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OZET

YUKSEK LISANS TEZi

RUBUS ARMANIACUS, EPILOBIUM HIRSUTUM, CORNUS KOUSA,
DIOSPYROS LOTUS, SIMILAX NIPONICA VE CORYLUS HETEROPHYLLA
BiTKi iZOLATLARININ IN VITRO PARKINSON MODELINDE MPP*
TOKSISITESINE KARSI NORON KORUYUCU ETKILERININ
BELIRLENMESI

Ahmet YILMAZ

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danmigman: Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Enes ARSLAN

Parkinson hastalig1 (PH), hentiz kesin bir tedavi yontemi bulunmayan, baslica bradikinezi, akinezi,
tremor, rijidite ve postiiral instabilite gibi motor semptomlarin yani sira, yorgunluk hissi, artan gundiiz
uykusu suresi, depresyon ve anksiyete gibi motor olmayan semptomlar ile karakterize bir nérodejeneratif
hastaliktir. Son yillarda Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilmak i¢in dogrudan veya mevcut
terapilere ek olarak kullanilabilecek, bitkisel kaynakli ila¢ arastirmalar: artarak onem kazanmustir. Yapilan
bu tez calismasinda Rubus armaniacus, Epilobium hirsutum, Cornus kousa, Diospyros lotus, Similax
niponica ve Corylus heterophylla bitkilerinin yapraklarindan elde edilen izolatlarin, retinoik asit (RA)
uygulamasiyla néron benzeri yapilara doniistiiriilmiis ve MPP* bilesigi ile indiiklenmig SHSY-5Y in-vitro
Parkinson modeli Uzerindeki néron koruyucu etkileri incelenmistir. Deneysel Parkinson modeline genis
doz araliginda (3 - 200 pg/ml) bitki izolatlar1 uygulanmis ve néron koruyucu etkileri 3-(4,5-Dimetiltiazol-
2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum Bromid (MTT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) canlilik testleri uygulanarak
belirlenmistir. Canlilik testleri sonucunda néron koruyucu etkilerinin oldugu belirlenen izolatlarin, SHSY-
5Y hicrelerindeki oksidatif stres tizerindeki etkileri, toplam antioksidan durum (TAS) ve toplam oksidan
durum (TOS) testleri ile 6l¢iilmistiir. Son olarak akig sitometrisi ile, bitki izolatlariin SHSY-5Y Parkinson
hiicre modelindeki 6liim yolaklart tizerindeki etkileri incelenmistir. Sonuglar, Diospyros lotus ve Similax
bitki yapraklarindan elde edilen izolatlarin, néron koruyucu etki gostererek deneysel in-vitro Parkinson
modelindeki MPP* bilesiginin neden oldugu oksidatif stres sonucu meydana gelen apoptoz oranini
azalttigini gdstermistir.

2020, 59 sayfa

Anahtar Kelimeler: Parkinson hastaligi, In vitro, Deneysel model, SHSY-5Y, Bitki

izolatlar1, NOron koruyucu etki



ABSTRACT

MS. Thesis

DETERMINATION OF NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF RUBUS
ARMANIACUS, EPILOBIUM HIRSUTUM, CORNUS KOUSA, DIOSPYROS
LOTUS, SIMILAX NIPONICA AND CORYLUS HETEROPHYLLA PLANT
EXTRACTS, AGAINST MPP* TOXICITY IN IN VITRO PARKINSON’S
DISEASE MODEL

Ahmet YILMAZ

Erzurum Technical University
Gradute School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Asst. Prof. Mehmet Enes ARSLAN

