirilmesine neden olmus ve pek ¢ok farkli promoter kullanilarak
transgenik hayvan modeli olusturulmustur. Promoter’in tiirtine bagli olarak beynin
pek cok yerinde a-sin asir1 ifadesi saglandigi gozlenmistir (158). Ilk iiretilen fare
modellerinden birinde, promoter aracili néronal sitoplazmada, baz1 ¢ekirdeklerde ve

gliada a-sin agregat olusumu gozlenmistir (278). Aymi sekilde kullanilan Thyl
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promoter ile noronal agregat gozlenirken, glial bir birikme gézlenmemistir (158, 279).
Her ne kadar beyinde bir miktar a-sin birikimi gozlense de, su ana kadar higbir
transgenik fare modeli PH’de beklenen biitiin 6zellikleri gésterememistir (128). Bazi
farelerde a-sin agregatlar1 gézlenip, hiicre 6limii gozlenmezken; bazi farelerde hiicre
6liimii, motor bozukluk gozlenmesine ragmen protein agregatlart gézlenememistir
(278, 280-283). Bu modellerde esas sorun belirli bir bolgede 6zgiil olarak a-sin asir
ifadesi saglamanin zorlugu ve Lewy cisimcigi benzeri patolojinin nadiren
olusturulabilmesidir (158). Ayrica, PH’de goriilen ilerleyici nitelikte norodejeneratif
hasar1 toksin kaynakli modellerde gostermek oldukg¢a zordur (95). Viral vektor aracili
olusturulan modeller, PH nin dogasina uygun olarak; enjekte edilen belirli bir bolgede
ve ilerleyici nitelikte aylar igerisinde ger¢eklesen néronal hasara neden olur (161, 163,
255). Transgenik modellerden farkli olarak sadece farelerde degil, diger hayvan
tirlerinde ve embriyonik donemden itibaren degil, yetiskin donemde de ¢alisiimasina
olanak saglar. Ayrica, viral vektor araciligiyla tek tarafli a-sin asir1 ifadesi saglanarak,
ayni hayvanin karsi tarafinin i¢ kontrol olarak kullanilmasina izin vermektedir (158,
284).

AAV-aracili bilateral SN ve DG’ye birlikte a-sin enjeksiyonu ilk defa
gergeklestirilen bu modelde enjeksiyon sonrasi a-sin asir1 ifadesi hem SN’de hem de
DG’de basari ile saglanmistir. Enjeksiyon sadece SN ve DG bdlgelerine yapilmis
olmasina ragmen, a-sin geninin baglantili bolgelere transferi saglanmis, striatumda,
tim hipokampiiste, kismen korteksin bazi bolgelerinde, VTA’da da asir1 ifade ve
agregat olusumu gozlenmistir. Buna bagli olarak hipokampiis ve striatumda sinaptik
kayip goriilmesinin yani sira ndronal kayip egilimi de gozlenmistir. Elde edilen
patolojik bulgular ile birlikte olusturulan bu model ile PH’nin motor ve motor-disi
belirtilerinin birlikte degerlendirilmesi imkani bulunmustur. Viral vektor aracili a-sin
asir1 ifadesi ile olusturulan bu modelde yine ilk defa rapamisin tedavisi uygulanarak;
rapamisin aracili noroprotektif/nororestoratif mekanizmalarin hastaligin patolojik ve
davranigsal bulgularina etkisi ile patolojik a-sin yilikii iizerine etkisi
degerlendirilebilmistir. Bu modelde goriilen sinaptik kayip, motor ve motor-disi
bulgular daha 6nce yapilmis viral vektor aracili ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir

(161, 163, 255, 258, 271).



139

SN’de AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin motor fonksiyonda bozukluga yol
actig1 gosterilmistir (160, 285). Bu tez galismasi kapsaminda meydana gelen motor
degisiklikleri degerlendirmek i¢in ilk etapta baslangictan itibaren hafta hafta agik alan
lokomotor aktivite degerlendirildi. Katedilen mesafenin ve horizontal aktivitenin ilk
haftalarda diistiigli ancak daha sonrasinda toparlanma gostererek harekette artis egilimi
oldugu gozlendi. Boylece; a-sin asir1 ifadesi saglanmasinin zamansal olarak motor
aktiviteye etkisi, hafta hafta harekette meydana gelen degisiklikler Olgiilerek
degerlendirilebilmistir. 7. haftadan sonra a-sin enjekte edilmis hayvanlarin motor
performansinda toparlanma olsa da ikinci etapta karakterizasyon ic¢in planlanan
deneylerin lokomotor aktivite test sonuclari ile benzer performans gosterdikleri ve
naive kontrollerden daha az hareket ettikleri gdzlenmistir. immiinoblotlama sonuglari
degerlendirildiginde ise 16. haftada striatumda hem TH kaybi hem de sinaptofizin
kaybi1 oldugu gézlenmistir. Bu durum 16 haftanin a-sin asir1 ifadesine bagli patolojinin
olusmasi ve motor kayip gozlenmesi igin yeterli bir siire olabilecegini
diistindirmektedir.  Ancak sadece lokomotor aktiviteyi zamansal olarak
degerlendirmek SN’de a-sin asir1 ifadesinin motor performanst etkiledigini soylemek
i¢in yeterli degildir.

Silindir testi, unilateral nigral enjeksiyon yapilan PH hayvan modellerinde
motor asimetriyi degerlendirmede oldukga sik kullanilir. Ancak bu modelde bilateral
nigral enjeksiyon gerceklestirilmistir. Bu nedenle motor asimetriyi degerlendirmek
mimkiin degildir. Bunun yerine nigral enjeksiyona bagli gerceklesen motor
bozukluklar rotatod testi ile degerlendirilmistir. Bu galismada; bilateral SN ve DG a-
sin enjeksiyonu gerceklestirilen hayvanlarin ii¢ gilinliik deneme sonrasinda rodda
kalma siiresinin diger gruplara gore daha diisiik oldugu gozlenmistir. A-sin enjekte
edilmis grupta gozlenen bu azalma nigral noronal hasara bagl bekledigimiz bir
azalmadir ve daha onceki ¢aligmalarla paralellik gostermektedir (286, 287).

Tedavi gruplart degerlendirildiginde ise rapamisin tedavisi alan a-sin
enjeksiyon gruplarinin hem ilk 8 hafta da hem de son 8 hafta da rodda kalma
stirelerinde naive kontrol grubuna gore azalma gozlenmistir. Son 8§ hafta ¢oziicli alan
a-sin grubu motor fonksiyonunda kontrole gore azalma egilimi varken, ilk 8 hafta
¢oziici alan a-sin grubu motor fonksiyonunda degisiklik gézlenmemistir. Son 8 hafta

rapamisin tedavisi alan kontrol grubununda da rod iizerinde kalma siiresinde naive
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kontrol grubuna gore azalma olmasi bu etkinin kronik rapamisin tedavisine bagl
olabilecegini diigsiindiirmektedir. Rapamisin, hiicre metabolizmasinda énemli rolii olan
bir mTORCI1 inhibitériidiir. Bir ¢alismada uzun siireli rapamisin kullaniminin viicut
kitle indeksinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (288). Son 8 hafta rodda kalma
siiresinde rapamisin tedavisi ile meydana gelen bu diislis hayvanlarin
metabolizmasinda meydana gelen degisiklige bagh olarak kas gli¢siizliigliinden
kaynakli olabilir. Nitekim son 8 hafta ¢oziicii alan a-sin enjeksiyon grubunda kontrole
gore azalma varken, bu azalma ¢6ziicii alan kontrol grubunda goriilmemektedir. Fakat
rapamisin tedavisi alan kontrol grubunda da rapamisin tedavisi alan a-sin enjeksiyon
grubuna benzer oranda rodda kalma siiresinde azalma goriilmektedir. Bunun sebebi
yine rapamisin tedavisinin metabolizma {izerindeki etkisi olabilir (288).
Enjeksiyondan hemen sonra rapamisin tedavisi baglanmis olmasi ve 8 hafta boyunca
tedavinin devam ettirilmesi iyilesme siirecindeki hayvanlarin kontrol grubundaki
hayvanlara gore daha gii¢siiz kalmalarina neden olmus olabilir. A-sin enjeksiyonu ile
birlikte ¢oziicli tedavisi baslanan grupta motor fonksiyon bozuklugunun goriilmeme
sebebi kullanilan ¢oziicliniin etkisi olabilir. Her ne kadar ¢oziicliniin her hangi bir etki
gostermemesi beklense de rapamisini ¢6zmek i¢in kullanilan tween 80, PEG400 ve
etil alkoliin uzun siireli uygulanmasi, a-Sin agregat yiikiinii degistirmeden, patolojisini
etkilemis olabilir. Yapilan in vitro bir calismada; tween 80’in safra tuzlarinin
antimikrobiyal etkisini safra tuzlari ile misel olusturarak, onlarin bakteri ile temasini
engelleyip, inhibe ettigi gosterilmistir (289). Biyokimyasal ¢alismalarda PEG400’{in
proteini, viriisii ve virilis benzeri partikiilleri ayirmada kullanilabilecegi gosterilmistir
(290, 291).

Hareketlerde azalma ve yavaslama PH’de iyi karakterize edilmis motor
fonksiyon bozukluklardan biridir ve nigrostriatal yolaktaki dopaminerjik ndron
kaybina bagli olarak goriildiigii daha 6nce gosterilmistir (138, 139, 292). Bu tez
caligmasinda hem acik alan bazal lokomotor aktivite degerlendirilmis hem de
apomorfin ile indiiksiyonu sonrasi lokomotor aktivitede meydana gelen artis
degerlendirilmistir. Bazal aktiviteye bakildig1 zaman a-sin, GFP ve SF grubunda, naive
kontrol grubuna goére azalma gozlenmistir. Ancak bu fark SF grubunda en azdir. Var
olan bu fark cerrahi islem sonrast meydana gelen mekanik hasara bagli olabilir.

Bilateral GFP enjeksiyonu yapilmis olan hayvanlarda da a-sin enjeksiyonu yapilmis
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hayvanlara benzer sekilde harekette azalma gozlenmistir. Bu azalmanin sebebi,
GFP’nin noéronlar iizerinde toksik etkisi olabilir. Nitekim immiinoblotlama ile GFP
enjeksiyon grubunda da striatumda rolatif TH ve sinaptofizin seviyesinde azalma
gozlenmistir. Bu durum bazal lokomotor aktivitede meydana gelen azalmayi
aciklayabilir. Tedavi gruplarinin bazal lokomotor aktiviteleri ise; ilk 8 hafta ¢oziicii ya
da rapamisin tedavisi uygulanan a-sin enjeksiyon grubu, kontrol grubuna gore daha az
hareket etmistir. Ancak kontrol gruplari arasinda fark gézlenmemistir. Son 8 haftada
ise a-sin enjeksiyon gruplarinin bazal hareketleri kontrollerden az olsa da, gruplar
arasinda fark gozlenmemistir. Bu durum rapamisin tedavisi uygulanmasimin motor
harekette bir iyilesme saglamadigini gostermektedir. Rapamisinin ilk 8 hafta
uygulandiginda da motor hareketlerde kotiilesmeye neden olmasinin sebebi heniiz
agregat  olusmamisken  otofajinin  indiiklenmesi  hastaligin ilerleyisini
engelleyememesi, ancak son 8 haftada rapamisin uygulandiginda olusan agregatlarin
otofaji aracili temizlenmesi ile hastaligin ilerleyisinin durdurulmasina aracilik etmesi
ve boylece motor hareketlerde bozuklugun goriillmemesi olabilir.