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disease characterized by motor symptoms such as
bradykinesia, akinesia, tremor, rigidity, and postural instability, as well as non-motor symptoms such as
fatigue, increased daytime sleepiness, depression and anxiety. There is no definitive treatment for
Parkinson's disease yet. In recent years, herbal medicine researches that can be used directly or in addition
to existing therapies for the treatment of Parkinson's disease have gained increasing importance. In the
thesis study, the extracts obtained from the leaves of Rubus armaniacus, Epilobium hirsutum, Cornus
kousa, Diospyros lotus, Similax niponica and Corylus heterophylla plants have been investigated for their
neuroprotective effects on SHSY-5Y in vitro Parkinson’s disease model induced with MPP* by converting
into neuron-like structures via retinoic acid (RA) treatment. Plant extracts were applied to the experimental
Parkinson’s disease model over a wide dose range (3 - 200 pg/ml) and their neuroprotective effects were
determined by 3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) and lactate
dehydrogenase (LDH) cell viability tests. The effects of plant extracts, which were determined to have
neuroprotective effects as a result of viability tests, on oxidative stress were measured by total antioxidant
status (TAS) and total oxidant status (TOS) tests. Finally, the effects of plant extracts on the cell death
pathways in the SHSY-5Y Parkinson’s disease model were investigated by flow cytometry. The results
showed that extracts from Diospyros lotus and Similax plant leaves reduce the rate of apoptosis caused by
oxidative stress caused by MPP * in the experimental in vitro Parkinson’s disease model.

2020, 59 page

Keywords: Parkinson’s disease, In vitro, Experimental disease model, SHSY-5Y, Plant
extracts, Neuroprotective effect



TESEKKUR

Lisans egitimim ile baslayan ve bu tez ¢alismasina kadar gecen siire icerisinde,
destegini benden hi¢ esirgemeyen ve Uzerimde ¢ok biylik emekleri bulunan, degerli
danigman hocam, Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Enes ARSLAN’a,

Egitimim boyunca bana yol gdstermis, degerli bilgileriyle katkida bulunmus, tiim

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1 6gretim iiyelerine,

Tez c¢alismasi boyunca bana destek olarak yardimlarini sunan degerli
arkadaslarim, Ars. Gor. Recep KUCUKDOGRU, Ars. Gor. Ozge CAGLAR, Ilkan
MUDU, Sibel RUA ve Abdulmelik AYTATLI’ya,

Hayatim boyunca destegini ve sevgisini hissettigim sevgili aileme,

Sonsuz tesekkiirler...

Ahmet YILMAZ
Mayis 2020



ICINDEKILER

(@ )74 = [P O O OEEOOOE T OO U UUOUURRUURRRRRRROS [
ABSTRACT .ottt ettt sttt ettt ne bt nenne e i
TESEKKUR ......coooiiiiiiitececeeeteee et es e enes sttt et en et ens st s san s tanenes iii
ICINDEKILER .........oooviieieeceeeee ettt iv
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ......cooooooiiiinicccs vii
SEKILLER DIZINI ......ocoooiiiiiieeeeeeee et iX
CIZELGELER DIZINT ........cooviiiioeoeeeeeeeeeeee e Xi
Lo GIRIS .ottt ettt 1
1. 1. Parkinson Hastalifl .......cccoiviiiiiiiiiiiicccs s 1
1.2. INSIAANST VO PrEVALANSI .......vevieeeeeeeeeeeeeeeeee et eee et et ee e e e e e e e eesee e eseeeeeee e e e eneeeeanees 2
1.3, KINIK OZEHIKIET .......o.vcvveeecveceetee et 3
1.3.1. MOtOr SEMPLOMIAT .......cciiiiie ettt e s e sre e e e sraesreenee s 4
G T O I 1 - To 11 ([ =4 I OSSR ORURN 4
IR T O N (] 14 ST SPRSRURN 4
R 00 G T I (=111 T PSP PT RS PPT PR UPRPPRTORN 4
I 00 0 = 1 To OSSP 5
1.3.1.5. POStUral INStADIIITE ........eeeeceieeee e 5
1.3.2. Motor olmayan SEMPLOMIAN ..........ccccoiiiiiiiiieiee e 5
I ()0 ] (o] ] OSSPSR 7
1.4.1. CeVIESEl TAKIOIIEN .. ..cviceeee et 7
1.4.2. GENELIK TAKLOTIEN ......ccveeiiee ettt enne e e 8
Ot T L R 8
1.4.2.2. PARKZ ..ottt bttt e et 9
1.4.2.3. PINKIL Lottt bttt b et e e nenn e 9
O o N o A 10
O I {7 10
1.4.3. Yaslanma faKtOTT .......cvvveiieieiiiie i snae e nnee e 11
1.4.4, CINSIYEL FAKEOIU ....cccvviiiiiiie e 12
T o 100 1=] 174 [T PORP ST UT TP PR 13
1.5.1. a-sinUKlein ve Lewy CISIMIEIT.........ccooiiiiiiiiiieec e 13