Yanlig katlanmig ve agregat olusturmus proteinlerin birikimi nérodejeneratif
hastaliklarin ortak 6zelliklerinden biridir ve bu birikimin mTORCI1 aracili protein
sentezi ve otofaji disfonksiyonu ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle
rapamisin aracili protein sentezinin baskilanmasinin ve otofaji indiiksiyonunun
proteinlerden agregat olusumunu azaltacagina ya da oOnleyecegine dair ¢alismalar
bulunmaktadir (214, 245). Ayrica; rapamisinin yaslanma karsiti etkilerinin olmas,
onun yasa bagl ortaya ¢ikan pek cok norodejeneratif hastalikta da koruyucu etki
gosterebilecegi diisiincesini ortaya ¢ikarmustir. Ilk olarak oral uygulanan rapamisinin,
transgenik Alzheimer fare modelinde hafiza kaybinin baglangicindan kisa bir siire
sonra uygulanmasi durumunda hafiza kaybini1 6nledigi ancak ¢ok yogun plak olusumu
ve birikimi olduktan sonra, ge¢ donemde uygulandiginda etkili olmadigi gosterilmistir
(293). Bu ¢alisma sonuglar1 desteklemektedir. Patolojinin olusma asamasinda, heniiz
daha agregat olugsmamigken rapamisin daha az etkili iken, patolojinin olugsmaya
basladigi ancak ¢ok yogun olmayan ndéron 6liimii ve agregat olusumu gbzlenen yine
erken bir donemde rapamisin tedavisinin etkili oldugu gézlenmistir.

Apomorfinin diisilk dozlarda presinaptik D2 reseptor aracili hareketlerde

azalmaya neden olurken, yliksek dozlarda post sinaptik D1 reseptor aracili
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hareketlerde artisa sebep oldugu gozlenmistir (294, 295). Bu ¢alismada 0,5 mg/kg
dozunda apomorfin subkiitan olarak enjekte edilmistir. AAV-aracili bilateral a-sin
enjeksiyonu gerceklestirildigi i¢in asimetrik motor davranis beklenmemekte ancak
dopaminerjik yolak hasarmma bagli olarak harekette artis beklenmektedir. Deney
sonucunda karakterizasyon gruplarmin hepsinde apomorfin enjeksiyonu sonrasi
harekette artis gézlenmekle beraber bu artis a-sin enjekte edilmis grupta diger gruplara
gore daha fazla olarak gozlenmistir. Bu durum beklenilen bir durumdur ve literatiirdeki
caligmalar ile benzerlik gostermektedir (271). Tedavi uygulanan gruplarda ise kontrol
gruplar1 arasinda fark gozlenmezken, hem ilk 8 hafta hem de son 8 haftada a-sin
enjekte edilmis olup rapamisin ya da ¢oziicii tedavisi alan gruplarin apomorfin
enjeksiyonu sonrasi hareketliliklerinde naive kontrol grubuna goére artis oldugu
gbzlenmistir. Ilk 8 hafta tedavi gruplarinda a-sin enjeksiyonu sonras1 hem ¢dziicii alan
grupta hem de rapamisin alan grupta apomorfin enjeksiyonu sonrast meydana gelen
artig naive kontrol grubundan fazladir. Son 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasi ise
hem a-sin enjekte edilmis grupta hem de kontrol grubunda apomorfin enjeksiyonu
sonrast artisa neden olmustur. Bu artis rapamisin tedavisi alan a-sin enjeksiyon
grubunda en fazladir. A-sin enjeksiyonu sonrast meydana gelen SN patolojisine bagli,
apomorfin enjeksiyonu sonrasi artis beklenirken bu artisin rapamisin tedavisi ile
azalmak yerine daha da artmis oldugu gézlenmistir. Kontrol gruplarinda da hem ilk 8
hem de son 8 haftada rapamisin tedavisinin apomorfin sonrasi hareketliligi artirmasi
bu etkinin rapamisin kaynakli oldugunu diisiindlirmektedir. Rapamisin otofaji
inhibisyonuna neden olan mTORCI inhibitoriidiir ve bu sayede otofaji indiksiyonu
yapar. mTOR yolagi; néronal hayatta kalma, hiicre biiylimesi, protein translasyonu,
sinaptik plastisite gibi hiicre i¢in hayati 6nemi olan pek ¢ok islevde gorev almaktadir
(296, 297). Rapamisin aracili mTORC1 inhibisyonu hiicrenin yasamsal faaliyetlerinin
diizenlenmesinde rol oynar. Hiicre metabolizmasinda degisiklik oldugu zaman
hiicreler ya otofajiye gider ya da noronal plastisite gozlenir (296). Literatiirde D1
reseptorii ile mTOR yolag: arasinda baglanti oldugu gosterilmistir (298-300). Bir
calismada Parkinson modelinde L-DOPA’ya bagh diskinezi olusumunun D1 reseptor
aracilt mTOR aktivitasyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir (298). Bir baska ¢alismada
ise. mTOR yolaginin rapamisin aracili inhibisyonunun mezokortikal yolakta

dopaminerjik sistemi etkileyerek kokain ile indiiklenen lokomotor aktivite artigini
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inhibe ettigi gosterilmistir (301). Rapamisin tedavisinin hem ilk 8 haftada hem de son
8 haftada a-sin enjeksiyon grubu ve kontrol grubunda benzer etki gostermesi uzun
siireli mTOR yolagiin inhibisyonuna bagl sinaptik plastisitede meydana gelen
degisiklik ile ilgili olabilir. Rapamisin uygulanmasina bagli apomorfin ile
hareketliligin artmasi1 D1 reseptor duyarliliginin artmasi ya da reseptdr sayisinin
artmasi ile baglantili olabilir (301).

Basta AAV-aracili a-sin asir1 ifadesi ile olusturulan PH hayvan modeli olmak
tizere pek ¢ok hayvan modelinde motor fonksiyon bozukluklari ¢aligiimustir (95, 160,
284, 285, 302). Ancak; PH’de motor belirtiler kadar, motor dis1 belirtiler de yasam
kalitesi acisindan dnemli bir yere sahiptir. Kognitif kayip, duygulanim bozukluklart,
koku ayirt etme, denge ve uyku bozukluklari gibi motor-dist belirtiler, biiyiik bir
ihtimalle PH’de ortabeyin dopaminerjik sisteminden bagimsiz bir islev kaybini
yansitmaktadir. Parkinson hastalarinin beyinlerinde yapilan néropatolojik incelemeler
ortabeyin dopaminerjik sisteminin disinda rafe ¢ekirdeklerindeki serotonerjik
noronlar, lokus seruleustaki noradrenerjik noronlar, bazal 6n beyindeki kolinerjik
noronlar ve diger 6n beyin ¢ekirdekleri ile birlikte olfaktor bulbus ve kortikal alanlarda
ilerleyici bir patolojiye isaret etmektedir (146). Literatiirde bu alanda son zamanlarda
yapilan calismalar bulunmaktadir. Ornegin; bilateral AAV-aracili ventral tegmental
dopaminerjik hiicreler ve medial septal kolinerjik hiicreler hedeflenerek a-sin asiri
ifadesi ile kognitif belirtiler gelistirmeye calisilmis ve a-sin enjeksiyon grubu ile GFP
enjekte edilen grup arasinda belirgin bir ndrodejenerasyon olmaksizin siniiklein
patolojisine bagli bazi1 kognitif bozukluklar gelistirilebildigini gosterilmistir (271). Bir
baska caligmada ise AAV-aracili a-sin vagal sinire periferik olarak uygulanmis, beyin
sapindan itibaren kortekse kadar kaudo-rostral bir yayilim oldugu ortaya konulmus
ancak bunun davranisa yansimasi incelenmemistir (303). Bu tez c¢aligmasi
kapsaminda; PH’nin klinik seyrini daha uygun bir sekilde yansitmak iizere
nigrostriatal ve hipokampal alanlarda bir arada a-sin patolojisi olusturulmasi ve a-Sin
patolojisinin kognitif fonksiyonlara etkisinin incelenmesi, rapamisin tedavisinin
model {izerinde iyilestirici etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

PH, motor bozuklugun yaninda mezolimbik, mezokortikal yolakta; kolinerjik,
noradrenerjik ya da serotoninerjik sistemde goriilen hafif lezyonlar sebebiyle

anhedoni, apati, aksiyete, panik atak, sosyal fobi ve depresyon gibi motor dis1
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bulgularla birlikte seyreder (304). Anksiyeteyi 6l¢mek icin farkli yontemler mevcut
olsa da YAL en sik kullanilan yontemlerden biridir (261, 262, 305). Anksiyetesi
yiiksek olan hayvanlar kapali kollarda daha ¢ok vakit gecirmeyi tercih ederken,
anksiyete seviyesi azaldik¢a acik kolda gegirilen siire artmaktadir (261, 262).
Karakterizasyon deneylerinde bilateral a-sin enjeksiyonu gergeklestirilen hayvanlarin
acik kolda gecirdikleri stirenin diger kontrol gruplarindan daha fazla oldugu goriildii.
Tedavi gruplarinda ise hem ilk 8 hem de son 8 hafta ¢oziicii uygulanan a-sin
gruplarinin agik kolda gecirdikleri siirelerin de benzer sekilde yiiksek oldugu gozlendi.
Bu durum karakterizasyon deneylerindeki bilateral a-sin enjeksiyon grubu ve kontrol
gruplar1 arasindaki iligki ile paralellik gostermektedir. Hem ilk hem de son 8 hafta
rapamisin tedavisi alan a-sin gruplar ise, agik kolda daha az vakit gecirmislerdir.
Literatiirde var olan ¢alismalarin bir kism1 da bu bulgular1 destekler niteliktedir. A-sin
transgenik farelerde anksiyete benzeri davranisin azaldigi ve bu azalmanin zamanla
birlikte arttigir gozlenmistir (306, 307). Dopaminin anksiyete benzeri davranis ile
iliskili oldugu bilinmektedir (308). Dopaminerjik ve serotoninerjik sistemde a-sin asir1
ifadesi anksiyete benzeri davranista azalmaya neden olmus olabilir. Bir ¢alismada,
transgenik farelerin niikleus akumbens ve striatumlarinda DAT ifadesinde azalma
oldugu ve buna bagl olarak da dopamin geri aliminin azaldig1 ve anksiyete benzeri
davranigin da azaldig1 gosterilmistir (307). Bir baska calismada ise a-sin transgenik
farelerde DAT ve serotonin transporter (SERT) ifadesinde artis oldugu ve anksiyete
benzeri davranigta azalma oldugu ve bu azalmanin sebebinin dopaminerjik sistemin
yani sira serotonerjik sistemde meydana gelen degisiklik ve SERT miktarinin artisi
oldugu belirtilmistir (309). Ancak, bu konudaki bulgular tartismalidir. Literatiirde,
serotonin geri alimini inhibe eden ya da serotonin reseptdr antagonisti olan
molekiillerin anksiyolitik etki gdsterdigini one siiren ¢alismalar da vardir (310-312).
Anksiyete benzeri davranisi rodentlerde ¢alismak oldukg¢a zordur ve PH’de goriilen
anksiyete, deney hayvanlarinda test edildiginde sonuclar tartismalidir. Bazi
calismalarda  anksiyete benzeri davramis gozlenirken bazi ¢aligmalarda
gozlenmemektedir (312-316). Bunun yaninda alt simif primatlarda yapilan bir
caligmada ise a-sin agsir1 ifadesinin anksiyete benzeri davranisa neden oldugu
gosterilmistir (317). A-sin’in anksiyete {izerindeki etkisi tartismalidir. Ancak, bu tez

calismasinda a-sin enjekte edilmis hayvanlarin agik kolda daha ¢ok vakit gecirmesi
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anksiyetenin azalmis olmasinin yani sira PH’nin bir diger bulgusu olan apati ile de
iliskili olabilir (21, 313, 318).

Yiyecege dayali ddiiliin, dopaminerjik mezokortikolimbik yolagin VTA ve
niikleus akumbens, amigdala ve frontal korteks ile iliskili oldugu distiniilmektedir
(319, 320). Bu yolak, yiyecek ve igeceklerin tatlarinin tercih edilme 6zelliklerine gore
farkli dogal odiiller kullanilarak niikleus akumbensteki dopamin cevabi 6lgiilerek
calisilmustir (321). Siikroz, si¢anlar i¢in giiglii bir 6dildir (322). Pek ¢ok galismada
VTA’da sec¢ici dopaminerjik néron hasarinin siikroz tiiketiminde azalmaya neden
oldugu gosterilmistir (319, 323). SN’ye a-sin enjeksiyonuna bagli VTA’da ortaya
c¢ikmasi beklenen dopaminerjik néron kaybinin fonksiyonel karsiligin1 degerlendirmek
i¢in siikroz tercih testi gergeklestirilmistir (304). Bu tez ¢alismasinda; a-sin enjeksiyon
grubu ile diger kontrol gruplar1 arasinda siikroz tiiketiminde bir fark saptanmamastir.
Tedavi gruplarinda ise ilk 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasinin kontrol grubunda
stikroz tiikketimini azalttig1 gozlenmistir. Son 8 haftada hem rapamisin tedavisi hem de
¢Oziicli uygulanmasi ile a-sin grubunda siikroz tiikketiminde artma oldugu gézlenmistir.

Karakterizasyon i¢in gergeklestirmis oldugumuz deneyler sirasinda a-sin grubu
ile diger gruplar arasinda fark olmamasi, AAV-aracili a-sin asir1 ifadesine VTA’daki
dopaminerjik nodronlarin SN’deki dopaminerjik néronlardan daha dayanikh
olmasindan kaynakli olabilir (324). Bir ¢alismada SN’ye 6-OHDA uygulanmasindan
sonra hipokampiiste serotonin ve striatal dopamin azalmasi ile siikroz tercih arasinda
korelasyon oldugu gosterilmistir (325). Yine bir baska ¢alismada 6-OHDA, MPTP ve
rotenon ile PH modeli olusturuldugunda 21 giin sonra anhedoni gorildiigi
gosterilmistir (326). Toksin kaynakli bir modele gore uzun bir siire sonra anhedoninin
goriilmesi belki de olusturulan modelde bu siirenin VT A’da néronal kayip i¢in yeterli
olmadigin1 gosteriyor olabilir. Nitekim bir ¢alismada da farkli zaman dilimlerinde
alfasiniikleinopati degerlendirildiginde zamana bagli olarak amigdalada Lewy
cisimcikleri ve noritlerinin miktarinin artig1 ve 6zellikle de 43. haftadan sonra néronal
azalma oldugu gosterilmistir (327). Literatiirdeki siire ile ilgili bilgilerin yani sira
protokol geregi kafeslerde tek basimna barindirilan deney hayvanlarinin tiikettikleri
stikroz miktarinin 6lgiilmesi gerekmektedir (328). Ancak deneyler sirasinda yeterli
suluk ve kafesin olmamasindan dolayi, siikroz tercih testinden sonra da davranis

deneylerine devam edilecek olmasi ve tek basina kalmak hayvanlarda bagl basina bir
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stres faktorii (sosyal izolasyon stresi) oldugu i¢in, ayni deney grubundan 2, 3 ya da 4
sigan bir arada tutuldu (329).

fleri donem PH’de goriilen 6grenme ve bellek bozukluklarinin hipokampal
yapilarla ve frontal korteks ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (330). YNT testi kisa
ve uzun donem bellegin degerlendirilmesi i¢in yaygin kullanilan testlerden biridir
(331-333). Herhangi bir biligsel bozuklugu olmayan hayvanlarin eski nesneyi
hatirlayarak yeni nesne ile daha g¢ok vakit ge¢irmesi beklenmektedir. Deneyler
sonucunda bilateral SN ve DG bolgelerine a-sin enjekte edilmis grubun SF, GFP ve
naive kontrol gruplarina gore yeni nesneyle, kisa donem bellek degerlendirildiginde,
en az vakit gecirdigi gozlenmistir. A-sin’in hipokampal bolgelerde yogun yayilim
gostermesi, sinaptik fonksiyon bozuklugu ve hafif ndéronal kayba bagli bellek
bozuklugu goriilmesi beklenen bir durumdur. Literatiirde a-sin’in bilateral DG
enjeksiyonuna bagli kognitif bozukluk goriildiigiine dair daha 6nce yapilmig bir
calisma olmasa da toksin ve genetik PH hayvan modellerinde yapilmis ¢alismalar
bulunmaktadir (330). Tedavi gruplarinda kisa donem bellegin degerlendirilmesinde ise
hem ilk 8 hem de son 8 hafta da ¢Oziicli uygulanmasinin var olan patolojiyi
degistirmedigi ve naive kontrol grubuna goére yeni nesne ile gegirilen siirenin daha az
olmasina neden oldugu goézlendi. ilk 8 hafta rapamisin uygulanmas: sonucunda da
durumun degismedigi, rapamisin uygulanan siganlarin da yeni nesne ile daha az vakit
gecirdigi, dolayisiyla rapamisinin ilk 8 haftada a-sin patolojisinin ilerlemesine engel
olmadigi gozlenmistir. Son 8 hafta rapamisin uygulanmasi sonucu ise, a-Sin grubunun
kontrole yakin sekilde, yeni nesne ile daha ¢ok vakit gecirdigi ve son 8 hafta rapamisin
uygulanmasiin bellek fonksiyonlarinda diizelme sagladigi gozlenmistir. YNT
testinde kontrol gruplarina ilk ve son 8 hafta rapamisin ya da ¢oziicii uygulanmasinin
naive kontrol grubundan farkli bir etkisi olmamistir. Bu nedenle ¢6ziicli alan a-Sin
gruplarinda  hafizanin  bozulmasimmin  sebebinin  a-sin  patolojisi  oldugu
diisiiniilmektedir. Son 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasinin hafizaya olumlu
etkilerinin olmas1 da a-Sin agregat yogunlugunun otofajik olarak temizlenerek
norodejenerasyonun ilerleyisinin engellenmesi olabilir. Nitekim immiinoblotlama da
bu sonuglar1 destekler niteliktedir ve a-sin grubuna son 8 hafta rapamisin uygulanmasi
ile birlikte hipokampiiste ¢oziicii alan gruba gore, agregat ylikiinde azalma oldugu

gosterilmistir. Rapamisin aracilt a-sin agregat yiikiinde azalma olmasi literatiir ile
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tutarlilik gostermektedir. Bir ¢alismada; hiicre kiiltiiriinde yabanil, A30P ya da A53T
a-sin yiikiiniin rapamasin tedavisi sonrasi azaldig1 gosterilmistir (206).

Uzun dénem bellegin degerlendirilmesi i¢in 24 saat sonra yapilan YNT
testinde ise karakterizasyon gruplarinda ve tedavi gruplarinda yeni nesne ile gecirilen
stire acisindan gruplar arasinda bir fark bulunamamaistir. Hem kontrol gruplarinin hem
de deney gruplarinin eski ve yeni nesne ile benzer siire gecirdikleri gézlenmistir. Bu
durum, 24 saat sonrasinda biitiin gruplarin nesneleri hatirlamada zorluk ¢ektigini ve
hem yeni nesne hem de tamdigi nesne ile benzer oranlarda ilgilendiklerini
gostermektedir.

Hipokampiis ve peririnal korteks, prefrontal korteks, entorinal korteks gibi
kortikal yapilar bellek ve 6grenme de 6nemli rol almaktadir (334-337). Ayrica
dopaminerjik sistem disinda kolinerjik, serotoninerjik ve noradrenerjik sistemler de
uzaysal ve uzaysal olmayan bellek fonksiyonlarinda; yeni nesneyi tanimada,
bulundugu yeri hatirlamada vb. islemlerde rol oynarlar (330, 338). Uzun donem ve
kisa donem bellekte gorev alan yapilarin birbirinden farkli olmasi ve bilgilerin
aktarilmas1 siirecinin degigmesi, YNT testi ile uzun donem bellekte degisiklik
gérmememizin temel nedeni olabilir. Nesneleri tanimada peririnal korteksin daha
etkili oldugu ve hipokampiisiin daha ziyade uzaysal hafiza, igerik ile iliskili oldugu
literatiirde gosterilmistir (56, 62, 66, 332, 334, 339-342). Peririnal korteks 6 tabakali
neokorteks yapisi iken, hipokampiis 3 tabakali bir allokorteks yapisidir. Birbirleri ile
entorinal korteks aracili baglantili ya da direkt olarak baglantilar1 oldugu kadar farkl
bolgeler ile de baglantilar1 s6z konusudur (336). Peririnal korteks ve hipokampiis
arasindaki baglantilar hipokampal bir hasara bagli olarak nesne tanimada bozukluga
neden oluyor ya da nesne tanimada bozukluk olmasi hipokampal hasar tetikliyor
olabilir (336). Bu baglamda, YNT testinin esas olarak nesneleri tanima ve bilgiyi
yeniden toplamay1 6lgmekten ziyade benzerlik temelli 6l¢iim yaptigina dair yorumlar
da bulunmaktadir (343, 344). Ancak bunun yaninda YNT testi kullanarak, 24 saat
sonrasinda uzun donem bellegi degerlendiren ve anlamli sonu¢ bulan ¢aligmalarda
vardir (345, 346). Literatiirdeki bilgiler ve sonuglarimiz degerlendirildiginde AAV-
aracilt DG’de a-sin asir1 ifadesinin basar1 ile gerceklestirilebildigi a-sin ifadesinin

hipokampiis ve iliskili oldugu yapilarda da yayilim gostererek, kisa donem bellekte
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bozulmaya sebep oldugu ve gozlenen bilissel bozuklugun son 8 hafta rapamisin
tedavisi ile birlikte diizelme gosterdigi sdylenebilir.