15,2, IMIPTP s 14

T T B L 11 | USSP 14
1.5.4. Oksidatif stres ve lipit perokSidasyonu ..........ccccceviveveiiieiieie s 15
1.6. Mevcut Terapi Yaklagimlart .........coocvrviiiiiiiiiniecee e 16
1.6.1. Bitkisel yaklagimlar..........cccoooiiiiiiiiiii e 17
2. KAYNAK OZETLERI .......ooooiiiiiiiiice e 18
3. MATERYAL VE YONTEM...cocoiiiiiieiicieitceete ettt 22
3.1. Kullanilan Materyaller ... 22
3.1.1. SHSY-5Y hiicre hattt (ATCC® CRL-2260™)........ccciiiiiiiiieiie e 22
3.1.2. MPPT IYOAUN .....ecviicteicice ettt sa e sn e ee 22
3.1.3. Deneylerde kullanilan bitKiler...........ocoooiiiiiiiiiii e 22
3.1.4. Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12) ....... 22
3.1.5. RELINOIK @SIT ....uveiieciieiiiee sttt ettt e e steeneesreesseenee s 23
3.1.6. Fetal bovin Serum (FBS) .......cov i 23
3.1.7. Penisilin/StreptomiSin ... ...ccviieiieiic e 23
3.1.8. Fosfat tamponiu tUZ (PBS) .......ccoiiiiiiiiiieieieie e 23
3. L9 THIPSINJEDTA .ttt bbbttt b bbb ene s 23
3.1.10. 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum bromid (MTT)..........cccvenee. 23
3.1.11. CyQUANT™ LDH CYtOtOXIiCILY @SSAY ..vervrrrviririirinirisieiieeiisiessressre s 24
T 0 B0 I 4 1) s R O 24
3.1.13. Dimetil SUITOKSIT (DIMSO) .....oviiiiiiiiiiiiieiieieiee e 24
3124, TrYPAN DIUE oo 24
3.1.15. Total Antioxidant Status (TAS) Kiti........c.ccoueiiiiiiiieie e 24
3.1.16. Total Oxidant Status (TOS) Kiti........c.cceeiiiriiiiieiereeeeee e 24
3.1.17. Annexin V-FITC apoptoz tant Kitl .........cceverererienenininiisieiesesee e 25
3.1.18. Propidyum 1YOAUN.........ccueiieiieeie ettt sre e esreenee s 25
3.1.19. Laminar KaDiN ........ooveioieieecese e e 25
3.1.20. CO2 INKUDALOIT.......eeveerieereesieeiesiee st eee et se e ee e sae s e s e steaneesneesreeneesreenseeneens 25
3.1.21. INVEIT MIKIOSKOP ...t 25
3.1.22. MIKroplaka OKUYUCU .......c.cciiuiiiiiiiie ettt 25
3.1.23. SUDANYOSU ... 26
3.1.24. Ultra saf SU CINAZI......cccciiiiiiiiiic e e 26
3.1.25. Santrifili] CINAZI ....oovvviiie e 26