Hipokampiisiin uzaysal, baglamsal (context) hafiza ile ilgili olmasi AAV-
aracilt DG’de a-sin asir1 ifadesine bagli uzaysal hafizanin da bozulmus olabilecegini
disiindiirmistiir. Uzaysal hafizanin degerlendirilmesinde en sik kullanilan
yontemlerden biri Morris su labirenti testidir (268, 330, 347). Bu testte Oncelikle
hayvanlarin 6grenebilme diizeyleri degerlendirilmis ve daha sonrasinda da prob testi
uygulanarak uzaysal hafiza ve 6grenilen bilginin geri ¢agirilmasi degerlendirilmistir.
Naive kontrol hayvanlarinin platformu bulma siiresi 15 s’nin altina diistiigli zaman
ogrenme denemeleri bitirilmis ve 24 saat sonrasinda platform tanktan ¢ikarilarak prob
testi gergeklestirilmistir. Bu tez ¢alismasinda; bilateral SN ve DG’de a-sin asir1 ifadesi
saglanan hayvanlarin, kontrol gruplarina gore, Ogrenmede giicliik cektikleri
gozlenmistir. Kontrol gruplar1 12 s’den kisa siirede platformu bulurken, a-sin enjekte
edilmis grubun platformu bulma stiresi 40 s civaridir. Nitekim 6grenme egrileri analiz
edildiginde kontrol gruplarimin 1. ve 4. glinler arasinda platformu bulma siirelerinde
anlaml fark oldugu ve 6grenebildikleri gdzlenirken a-sin grubunda bu farkin olmadig:
ve Ogrenemedikleri gozlenmistir. Tedavi gruplarmin  6grenme  diizeyleri
degerlendirildiginde ise benzer sekilde bilateral SN ve DG’ye a-sin enjekte edilip daha
sonrasinda ilk 8 ya da son 8 hafta ¢oziicii alan gruplarin platformun yerini 6grenmek
i¢in diger gruplardan daha ¢ok vakit harcadig gdzlenmistir. ik 8 hafta a-sin enjekte
edilmis gruba rapamisin uygulanmasi 6grenmede ¢oziiciiye gore daha basarili olsa da
platformu bulma siireleri kontrol gruplarina yakinlik géstermemektedir. Ancak; son 8
hafta rapamisin tedavisi uygulanmasinin ¢6ziicii uygulanmasina gore etkili oldugu ve
platformu bulma siiresini kontrol gruplarina oldukg¢a yaklagtirdigi gézlenmistir.

Karakterizasyon grubuna prob testi uygulandiginda; a-sin grubunun platformu
bulmak i¢in diger kontrol gruplarina goére daha c¢ok vakit harcadigr gozlenmistir.
Tedavi gruplarina prob testi yapildiginda ise hem ilk hem de son 8 hafta ¢oziicii
uygulanan a-sin grubunun, platformun daha 6nceden bulundugu yeri hatirlamakta
kontrol grubuna goére daha ¢ok vakit harcadigl ve rapamisin tedavisi uygulanmasinin
bu siireyi kontrole oldukca yaklastirip aralarinda anlamli bir fark kalmadigi

gozlenmistir. Ayni sekilde kontrol gruplarina ne ilk ne de son 8 hafta ¢dziicii ya da
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rapamisin uygulanmasinin platformun yerini hatirlamada naive kontrol grubuna goére
bir fark yaratmadig1 gézlenmistir.

Literatiirde bulunan hem Alzheimer hayvan modellerinde hem de transgenik a-
sin modellerinde hipokampiis ile iliskili uzaysal hafizada bozukluk oldugu
gosterilmistir (293, 348). Bu durum; uzaysal 6grenme ve hafizadaki degisikligin a-Sin
asir1 ifadesine bagl oldugunu diisiindiirmektedir. Hem ilk 8 hem de son 8 haftada
rapamisin tedavisi uygulanmasinin testte platformun yerini hatirlamay1 artirmis
olmasi; rapamisinin a-sin patolojisini engelleyerek, hipokampiis fonksiyonlarinda
koruyucu etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Literatiirde otofaji indiiksiyonunun
hafizayr giiglendirdigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (349, 350). Otofaji
spesifik inhibit6rii olan Spautin-1 verilen hayvanlarda Beklin-1 inhibisyonu aracili
uzun donem hafizada bozukluga neden oldugu ancak Ogrenmeyi etkilemedigi
gosterilmistir. Bu durum otofaji inhibisyonunun hiicre 6liimii ya da noéronal aktivite
inhibisyonuna neden olmadan, uzun donem hafiza icin gerekli olan sinaptik
plastisitenin ve protein sentezinin etkilenmesi ile ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir
(349). Biriken, yanlis katlanmis ya da islevini kaybetmis proteinlerin otofaji aracili
yikimi sonrasi yeni proteinlerin sentezi ve sinaptik plastisite uzuzaysal hafiza
mekanizmasinin altindaki neden olabilir. Rapamisin tedavisinin hem ilk 8 hem de son
8 haftada a-sin enjeksiyon grubunda uzaysal hafizay1 gelistirmesi bu bulgular
destekler niteliktedir.

AAV-aracili bilateral SN ve DG’de a-sin asir1 ifadesi saglanarak olusturulan
PH modelinde meydana gelen davranigsal degisikliklerin altinda yatan patofizyolojik
degisiklikler immiinoblotlama ve immiinohistokimyasal boyama ile arastirilmistir.
Boylece; meydana gelen fizyolojik degisikliklerin molekiiler temellerinin daha iyi
anlasilmasi hedeflenmistir. Bu amagla hem SNpc’de hem de DG’de a-sin ve GFP agir1
ifadesinin saglandig1 her iki yontemle teyit edilmistir.

AAV-aracili olusturulan PH modelinde siganlarda meydana gelen kognitif
degisikliklerin altinda yatan mekanizmay1 degerlendirmek ve var olan ndronal
degisiklikleri  gozlemleyebilmek i¢in hipokampiiste NeuN boyamast ve
immiinoblotlama ile semi-kantitatif analizi gergeklestirilmistir. Karakterizasyon grubu
degerlendirildiginde a-sin enjeksiyonuna bagli hipokampiliste NeuN miktarinda

azalma egilimi oldugu gozlenmistir. Tedavi gruplar1 degerlendirildiginde ise NeuN
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miktarinda rapamisin tedavisi uygulanan a-sin enjeksiyon grubunda en yiiksek oranda
kaylp oldugu gozlenmistir. Ancak bu fark son 8 hafta tedavi gruplarinda
gbozlenmemistir. A-sin asir1 ifadesine bagli meydana gelen dopaminerjik ndron kaybini
degerlendirmek i¢cin TH boyamas1 ve immiinoblotlama ile striatumda TH miktarinin
tespiti de gerceklestirilmistir. Ancak karakterizasyon igin gergeklestirdigimiz deney
gruplar1 arasinda TH miktarlarinda fark bulunmamustir. Ik 8 hafta tedavi gruplar
degerlendirildiginde; a-sin enjeksiyon gruplarmin kontrol gruplarima gore TH
miktarmin azaldigi ancak son 8 hafta tedavi gruplar1 arasinda ¢oziicii uygulana a-sin
grubunun TH miktar1 en az olsa da anlamli bir fark olmadigi goriilmemistir. Coziicii
alan a-sin enjeksiyon gruplarinin TH miktarinda azalma olmasi ancak bu farkin
anlamli olmamas1 karakterizasyon grubuyla benzerlik gdstermektedir. Ik 8 hafta
rapamisin tedavisi alan a-sin enjeksiyon grubunun striatumunda TH ve
hipokampiisinde NeuN miktarmin diger gruplardan daha fazla azalmis olmasi,
rapamisinin etkisi olabilir. Operasyon sonrasi heniiz tam iyilesememis siganlara
immiinosupresif etkisi olan rapamisin verilmesi, enjeksiyon hasarini artirmis olabilir.
Ik 8 hafta rapamisin tedavisi alan a-sin enjeksiyon grubu haric diger a-sin enjeksiyon
gruplarinda TH ya da NeuN O0lgiimlerine bagli ndronal kayip goriilmemistir. Bu
durum, noronal kayip olmamasina ragmen devam eden norodejeneratif siirecten
kaynakl1 olabilir. Nitekim viral vektor aracili a-sin asir1 ifadesi ile gergeklestirilen PH
modellerinde, toksin kaynakli olusturulan ve ¢ok daha kisa siirede ¢ok daha yogun
olarak goriilen noronal hasar goriilmemektedir (95, 158, 351, 352). Aslinda viral
vektor aracili a-sin asir1 ifadesi ile yavas gelisen noronal hasar hastaligin var olan
seyrine daha ¢ok paralellik gosterir (3, 33, 162, 284). Ancak; a-sin enjeksiyonuna bagli
sicanlarda meydana gelen davranigsal degisiklikler, a-sin’in hastalik patolojisinde
onemli bir rolii oldugunu gosterir ve noronal hasar yiliksek oranlarda meydana gelmese
dahi sinaptik fonksiyonlar1 ya da benzer mekanizmalar1 etkileyerek degisikliklere
neden olduguna isaret eder.

Uzun donem depresyon (LTD) ve uzun donem potansiyasyon (LTP) gibi
sinapslarda meydana gelen aktivite-bagimli degisiklikler; motor kontrol, adaptasyon
ve islemsel hafiza i¢in anahtar gorevi goren hiicresel bilesenlerdir. Ayrica LTD ve
LTP, nigrastriatal terminallerden gelen dopaminerjik asirim ile diizenlenir ve kontrol

edilir. Bu nedenle, striatumda yogun dopaminerjik hasar ile karakterize olan PH’nin
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motor ve biligsel belirtilerinin baglangi¢ ve ilerleyis sebeplerinden biri LTD ve LTP
sinaptik plastisitelerinde meydana gelen yetersizlik olabilir (353). Kortikostriatal ve
nigrostriatal néronal uyarilabilirlikteki degisiklikler, sinaptik plastisite indiiksiyonu
icin esik degeri etkileyerek striatal sinaptik agirim etkinligini degistirebilir ki bu da PH
semptomlarinin olusumunda temel rol oynuyor olabilir (353). Sinaptofizin, beyinde
presinaptik vezikiillerin membranlarinda yerlesim gosteren bir glikoproteindir.
Aksonal patoloji ve sinaptik kaybi degerlendirmek i¢in kullanilan biyobelirte¢lerden
biridir. Sinaptofizin’in LTP ve sinaptik plastisitede rol aldig1 daha 6nceki ¢alismalarda
gosterilmistir (353-355).

Sinapslarda meydana gelen degisikliklerin PH’de rol oynadig: bilindiginden
(356, 357) a-sin asir1 ifadesine bagl meydana gelen degisiklikleri degerlendirmek igin
hipokampiis ve striatumda sinaptofizin immiinohistokimyasal boyamasi ve
immiinoblotlama ile Kkantitizasyonu gergeklestirildi. Karakterizasyon grubu
degerlendirildiginde a-sin enjeksiyon grubunun sinaptofizin miktarinin hem
hipokampiiste hem de striatumda diger gruplardan daha az oldugu gozlenmistir.
Ayrica, GFP enjeksiyonuna bagl da azalma oldugu gozlenmistir. A-sin enjeksiyon
grubunda sinaptofizin miktarinda meydana gelen azalma, beklenen bir bulgudur (357,
358). GFP asir1 ifadesinin striatumda sinaptofizin miktarini naive kontrol grubuna gére
azaltmasi1 beklenmeyen bir durumdur. Ancak; genel olarak sonuglar
degerlendirildiginde hem davranigsal olarak hem de molekiiler olarak a-sin asiri
ifadesi kadar olmasa da GFP asir1 ifadesinin davranigsal ve molekiiler diizeyde
degisiklige neden oldugu gézlenmektedir. Bu degisikliklerin SF enjeksiyon grubundan
daha fazla olmasi var olan degisimin enjeksiyona bagli mekanik hasardan degil, GFP
toksisitesine baglt oldugunu diisiindiirmektedir. Nitekim literatiirde var olan
caligmalarda GFP’nin hiicresel toksisitesi olabilecegi fikrini desteklemektedir (359,
360).

Tedavi gruplart sinaptik kaylp agisindan  degerlendirildiginde ve
hipokampiisteki sinaptofizin miktarlarina bakildiginda ilk 8 hafta rapamisin tedavisi
ya da ¢Oziicli alan a-sin enjeksiyon grubunda azalma oldugu ve bu azalmanin ¢oziicii
alan grupta daha fazla oldugu gozlenmektedir. Her ne kadar ¢6ziicii alan a-sin
enjeksiyon grubu kadar sinaptik kayip olmasa da rapamisin tedavisi alan a-sin

enjeksiyon grubunun sinaptofizin miktarinin naive kontrole gore azaldigi
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bulunmustur. Fakat bu durumun; son 8 hafta rapamisin uygulanan grupda farkli oldugu
gozlenmistir. Son 8 hafta ¢oziicii alan a-sin enjeksiyon grubunun sinaptofizin
miktarinin naive kontrol grubuna goére azaldigi goézlenirken, rapamisin tedavisi
uygulanmasinin sinapslar1 korudugu ve ¢oziicii alan gruptan daha yogun sinaptofizin
miktar1 oldugu gozlendi. Striatumdaki sinaptofizin miktarlar1 degerlendirildiginde ise;
hem ilk 8 hem de son 8 hafta ¢6ziicii uygulanan a-sin enjeksiyon grubunun sinaptofizin
oraninin en az oldugu hesaplanmistir. Ik 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanan a-sin
enjeksiyon grubu ile naive kontrol arasinda bir fark gozlenmezken, son 8 hafta
rapamisin tedavisi uygulanan a-sin enjeksiyon grubunun striatal sinaptofizin
miktarinin naive kontrole gore azaldigi hesaplanmistir. Bu durum hipokampiiste
gbzlenen durumdan farklidir. Hipokampiisteki ve striatumdaki néron tiplerinin
birbirinden farkli olmasi ve a-Sin’in hiicre tiplerine duyarliliginin farkli olmasi,
sinaptik kaybin sebeplerden biri olabilir (146, 361, 362). Ayrica bu durum rapamisinin
striatal sinapslarda daha etkin oldugunu ya da son 8 hafta rapamisin uygulanmasinin
striatumdaki sinaptik kaybi engellemek i¢in geg bir siire oldugunu diisiindiirmektedir.
Aslinda sinaptofizin miktarinda meydana gelen azalma beklenen bir durumdur (356,
357). Davranis deneyleri degerlendirildigi zaman motor fonksiyon kaybinin son 8
hafta rapamisin uygulanan grupta da kotii oldugu hatta rodda kalma siirelerinin ¢oziicii
alan gruptan daha kisa oldugu ve apomorfin enjeksiyonu sonrasi lokomotor
hareketlerdeki artisin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu durum rapamisinin
striatumdaki sinapslar1 korumada yeterli olmadigint diigiindiirmektedir.

PH patogenezinde ndroinflamasyonun da rolii oldugu bilinmektedir (363-365).
Glial hiicreler, beyindeki hiicrelerin yaklasik %50’sini olusturur. Glial hiicrelerin pek
cok alt tipi olsa da en yaygin alt tiplerinden birisi astrositlerdir. Astrositlerin; yapisal
ve metabolik destek saglamada, sinaptik agirimi diizenlemede, suyun tasinmasinda ve
kan akiminda, glial kaynakli norotrofik faktor (GDNF) gibi dopaminerijik néronlarin
gelisiminde ve hayatta kalmasinda 6nemli olan norotrofik faktorlerin tiretiminde gorev
almak gibi pek cok fonksiyonu vardir (366-368). Ayrica; mikroglia aracili immiin
cevap olusturuldugunda; astrositler, bolgenin etrafini sararak bir bariyer olustururlar
ve toksik sinyalin saglikli ¢evre dokulara yayilmasini engellerler (366). PH’de
noroinflamasyonun etkilerine dair literatiirde yer alan 6nemli bulgulardan biri de

SNpc’de bulunan reaktif astrositlerdir (367). Ayrica, a-sin’in néronlardan glial
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hiicrelere transfer olarak biriktigini gosteren calismalarda mevcuttur (369). A-sin
agregatlarinin astrosit igerisinde birikimi, dopaminerjik ve motor noronlarin biiyiik
oranda kaybinin goézlendigi orta beyin, beyin sap1 ve omurilikte mikroglial aktivasyona
neden olur. Mikroglial aktivasyonun engellenmesinin ndronlarin hayatta kalmasini
artirmasi, astrosit aracili mikroglial aktivasyonun nérodejenerasyonda dogrudan rolii
oldugunu diistindiirmektedir (370). Uzun bir zaman boyunca dopaminerjik néronlarin
Oliimiine bagli ndroinflamasyon goriildiigii diisiinlilmiistiir ancak son zamanlarda
noroinflamasyonun hastaligin baslangi¢ patofizyolojisinde rolii oldugu diisliniilmeye
baglanmistir (367, 371).

Bu tez ¢alismasinda, astrositlerin patofizyolojideki roliinii degerlendirmek i¢in
hem ilk 8 hem de son 8 haftalik tedavi gruplarinda ALDHI1L1 miktar1 hipokampiiste
ve striatumda immiinoblotlama ile semi-kantitatif olarak tespit edildi. ilk 8 hafta
rapamisin tedavisi alan hem a-sin enjeksiyon grubunun hem de kontrol grubunun
ALDHI1L1 seviyelerinin hipokampiiste arttig1 ve bunun yani sira ¢oziicli alan gruplarin
ise ALDHIL1 seviyelerinin azaldigi gozlenmistir. Ancak striatumlarina bakildig:
zaman gruplar arasinda fark yoktur. Son 8 hafta ¢6ziicii alan a-sin enjeksiyon grubunun
ALDHILI1 seviyesinin hipokampiiste arttig1 gozlenirken, rapamisin grubunda artis
gozlenmemistir. Striatumda ise a-sin enjeksiyonu sonrast ALDHI1L1 seviyesinde artis
oldugu ve bu artigin rapamisin uygulanan a-sin grubunda diger gruplara gore daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Sonuglara bakildiginda, a-sin enjeksiyon gruplarinda
rapamisin tedavisi ile birlikte hem hipokampiiste hem de striatumda ALDH1L1
seviyelerinin arttig1r gozlenmektedir. Ancak bu artis ilk 8 hafta hipokampiis harig
kontrol gruplarina rapamisin uygulandiginda goriillmemektedir. Bu durum ALDHIL1
seviyesindeki artigin a-sin asir1 ifadesine bagli oldugunu diistindiirmektedir. Yine ilk
8 hafta hipokampiis hari¢ ¢oziicii uygulanan a-sin enjeksiyon gruplarinda da
ALDHILI1 seviyelerinde artis gozlenmistir. Bu durumda ALDHILI seviyesinde
meydana gelen artisin a-sin asir1 ifadesine bagl oldugunu diistindiirmektedir. Bir
calismada unilateral AAV-aracili a-sin asir1 ifadesi saglanmasi ve fibril enjeksiyonu
yapilmasinin baslangicta glial aktivasyona neden oldugu ancak ilerleyen zamanda
etkilenen noronlarin 6lmesi ya da parcalanmasi sonucunda aktif glial hiicrelerin
sayisinin azaldi@i gozlenmistir (372). Bu tez calismasinda; yogun olarak a-sin

agregatlarint gormekle birlikte hiicre Oliimiinin ayn1 oranda yiliksek olmadig:
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gozlenmektedir. Bu nedenle a-sin enjeksiyonuna bagli ALDHILI seviyesinin artmig
olmasi literatiir ile tutarlilik gostermektedir (367, 369, 370). Karakterizasyon grubunda
meydana gelen glial degisiklikler degerlendirilmemistir. Tedavi grubunda meydana
gelen degisiklikler ise tam olarak tutarlilik gostermemektedir. Bu nedenle astrosit
aktivasyonu ve noroinflamasyonun histopatolojideki roliinii daha detayli olarak
incelemek icin glial fibriller asidik protein (GFAP), mikroglial aktivasyonu
degerlendirmek i¢inde Iba-1 gibi biyobelirtegler kullanarak da 6l¢iim yapmak ileride
daha detayli ¢alismak igin fayda saglayabilir (373).

PH’de altin standart olarak kullanilan tedavi L-DOPA’dir. Su ana kadar
gelistirilmis en iyi tedavi L-DOPA olsa dahi ciddi yan etkilerinin olmas1 kullanimini
kisitlamaktadir. Ayrica; L-DOPA’nin dopaminerjik noronlara toksik etkili olabilecegi
ve bu yilizden de uzun siireli kullaniminin nigral hasar1 artirdigi disiiniilmistiir (374).
Bu fikrin altinda yatan temel sebepler; glutatyonun azalmasi, Fe*? artmasi ve
mitokondriyal kompleks 1 aktivitesinin azalmasi ve buna bagli olarak da serbest
oksijen radikallerinin artmis olmasi ve apoptotik Oliim yolaklarinin orta beyin
dopaminerjik néronlarda aktif hale gegmesi olabilir (171, 375). Dopamin, metabolize
oldugu zaman toksik hidroksi radikallerinin prekiirsorii olan H.O> meydana getirir.
Hastaligin ilerlemesi ile birlikte belirli bir miktar nigral hiicrenin kaybindan sonra
hayatta kalan hiicrelerde dopamin metabolizmasi artar Ozellikle de glutatyon
aktivitesinin kayboldugu ve Fe*2 birikiminin artt1ig1 koruyucu mekanizmalarin oldugu
cevrede serbest radikallerin artmasina ve ndrodejenerasyonun ilerlemesine neden olur
(376, 377). Bu nedenle de yeni tedavilere ihtiya¢ vardir.