3.0.26. ANAITIK BIAZI .o, 26

3127, LIYOFTHZALOT ..ot re e e sre e 26
TR O TN TS 1030115 0 3 RSP 26
3.2. Uygulanan YOnTEMIEE ........cc.ooiiiiiiiiiiiieeeee e 27
3.2.1. Bitki ekstraktlarinin elde edilmesi ...........covueiiiiiiiiiii i 27
3.2.2. SHSY-5Y hiicre kiiltlirliniin hazirlanmast ..........ccoeviiiiiiiiiiceeeec 27
3.2.3. SHSY-5Y hicrelerinde noronal farklilasmanin saglanmasi ..........ccccceeeevveiieennnne 27
3.2.4. Deneysel in vitro Parkinson modelinin olusturulmast ...........cccoeevverveiesennennnens 28
3.2.5. Bitki izolatlarinin tOKSISITE TSI ......ceeviiieiiiie e e 28
3.2.6. Bitki izolatlarinin deneysel in vitro Parkinson modeline uygulanmasi ................ 28
3.2.7. Hiicre canlilik teStIerT .....ueiuviiiieiiiiiie st 29
3271 IMITT ST ...ttt 29
B.2.7.2. LDH TS ..t 29
3.2.8. TAS V& TOS tESHIEI ...t e 29
RIS BN (€ I3 1101011 0 1) AP 30
3.2.10. IstatistikSel ANAZIET ........c.ccrvevevrecreieie e e ie sttt es s eeeens 30
4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA........ccooooiiiiiiiie e 31
4.1. SHSY-5Y Hiicrelerinin Noronal Farklilagsmasi ..........ccccceeeeiiiiiiciiiiiec e, 31
4.2. Farklilasmis SHSY-5Y Hucrelerindeki MPP* TOKSISIteSi........c.coveivveeeiiieieeaieen 32
4.3. Farklilasmis SHSY-5Y Hiicrelerindeki 1zolat ToKSISItesi .......ovvevrvrveverereriiiiereenan. 34
4.4. izolatlarin Deneysel In Vitro Parkinson Modelindeki Koruyucu Etkileri ............... 37
4.5. Izolatlarin Deneysel In Vitro Parkinson Modelindeki TAS ve TOS seviyeleri....... 41
4.6. AK1S STtOMELIIST ANALIZI...uviiiiiiieiiiie i nee s 42
5. SONUC ve ONERILER............cccccociviiiiieieiireeseeeeeee et 44
KAYNAKLAR ..ottt te e et e s e e e aseesseenteeneesseeseeneennennes 46
(07€) 00117 I 15T 58

Vi



Simgeler

aa
MM
2Y

ml
mM

kg

Kisaltmalar

6-OHDA
ATP
KBB
DAT
ICs0
iIPSC
LB
LDH
MTT
MPTP
MPP*
MAO-B
OCT-3
PH
ROS

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Aciklama

Derece
Aminoasit
Mikromolar
Mikrogram
Mikrolitre
Mililitre
Milimolar
Gram
Kilogram
Litre

6-hidroksidopamin

Adenozin trifosfat

Kan beyin bariyeri

Dopamin tasiyict

%50 oldiiren toksik deger (Inhibitory concentration)
Indiiklenmis pluripotent kok hiicre (induced pluripotent stem cell)
Lewy cisimcileri (Lewy bodies)

Laktat dehidrogenaz

3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolyum bromid
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin
1-metil-4-fenilpiridinyum

Glial monamin oksidaz B

Organik katyon tagiyict enzim

Parkinson hastaligi

Reaktif oksijen tlrleri (Reactive oxygen species)

vii



SN
SNpc
TAS
TOS
UPDRS
UPS

Substantia nigra

Substantia nigra pars compacta

Toplam antioksidan durum (Total Antioxidant Status)
Toplam oksidan durum (Total Oxidant Status)
Birlesik parkinson hastalig1 derecelendirme skalasi

Ubikuitin-proteozom sistemi

viii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 4.1 Normal ve farklilasmig SHSY-5Y hticrelerinin 10x gorintlsu. ..........cceeveee.. 31
Sekil 4.2 Normal ve farklilasmig SHSY-5Y huicrelerinin 20x gorintlsu. ...........ceeveee.. 31
Sekil 4.3 Normal ve farklilasmis SHSY-5Y hiicrelerinin 40x gorintlsu............cccvee.. 32
Sekil 4.4 MPP* uygulanan farklilasmis SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik oranlari .......... 33
Sekil 4.5 MPP" bilesiginin logaritmik konsantrasyon grafigi.........cc.ccceeveeeerreierrinrennns 33