PH’nin heniiz kesin bir tedavisi bulunamadigi i¢in, var olan tedavilerdeki temel
amag; semptomlarin kontroliinii saglamak, ila¢ kullanimina bagli yan etkileri azaltmak
ya da ertelemektir. Giiniimiizde hastaligin ilerleyisini durduracak ya da ndroprotektif
etki saglayacak bir tedavi heniiz bulunamamustir. PH ile iligkili heniiz belirlenememis
pek ¢cok genetik, cevresel ya da patolojik mekanizmanin bulunmasi; néroprotektif
tedavileri denemeye elverisli hastaligin ilerleyisini birebir gosteren bir hayvan
modelinin eksikligi; PH’de hiicresel patolojik mekanizmay1 en iyi hedefleyen ilag¢ ve
dozunun belirlenememis olmasi; olas1 ilag molekiillerinin test edilebilecegi, kontrollii,
plasebo kontrollii, ¢ift kor ve cok merkezli ¢calisma yapmanin zorluklari; hastaligin

ilerleyisinin yavasladigma karar vermede kullanilan degerlerin yeterince hassas
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olmamasi; hastaligin hangi agamada oldugunu gosteren biyobelirteclerin yeterince
tanimlanmamis olmasi 6nemli sebepler arasindadir (174).

Rapamisin ilk olarak antifungal bir ilag olarak tanimlanmistir. Ancak
glinlimiizde esas olarak organ naklinde doku reddini 6nlemek i¢in kullanilir ayrica
kanser hastalarinda ve baz1 metabolik hastaliklarda da faydali etkileri oldugu gozlense
de rapamisinin etkinlik derecesi c¢ok giiclii degildir. Bunun sebebi; rapamisinin
MTORCI1 sinyalini tamamen bloke edememesi ve geri bildirim dongiileri, telafi edici
yolaklar1 da aktif hale gecirerek hiicresel hayatta kalma ve biiylimeyi desteklemesi
olabilir (245).

mTORCI, biiyiime faktorleri, besin, enerji ve oksijen durumu gibi pek ¢ok
sinyali diizenler. Noronlarda mTOR diizenleyici olarak gorev yapmakta, beynin
normal gelisiminde ve sinaptik plastisitede, hafiza ve 6grenme fonksiyonlarinda gorev
alir ve yetigkinlerde de 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle kanser, genetik hastaliklar ve
yasa bagli norodejeneratif hastaliklarin altta yatan mekanizmasinda mTORCI1
yolaginda meydana gelen bir bozuklugun sebep oldugu disiiniilmektedir (218, 245).

Rapamisin, otofaji indiiksiyonuna neden olan bir ilacgtir. Otafaji; biitiin
okaryotik hiicrelerde gerceklesen birincil yikim yolagidir. Esas olarak, sitoplazmadaki
eski proteinleri yikarak yeniden kullanilmalarini, stres altinda enerji iiretimini, hasar
gormiis organellerin yikimini ya da yeni besin ortamina adaptasyonunu, fazlaliklarin
atimint ve homeostazisi saglar (378, 379). Ayrica; otofaji, toksik proteinlerin
birikimini 6nlemede, invazif mikroorganizmalarin ve onlarin antijenlerinin yikimi gibi
bagisikliktaki pek ¢ok roliiyle hiicrenin korunmasinda da 6nemli bir rol oynar (378).

Bu tez ¢alismasi ile AAV-aracili olusturulan PH modelinde ilk defa ilk 8 hafta
rapamisin tedavisi uygulayarak, patoloji Oncesi otofaji indiiksiyonunun hastaligin
olusmasinda noroprotektif etkisi degerlendirilmistir. Son 8 hafta rapamisin tedavisi
uygulanarak ise belirli bir miktar a-sin yiikii olustuktan sonra, var olan agregatlarin
yikimina ve agregatlardan temizlenmesine katkis1 ve bdylece, hastaligin ilerlemesine
ya da durdurulmasina etkisi degerlendirilmistir. Otofaji  indiiksiyonunu
degerlendirmek i¢in anti-LC3 I/l antikoru ile anti-SQSTM1 (p62) antikoru
kullanilmistir. LC3 esas olarak ¢ift membranli otofagozomun olusumu i¢in gerekli
olan fagoforun uzamasi asamasinda gereklidir. Atgdb enzimi proLC3’tn C

terminalindeki glisini ayirarak sitozolik LC3 I olusumunu saglar, bunu takiben
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fosfotidiletonolamin (PE) ile LC3 | konjugasyonu membran-iliskili LC3 II olusumu
meydana gelir (378). LC3 Il otofagozom membran: ile iliskili oldugundan LC3 II
miktarinda meydana gelen artis, otofajik aktivasyona isaret etmektedir. Memelilerde
kesfedilen ilk secici otofajik adaptor proteini p62’°dir. p62 ¢ok fonksiyonlu bir
proteindir ve {izerinde LC3 baglanma bolgesi bulunur (380). p62 ubikutinlenmis
kargolar1 spesifik baglanma bdlgeleri araciligiyla otofajik yikima gotiiriir (381).
Otofajik yikim siirecinde p62’nin de substrat gibi davranmasi nedeniyle otofajinin
aktivasyonu, p62 ifadesinde azalmaya neden olur (382).

Otofaji aktivasyonunu degerlendirmek icin enjeksiyon yapmis oldugumuz
hayvanlarin sag hipokampiislerinde; LC3 I/Il ve p62 seviyeleri immiinoblotlama ile
semi-kantitatif olarak olgilildii. Buna gore; ilk 8 hafta tedavi uygulanan hayvanlarin
hipokampiislerinde LC3 1 seviyesinin; a-sin enjeksiyonu ardindan rapamisin
uygulanan grupta arttig1 goézlenirken, kontrole rapamisin uygulanmasinda ise bu artis
gdzlenmedi. ilk 8 hafta tedavi uygulanan gruplarin hipokampiis LC3 1II seviyeleri
degerlendirildiginde ise gruplar arasinda fark gozlenmedi. Aktif otofaji genel olarak
LC3 I’in, I[I’ye doniisiimiindeki artis ile 6l¢iilmektedir. Bu nedenle LC3 II/LC3 I orani
literatiirde siklikla kullanilmaktadir (383). ilk 8 hafta tedavi gruplarmda hipokampiis
LC3 II/LC3 I orani degerlendirildiginde; rapamisin tedavisi uygulanan grupta LC3 1
seviyesi artarken, ayni artisin LC3 II’de gézlenmemesine bagh olarak LC3 II/LC3I
oraninda azalma oldugu goézlendi. Ancak ¢oziicii alan a-sin grubunda bu azalma
gozlenmemistir. Ayrica; rapamisin tedavisi uygulanan kontrol grubunda da degisiklik
gbzlenmemistir. LC3 II/LC3 I oraninda meydana gelen bu beklenmedik azalma
otofajik yolakta meydana gelen bir degisiklik ile iliskili olabilir. Ancak literatiirde bu
alanda yapilan ¢ok fazla g¢aligma bulunmamaktadir. A-sin enjeksiyonundan hemen
sonra hayvanlarda immiinosupresif etkili oldugu bilinen rapamisin tedavisi
uygulanmasi, heniiz iyilesme donemindeki siganlarin a-sin asir1 ifadesi saglanmasiyla
birlikte hiicre 6liim yolaklarindan biri olan otofajik yolagin hasarina neden olmus
olabilir. Nitekim mTOR inhibisyonu yaparak otofajik yolak aktivasyonuna neden olan
rapamisin tedavisi ile LC3 II/LC3 1 oraninda artis olmasi beklenmektedir (274).
Ancak; a-sin  enjeksiyonu sonrast rapamisin  uygulanan  hayvanlarin
hipokampiislerinde bunun tam tersi bir etki olarak artis yerine azalma meydana

gelmistir. Bunun yani sira, rapamisin tedavisi alan a-sin grubu harig, fark
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gozlenmemekte ve naive kontrole de benzer sonuglar gozlenmektedir. Ancak otofajiyi
tek bir belirtec ile degerlendirmek yanlis sonuglar verebilmektedir. Bu nedenle birden
fazla belirtec ile sonuglarin teyit edilmesi gerekmektedir. Bu amagla, p62 degerine de
bakilmistir. Ilk 8 hafta tedavi wuygulanan hayvanlarin p62 seviyeleri
degerlendirildiginde ise a-sin enjeksiyonundan sonra rapamisin uygulanan grubun
hipokampiis p62 seviyesinde diger gruplara gore azalma egilimi oldugu gozlendi. Bu
baglamda; otofajik aktivasyonun bir diger belirteci olan p62 seviyesinde meydana
gelen hafif azalma otofaji aktivasyonuna isaret ediyor olabilir (382). Ancak; ilk 8 hafta
tedavi sonrasi, tedavinin kesilerek 8 hafta daha hayvanlarin yasatilmig olmasi ilacin
belirli etkilerinin azalmasi ya da yok olmasi ile iligkili olabilir.

Son 8 hafta tedavi uygulanan gruplarin hipokampiis otofajik aktivasyonu
degerlendirildiginde ise; a-sin enjeksiyonu sonrasi rapamisin tedavisi uygulanan
grupta da LC3 | miktarinda ilk 8 haftaya benzer sekilde artis oldugu gozlendi.
Hipokampiis LC3 Il miktar1 degerlendirildiginde ise a-sin enjeksiyonu sonrasi ¢oziicii
alan grubun ve rapamisin tedavisi alan kontrol grubunun LC3 II miktarlarinin azaldig:
gozlendi. Hipokampiis LC3 II/LC3 I oranina bakildiginda; a-sin enjeksiyonu sonrasi
rapamisin tedavisi alan grubun LC3 I seviyesinde meydana gelen artisin LC3 II’de
gozlenmemesine bagli olarak naive kontrol grubuna gore azaldigi gozlendi. Benzer
sekilde kontrole rapamisin ya da ¢6ziicli uygulanan gruplarda da bu oranda naive
kontrole gore azalma saptandi. Son 8 hafta tedavi uygulanan hayvanlarin hipokampiis
p62 seviyeleri degerlendirildiginde ise kontrole rapamisin uygulanan grubun p62
seviyesinde, naive kontrole ve a-sin enjeksiyonu sonrasi rapamisin tedavisi uygulanan
gruba gore azalma oldugu gozlendi.

Son 8 hafta tedavi alan gruplarin hipokampiis otofaji aktivasyonu sonuglari
degerlendirildiginde; a-sin enjeksiyonu sonrasi rapamisin tedavisi alan grubun LC3 I
seviyesindeki artisin ilk 8 hafta rapamisin uygulanmasina gore daha yiiksek oranda
oldugu ancak bu artisin LC3 II miktarina ayni oranda yansimadigi gézlenmistir. A-Sin
enjeksiyonu sonrasi rapamisin tedavisi alan grubun LC3 I seviyesinde meydana gelen
bu artig, kontrole rapamisin uygulanan grupta ya da ¢oziicii alan a-sin enjeksiyon
grubunda goézlenmemistir. LC3 I miktar1 artarken, LC3 I’in ayn1 oranda LC3 II’ye
dontismemesi ilk 8 hafta tedavi grubuna benzer sekilde otofajik yolagin

aktivasyonunda bir degisiklik meydana geldigini disiindiirmektedir (274). A-sin
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enjeksiyonu sonrasi son 8 hafta rapamisin uygulanan grupta, ilk 8 hafta rapamisin
uygulanan gruba gére LC3 I miktarinin daha fazla artmis olmasi ve LC3 II'ye
doniisiimiinlin ayn1 oranda olmamasi bu yolaktaki bozuklugun a-sin agregatlarinin
belli bir yogunluga ulasmasi ile iligkili ya da rapamisin tedavisinin devam ediyor
olmasindan kaynakli oldugunu diistindiirmektedir. Ancak bu artisin son 8 hafta ¢oziicii
alan a-sin enjeksiyon grubunda gézlenmemesi, a-sin agregatlarinin tek basina yolakta
degisiklik yapmaya yeterli olmadigini ve son 8 hafta boyunca rapamisin tedavisi
uygulanmasinin a-sin asir1 ifadesine ek olarak bu degisikliklerle neden oldugunu
diistindiirmektedir. Son 8 hafta tedavi gruplarinin hipokampiis p62 diizeylerine
bakildiginda ise; kontrole rapamisin uygulanan grupta p62 miktarmin azaldig1 ancak
aynit azalmanin a-sin enjeksiyonu sonrasi rapamisin uygulanan grupta olmadigi
gbzlenmistir. Bu sonuglar tutarlilik gostermektedir ve a-sin enjeksiyonu sonrasi
otofajik yolakta bozukluk meydana gelmis olabilecegi diislincesini desteklemektedir.

Ik 8 hafta tedavinin striatumdaki otofajik etkilerini degerlendirmek icin de
LC3 U1l ve p62 diizeyleri immiinoblotlama ile degerlendirildi. Buna gore; a-sin
enjeksiyonu sonrasi rapamisin tedavisi alan grubun LC3 I miktarinda hipokampiise
benzer sekilde hafif bir artis oldugu gozlendi. LC3 II miktarlarinda ise; a-Sin
enjeksiyonu sonrasi ¢oziicli uygulanan grupda artis oldugu gézlendi. Aktif otofajiyi
degerlendirmek i¢in LC3 II/LC3 I oranina bakildiginda ise; a-sin enjeksiyonu sonrasi
¢oziicii alan grupta kontrole ¢oziicli uygulanmasma gore artis oldugu gozlendi.
Otofajinin bir diger belirteci olan p62 diizeyine bakildigi zaman ise a-sin enjeksiyonu
sonrasi ¢oziicli alan grupta p62 diizeyinde azalma oldugu gozlendi.

Sonuglar a-sin enjeksiyonu sonrasi ¢oziicii uygulanan grupta LC3 II/LC3 |
oraninda artis meydana gelmesi ve bu artisin a-sin enjeksiyonu sonrasi rapamisin
uygulanan gruptan daha yiiksek olmasi; tedavi uygulansa da a-sin asir1 ifadesi
saglanmasinin striatumda otofaji aktivasyonuna neden oldugunu diisiindiirmektedir.
A-sin enjeksiyonu sonrasi ilk 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasi hipokampiiste
LC3 II/I oraninda azalmaya neden olmustur. Bu durum hipokampiiste otofajik yolakta
LC3 I’den II'ye doniisiimiinde bir bozukluk meydana geldigini diisiindlirmektedir.
Ancak striatuma bakildiginda LC3 II/LC3 I oraninda rapamisin tedavisi sonrasi artis
goriilmiistiir ki bu durum otofaji aktivasyonuna isaret etmektedir. Hipokampiis ile

striatum arasindaki otofajik yolaktaki bu degisiklik, yapisal farkliliktan kaynaklaniyor



159

olabilir (361, 362). Bir ¢calismada; korteks, hipokampiis ve striatum karsilastirildiginda
striatumun ndronal oksidatif strese daha duyarli oldugu gosterilmistir (384). Oksidatif
strese duyarliligin degismesinin ise farkli beyin bolgelerinde mitokondrial enzim
aktivitesinin farkli olmasi ve enzim aktivitesinin disinda kalsiyum stresine
(eksitotoksisite) cevabin da degismesi oldugu One siirilmistiir (384, 385). Bunun
disinda farkli néron tiplerinin beynin farkli bolgelerinde degisen oranlarda bulunmasi
ve noronlarin stres faktorlerine cevabmin degismesi de yine sonuglarin farkl
bulunmasinin sebebi olabilir (384). Ayrica; hem immiinohistokimyasal boyamalar
hem de davranig deneyleri degerlendirildiginde hipokampiisiin a-sin asir1 ifadesine
daha duyarli oldugu ve hipokampiiste a-sin asir1 ifadesinin daha yogun oldugu
gozlenmektedir. Bu durumda striatumda otofajik aktivasyonun, daha basarili bir
sekilde a-sin agregatlarinin yikimini sagladigina ya da hipokampiisiin yapisal olarak
a-sin asir1 ifadesine daha savunmasiz olmasina isaret ediyor olabilir. ilk 8 hafta tedavi
gruplarinin p62 degerlerine bakildiginda ise ¢oziicii alan a-sin enjeksiyon grubunda
striatumda p62°de bir miktar azalma oldugu g6zlendi. Bu durum tutarlilik géstermekte
ve a-sin asir1 ifadesi saglanmasinin striatumda otofajik aktivasyonu artirdigina isaret
etmektedir (85, 206, 386).

Son 8 hafta tedavinin striatumda otofajik etkileri degerlendirildiginde; LC3 1
seviyesinde gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. LC3 Il seviyesinin a-sin
enjeksiyonu sonrasi ¢oziicii alan grupta ve rapamisin tedavisi alan grupta hafif azaldig
gozlendi. LC3 II/LC3 I oranina bakildiginda ise; gruplar arasinda fark gdézlenmedi.
Striatum p62 diizeyinin ise hem ¢6ziicti alan hem de rapamisin tedavisi alan a-sin
enjeksiyon grubunda artis egilimi gosterdigi ancak rapamisin tedavisi alan kontrol
grubunda ise striatum p62 diizeyinin azaldig1 gozlendi.

Son 8 hafta tedavi gruplarinin ise striatum LC3 oranlar1 arasinda fark
gozlenmemesi ve p62 seviyesinin artma egilimi géstermesi de otofajik yolakta bir
bozukluk oldugunu diisiindiirmektedir. Nitekim, LC3 I’den LC3 II doniisiimiinde
goriilen eksiklik bu diisiinceyi desteklemektedir (274). A-sin enjeksiyonu sonrast hem
rapamisin tedavisi alan grupta hem de ¢6ziicii alan grupta kontrole gore p62 degerinde
artma oldugu gozlenmektedir. Normal olarak rapamisin otofajik yolagi indiikler ve bu
durumda otofajik yolagin substrati olan p62 seviyesinin azalmasi beklenir (382) ki

kontrole rapamisin uygulanan sicanlarda bu azalma gozlenmektedir. A-Sin
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enjeksiyonu yapilan siganlarda bu azalmanin goriilmemesi a-sin agregatlarinin
otofajik yikimi engelledigini diisiindlirmektedir. Literatiire bakildig1 zaman a-sin agir1
ifadesi ile otofajik yolak hasarinin iliskili oldugunu gésteren ¢alismalar bulunmaktadir
(386-388). Ilk 8 hafta tedaviden sonra siganlarin yasatilmaya devam etmis olmasi ve
a-sin agregatlarinin olusmus olmasi; otofajik yolagin patoloji Oncesi aktive
edilmesinin hastaligin olusmasini dnlemede ya da ilerleyisini durdurmada yeterli
olmadigimi diisiindiirmektedir. Bunun yani sira hipokampiis ve striatumdan elde edilen
sonuglarin birbiri ile paralellik gostermemesi, 6rnegin striatumda rapamisin tedavisi
sonrast a-Sin enjeksiyon grubunda LC3 I1/I oraninda artig goriiliirken, hipokampiiste
azalma goriilmiis olmasi; ayrica hipokampiiste rapamisin uygulanan a-sin enjeksiyon
grubunda p62 seviyesi azalirken, striatumda azalma olmamasi; iki yapi arasinda
otofajik yolak aktivasyonu ve mekanizmasi arasinda fark oldugunu diisiindiirmektedir.
Bu fark otofajik yolak aktivasyon farkindan ziyade a-sin’in belirli dokular1 daha fazla
tutuyor olmasindan kaynakli da olabilir (146, 361, 362). Son 8 hafta tedavi gruplarina
bakildiginda ise; yine a-sin enjeksiyonu sonrasi rapamisin uygulanan grupta LC3
II/LC3 I oraninda hipokampiiste azalma goriliirken, striatumda bu azalmanin
goriilmemesi de bu fikri desteklemektedir. Ayrica bir ¢aligmada parkin geninde
meydana gelen mutasyona bagli sadece striatum ve SN’de p62 seviyesinde degisiklik
olurken, bu degisikligin hipokampiis gibi diger yapilarda goériilmemesi de iki yapi
arasinda fark oldugunu diisiindiirmektedir (389). Bunun yani sira p62°nin 6zel otofajik
yolaklardan biri olan mitofaji aktivasyonu ile de iligkili olabilecegi belirtilmistir ve
ayrica otofajik yolaktaki dengesizligin, p62 seviyesinde meydana gelen artisin,
mitofaji kadar apoptoz yolaginin aktive olmasi ile de iligkili olabilecegi ileri
stirilmistir (390). Bu durum davranig testlerinde hipokampiis ve bilissel
fonksiyonlarda meydana gelen degisikliklerin striatum ve motor davraniglarda
meydana gelen degisikliklerden daha belirgin goriilmesinin de temel nedeni olabilir.
Apoptoz, hiicre popiilasyonunun diizenlenmesinde mitoz kadar gerekli
fizyolojik bir siirectir. Bunun disinda patojenik hiicrelerin yok edilmesinde ve
inflamatuvar hiicreleri kaldirarak yaralarin iyilesmesinde hayati bir éneme sahiptir.
Organizma yaslandikg¢a belirli hiicrelerin apoptoz ile yikimi hizlanir. Oksidatif stresin,
serbest radikallerin birikerek mitokondriyal DNA hasarima neden oldugu ve bu

nedenle yas ile tetiklenen patofizyolojik apoptozda temel rol oynadigi
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diistintilmektedir (391). Apoptozun ¢ok siki bir sekilde diizenlenmesi gerekmektedir.
Eger apoptoza bagli az ya da ¢ok hiicre dliimii goriiliirse, kanser, gelisimsel hasar,
otoimmiin hastaliklar ya da nérodejenerasyon gibi patolojiler gozlenebilir (227).