Sekil 4.6 Rubus armaniacus izolati uygulanan farklilasmis SHSY-5Y hcrelerinin
canlilik OTanIars .........coooiiiiiii s 34
Sekil 4.7 Epilobium hirsutum izolati uygulanan farklilasmis SHSY-5Y hcrelerinin
CANIIIK OTANIATT ... 35
Sekil 4.8 Cornus kousa izolati uygulanan farklilasmis SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik
OTANATT L.ttt ettt h et e e b e e et e nbe e e b e e b e e et e e s rn e e neennnes 35
Sekil 4.9 Diospyros lotus izolati uygulanan farklilasmig SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik
o) ;111 =1 & RSP TRTS TSP POPRPPPRPTRION 36
Sekil 4.10 Similax niponica izolati uygulanan farklilasmis SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik
OTANIATT ...ttt ettt h e e et e bt enb e e et e et e e et e e ne e e neennnes 36
Sekil 4.11 Corylus heterophylla izolati uygulanan farklilasmis SHSY-5Y hicrelerinin
CaANIIK OTANIATT ..eeiiiiiiicc e 37
Sekil 4.12 Deneysel in vitro Parkinson modelinde Rubus armaniacus izolati uygulanan
SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik oranlart ..o, 38
Sekil 4.13 Deneysel in vitro Parkinson modelinde Epilobium hirsutum izolati1 uygulanan
SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik oranlart . .........cccoooeiiiiiiiiinieeeeee e 38
Sekil 4.14 Deneysel in vitro Parkinson modelinde Cornus kousa izolat1 uygulanan SHSY -
5Y hiicrelerinin canlilik oranlart. ..........coccoooiiiiiiiiii 39
Sekil 4.15 Deneysel in vitro Parkinson modelinde Diospyros lotus izolati uygulanan
SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik oranlart .........c.cccoocviiieniiiiiiniin e 39
Sekil 4.16 Deneysel in vitro Parkinson modelinde Similax niponica izolat1 uygulanan
SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik oranlart .........c.cccoovviiiinieiiiniin e 40
Sekil 4.17 Deneysel in vitro Parkinson modelinde Corylus heterophylla izolat1 uygulanan
SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik oranlart ...........cccoooeiiiiiiiiiii e, 40



Sekil 4.18 Bitki izolatlar1 uygulanan deneysel in vitro Parkinson modelindeki oksidatif
stresin degerlendirilmeEsI. ...ouueivie i 42

Sekil 4.19 Akis STtOMELIiST ANALIZI. ..eecvviiiieiiieiiieiiie e e 43



CIZELGELER DIiZiNi

Cizelge 4.1 Bitki izolatlar1 uygulanan deneysel in vitro Parkinson modelindeki TAS ve
TOS SEVIVEIETT. ..ottt et nbe e 43

Xi



1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Parkinson Hastahig

Gunimuzde Alzheimer hastaligindan sonra en sik goriilen noérodejenaratif
hastaliklardan biri olan Parkinson hastaligi (PH), bundan yaklasik 200 yil 6nce, James
Parkinson tarafindan, “titrek fel¢” ismiyle ilk kez tanimlanmistir. James Parkinson,
hastalikla ilgili semptomlari, zeka ve duyularla ilgili bir sorun olmaksizin gelisen istem
dis1 titreme, kas giiciinde azalma ve govdeyi 6ne egme olarak tanimlamistir (Parkinson,
2002). Hastaligin ismi, tanisindan yaklasik 50 yil sonra, 6grencileri ile birlikte hastaligin
klinik spektrumu tizerinde caligmalar yaptigi sirada, Parkinson hastasi tiim bireylerde
tremor bulunma zorunlulugunun olmadigini kesfederek, “titrek fel¢” isminin kullanimina

karsi ¢ikan Jean-Martin Charchot tarafindan verilmistir (Charcot, 1886).

Diinya ¢apinda yapilan aragtirmalarda PH'nin insandansi genellikle 100.000 kiside
10-50 kisi olarak, prevalansi ise her 100.000 kisi tizerinden yaklasik olarak 250-570 kisi
olarak yorumlanir. Hastaligin insidans1 ve prevalansinin yasa bagli olarak arttigi
gozlemlenmistir. Popiilasyonun yaslanma grafigi goz oniine alindiginda 2030 yilinda
niifusu yogun iilkelerdeki Parkinson hastasi birey sayisinin iki katina ulagsmasi beklenir

(Pringsheim et al., 2014; Vincent P. Calabrese, 2019).