Noronal ve néronal olmayan hiicre sistemlerinde yapilan in vitro ¢alismalar ile
aspartata oOzel sistein proteaz (kaspaz)’larin apoptozun etkin bilesenleri oldugu
gosterilmistir (392). Noronlarda kaspaz-3, apoptozun infaz fazinda énemli bir role
sahiptir (229). Kaspaz-3 pek ¢ok substratin ya tamamen ya da kismen proteolizinden
sorumludur. A-sin asir1 ifadesinin belirli bir siire sonra agregat olusturdugu ve olusan
bu agregatlarin hiicre 6liimiine neden oldugu bilinmektedir. Ancak bu siire¢ tam olarak
aydinlatilamamistir (86, 88, 95). Bu amagla ¢alismamizda a-sin asir1 ifadesine bagl
olarak, hem otofajik yolagin aktivasyonunun hem de apoptotik yolagin
aktivasyonunun degerlendirilmesi planlanmistir. Bu baglamda; apoptotik yolagin
hiicre 6liimiindeki roliinli degerlendirmek iizere apoptoz biyobelirteci olan kaspaz 3
seviyesi hem sag hipokampiiste hem de sag striatumda, ilk ve son 8 hafta tedavi
gruplarinda immiinoblotlama ile semi-kantitatif olarak tayin edildi.

[lk 8 hafta tedavi grubunun hipokampiis kaspaz 3 seviyesi ol¢iildiigiinde; hem
a-sin enjeksiyonu sonrasi rapamisin alan grupta hem de rapamisin tedavisi alan kontrol
grubunda artis oldugu goézlendi. Son 8 hafta tedavi grubunun hipokampiis kaspaz 3
seviyesi Olciildiigiinde ise a-sin enjeksiyonu sonrast hem ¢dziicli alan grupta hem de
rapamisin tedavisi alan grupta kaspaz 3 miktarmin arttigi gozlendi. Ancak bu artig
rapamisin tedavisi alan kontrol grubunda gozlenmedi. Striatumda meydana gelen
apoptotik degisiklikleri degerlendirmek i¢in yapilan kaspaz 3 6l¢limlerinde ise ne ilk
8 hafta ne de son 8 hafta striatum kaspaz 3 diizeylerinde gruplar arasinda bir fark
gozlenmedi.

Ik 8 hafta rapamisin tedavisi ile birlikte kaspaz 3 seviyesinde meydana gelen
artis, rapamisinin apoptotik yolagi erken donemde aktive ettigini diisiindiirmektedir
(393). Ancak striatuma bakildiginda rapamisin uygulanan kontrol grubunda artma
egilimi var gibi goziikse de hipokampiis kadar net bir aktivasyona isaret etmemektedir.
Daha once belirtildigi gibi iki bolge arasindaki yapisal farkliliklar ve a-sin asiri
ifadesine duyarliligin farkli olmasi apoptotik yolak aktivasyonunda meydana gelen
farkin sebebi olabilir. Son 8 hafta tedavi gruplarinin sonuglarina bakildiginda ise a-sin

enjeksiyonu sonrasit hem ¢oziicii alan grubun hem de rapamisin tedavisi alan grubun
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hipokampiis kaspaz 3 seviyelerinin artmig olmasi ve bu artigin ¢oziicli ya da rapamisin
alan kontrol gruplarinda gbézlenmemesi; a-sin asir1 ifadesine bagli olusan agregatlarin
apoptotik yolak aktivasyonuna neden oldugunu diisiindiirmektedir (91, 393). A-sin
enjeksiyonu sonrasi son 8 hafta ¢oziicli ya da rapamisin tedavisi uygulanan gruplarin
striatum kaspaz 3 seviyeleri degerlendirildiginde ise yine naive kontrole gore fark
olmadigi gozlenmistir. Kontrole rapamisin uygulanmasimin da striatumda
degisikliklige neden olmamasi, rapamisinin otofaji aktivasyonuna neden oldugunu,
ancak apoptoz aktivasyonunun rapamisin tedavisinden ziyade a-sin asir1 ifadesine
bagli oldugunu distindiirmektedir. Literatiirdeki ¢alismalar arasinda abortozis olarak
adlandirilan; kronik ndrodejeneratif hastaliklarda apoptotik mekanizmalarin
dejeneratif siirecte rol oynadigi ve ndronlarin apoptozun asamalarinin
tamamlanmayarak yillar boyunca “hasta durumda” yasadiklari gosterilmistir (393-
395). A-sin agsir1 ifadesi ile olusturulan norodejeneratif siireg, apoptoz Oncesi
proapoptotik bu siireci tetiklemis olabilir. Bunun yan1 sira 6-OHDA ile olusturulan PH
modelinde rapamisin etkisi degerlendirildiginde, rapamisinin anti-apoptotik etki
gosterdigi ve rapamisinin ndronlart koruyucu etkisinin apoptotik etkiden ziyade,

antioksidan etkisinden kaynaklandig belirtilmistir (396).
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6. SONUC ve ONERILER

AAV-aracili a-sin asir1 ifadesinin bilateral SN ve DG’de saglanmasi ve buna
bagli meydana gelen patolojik degisikliklerin molekiiler diizeyde incelenip,
noroprotektif ya da nororestoratif etkisi oldugu diislinlilen rapamisinin terapdtik
potansiyelinin degerlendirilmesi bu ¢alismanin temel amaclarindandir. Elde edilen
bulgular dogrultusunda AAV-aracili a-sin agir1 ifadesi saglanmasmin SN’nin
projeksiyon bolgesi olan striatumda ve DG nin projeksiyon bdlgesi olan hipokampiiste
sinaptik, noronal ve glial olarak degerlendirilmistir. Bilateral SN ve DG’de a-sin asiri
ifadesi ilk defa bu modelde birlikte saglanmigtir. Model {izerinde son 8 hafta rapamisin
tedavisi uygulandiginda a-sin agregat miktarinin, ¢oziicli uygulanan gruba gére daha
az oldugu gozlenmistir. Yogun olarak noronal bir kayip goriilmese de; hem striatumda
hem de hipokampiiste a-sin asir1 ifadesine baglh sinaptik kayip oldugu goézlenmistir.
[k 8 hafta rapamisin tedavisinin striatumda, son 8 hafta rapamisin tedavisinin ise
hipokampiiste sinapslar1 koruyucu etkisi oldugu goézlenmistir.

A-sin asir1 ifadesinin bilateral olarak SN ve DG’de saglanmasi sonucu 6grenme
ve bellek fonksiyonlarinda gerileme oldugu gozlenmistir. Anksiyete degerlendirmek
i¢in yapmis oldugumuz Y AL testinde a-sin enjeksiyon grubunun agik kolda daha ¢ok
vakit gecirdigi gozlenmis ve bu durumun Parkinson hastalarinda da goriilen apati ile
iligkili olabilecegi diislinlilmiistiir. A-sin enjeksiyonu sonrasi rapamisin hem ilk 8§ hem
de son 8 hafta rapamisin tedavisi alan gruplarin uzaysal 6grenmelerinde diizelme
oldugu gosterilmistir. Ancak; hafizayi test etmek i¢in uygulanan YNT testinde sadece
son 8 hafta rapamisin tedavisi alan a-sin enjeksiyon grubunun denemelerden 1 saat
sonra eski nesneyi hatirlamada ilerleme gosterdigi gozlenmistir.

AAV-aracili a-sin asir1 ifadesi ile olusturulan PH modelinde bilissel
fonksiyonlar kadar motor fonksiyonlarda da azalma gozlenmistir. Yapilan rotarod
testinde motor koordinasyonda kayip, bazal ve apomorfin indiiksiyonu sonrasi
lokomotor aktivite testinde hem bazal aktivite de azalma hem de apomorfine ile
indiiklenmis hareketlilikte artisa bagli dopaminerjik néronal hasar gozlenmistir. A-sin
asirt ifadesi ile olusturulan PH modelinin motor-dis1 semptomlarinda; rapamisin
tedavisi bagar1 saglamistir. Ancak, uzun siireli rapamisin kullannomina bagh

hayvanlarda bir miktar kilo kaybi1 ve harekette azalma gibi olumsuz etkiler de
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gozlenmistir. Bu nedenle; rapamisin tedavisine bagli otofaji indiiksiyonu ile PH’ nin
motor semptomlarinda beklenen ilerleme ya da diizelme gézlenememistir.

[k defa gerceklestirilen bilateral SN ve DG’ye AAV-aracil1 a-sin enjeksiyonu
ile uzun bir siirecte bolgesel olarak indiiklenen agregat olusumu, PH’nin motor ve
motor-dis1 belirtilerini ¢aligmak i¢in iyi bir model olusturmaktadir. A-sin asir1 ifadesi
molekiiler diizeyde incelenmis, sinaptik kaybin noéronal kayiptan dnce ve daha yogun
olarak meydana geldigi gozlenmistir. Ancak, yeterli noronal kayip goriilmese dahi
davranista meydana gelen degisiklikler sinaptik kaybin da hastalik patolojisinde
o6nemli bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Sinaptik kaybi takiben meydana gelmesi
beklenen agregat olusumuna bagli noéronal kaybin etkisinin daha detayli
incelenebilmesi i¢in davranis 6ncesi daha uzun siire beklemek faydali olabilir.

Rapamisin, otofaji indiiksiyonu yapmaktadir. Bu c¢alismada AAV-aracili
gerceklestirilen PH sigan modelinde ilk defa hem a-sin enjeksiyonu ile birlikte hem de
a-sin enjeksiyonu sonrast agregat olusumu beklenerek daha sonrasinda rapamisin
tedavisi ~ uygulanmasi,  rapamisinin  noroprotektif/nororestoratif  etkisini
degerlendirmekte fayda saglamistir. Son 8 hafta rapamisin tedavisi uygulamasinin,
olusan a-sin agregat yiikiinde azalmaya neden olmasi ve 0Ozellikle bilissel
fonksiyonlarda gelisme saglamis olmasi; rapamisin tedavisinin PH’nin motor-dis1
semptomlar1 i¢in 1yl bir tedavi segenegi olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak;
tedaviye bagli goriilen yan etkiler ve motor performansta meydana gelen diisiis,

kullanimu ile ilgili daha detayli ¢alisma gerektirmektedir.
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