PH, akinezi, bradikinezi, tremor, rijidite ve postiral instabilite gibi birincil motor
semptomlarin yaninda, yiirliylis ve konusma bozukluklar1 gibi ikincil motor semptomlar
ile karakterize dejeneratif bir norolojik hastaliktir (Moustafa et al., 2016). Bununla
birlikte, anksiyete ve depresyon gibi motor olmayan semptomlar PH'de yaygin olarak
goriiliir. Anksiyete bozukluklar: arasinda; genel anksiyete bozuklugu, panik bozuklugu,
agorafobi, obsesif kompulsif bozukluk, sosyal veya spesifik fobi bulunur (Dissanayaka et
al., 2014).

Hastaligin kesin tanisi, hastanin §liimiinden sonra beyninde yapilan histopatolojik
incelemeler sonucunda; o-siniiklein igeren anormal protein agregatlarinin birikmesi

sonucu olusan Lewy cisimciklerinin (LB) goriilmesine, substantia nigra igerisinde



1. GIRIS

striatuma uzanan dopaminerjik hiicre dliimlerinin varligina ve aktif mikroglial hiicrelerin

birikmesi ile olusan mikrogliyozis tespitine baglidir (Dexter and Jenner, 2013).

Bilinen kesin bir tedavisi olmadigindan dolay1 PH {izerindeki terapi yaklasimlar
semptomatik 1iyilestirmeler {iizerine yogunlagmistir. Gilinimiizde PH tedavisinde
kullanilan mevcut yaklasimlar igerisinde levodopa gibi ila¢ tedavileri ve derin beyin
stimilasyonu gibi cerrahi midahaleler bulunmaktadir. Ancak medikal veya cerrahi
yontemlerle bile hastalarin, yiirlime ve viicut dengesi gibi 6zelliklerinde giderek artan

bozulmalar gozlemlenmektedir (Abbruzzese et al., 2016)

1.2. insidansi ve Prevalansi

PH yaygin bir nérodejeneratif hastaliktir. Hastaligin insindasi ve prevalansini
aciklamaya odaklanan epidemiyolojik ¢aligmalar hastaligin dogasi ve risk faktorleri ile
ilgili onemli bilgiler sunar. Diinya ¢apinda yapilan arastirmalarda PH'nin ortalama
insidans1 100.000 kisi tizerinden 40 yas ve tizeri kadinlar i¢in 37 kisi, erkekler i¢in ise 61
olarak hesaplanmistir. 80 yas ve iizeri kadinlardaki insidans 100.000 kiside 103 kisi iken,
erkeklerde bu say1 258 kisiye ulagsmistir. Yapilan analizler hastaligin insidansinin yasa
bagli olarak anlamli bir sekilde arttigini gostermistir. Ayrica her yas araliginda erkeklerin

kadinlara oranla daha yiiksek insidansa sahip olduklari goriilmiistiir (Hirsch et al., 2016)

Yapilan ¢aligmalarda hastaligin prevalansi, her 100.000 kisi iizerinden 40-49 yas
araligindaki kadinlarda 45, erkeklerde ise 36 olarak, 50-59 yas araligindaki kadinlarda
41, erkeklerde ise 134 olarak, 60-69 yas araligindaki kadinlarda 392, erkeklerde ise 389
olarak, 70-79 yas araligindaki kadinlarda 813, erkeklerde ise 932 olarak, 80 yas ve tizeri
kadinlarda 1517, erkeklerde ise 2101 kisi olarak hesaplanmistir. Yas gruplari arasinda
cinsiyete bagli olarak PH gelisimi yalnizca 50-59 yas araliginda 6nemli derecede farklilik
olusturmustur. Hastaligin kitalar arasi prevalansi, 80 yas ve lizeri hastalarda, Asya
kitasinda 1418, Avrupa kitasi, Kuzey Amerika kitast ve Avusturalya kitasi ortak
grubunda 2953 ve Giiney Amerika kitasinda 6095 kisi olarak degerlendirilmistir
(Pringsheim et al., 2014)
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1.3. Klinik Ozellikleri

PH, bradikinezi, akinezi, tremor, rijidite ve postiral instabilite gibi belirgin motor
semptomlar ile karakterize bir hastaliktir. Bu motor semptomlar Parkinson hastalarinda,
hastaligin alt tiirlerine ayrilmasina sebep olacak sekilde heterojenite gosterir. PH’ nin alt
tiirlerinin smirlar1 kesin olarak belirlenememis olmasina karsin, deneysel klinik
arastirmalarin 6nerdigi haliyle iki biiyiik PH alt tiiri vardir; diger motor semptomlarin
goreceli yoklugu ile fenotipe daha fazla etki eden tremor baskin alt tiir ve diger motor
semptomlarin da fenotipte etkisini gosterdigi tremor baskin olmayan alt tiir. Hastaligin
alt tiirleri arasinda, tremor-baskin fenotipin, tremor baskin olmayan fenotipe oranla,
hastaligin daha yavas ilerlemesi ve daha az islev kaybina sebep olmasi seklinde bir iligki

goruldr (Jankovic, 2008; Thenganatt and Jankovic, 2014).

PH’nin motor olmayan semptomlar1 genellikle hastaligin erken evrelerinde ortaya
cikmakla beraber, daha ¢ok hastanin yasam kalitesiyle ilgilidir (Martinez-Martin et al.,
2011). Koku alma duyusunun azalmasi, giindiiz uykularinin siklagmasi, yorgunlukla
beraber goriilen agr1, psikiyatrik bozukluklar, anksiyete, bilissel duyularda kérelme gibi
semptomlar hastaligin premotor semptomlar1 olarak degerlendirilir (Shulman et al.,

2002).

Parkinson hastalarinda, hastaligin seyri ve derecelendirilmesi i¢in bazi skalalar
kullanilmistir. Yaygin olarak kullanilan skalalardan biri hastaligi 0 ile 5 arasinda
degerlendiren Hoehn ve Yahr skalasidir. Bu skalaya gére PH nin genel durumu dogrusal
olarak, hastalik belirtisinin olmamasi durumundan (0), hastanin tamamen tekerlekli
sandalyeye bagli veya yatalak olmasi durumuna (5) 6l¢eklendirilebilir (Bhidayasiri and
Tarsy, 2012). Son zamanlarda klinik tani siirecinde altin oran olarak goriilen birlesik
Parkinson hastalig1 derecelendirme skalasina (UPDRS) gore, hastalik dogrusal bir
6l¢eklenmeden ziyade kendi igerisinde kisimlara ayrilarak takip edilir. UPDRS baslica su
bolumlerden olusur; hastanin mental durumu ve davraniglarinin incelenmesi (I),
konusma, ylirlime, yazma, gibi giinliik rutin hareketlerinin degerlendirilmesi (II), motor
semptomlara yonelik klinisyen puanlamast (III), tedavinin yan etkilerinin
degerlendirilmesi (IV) (Ebersbach et al., 2006; “The Unified Parkinson’s Disease Rating
Scale (UPDRS)”, 2003).
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1.3.1. Motor semptomlar

Hastaligin motor semptomlari ilk kez 1817 yilinda Dr. James Parkinson tarafindan
tanimlanmis ve giinlimiizde kadar hastalarin hareket yetenekleri ve yasam kalitelerinin
tizerine olan etkileri ¢okga caligilmistir (GOmez-Esteban et al., 2007; Muller et al., 2013).

Motor semptomlar PH’nin klinik hikayesinin biiyiik kismini olustururlar.

1.3.1.1. Bradikinezi

Bradikinezi, Parkinson hastalarinda goriilen en 6nemli semptomlardan biridir ve
UPDRS o6lgegine gore hastaligin tanisi i¢cin mutlaka gereklidir (Pal and Goetz, 2013).
Bazal gangliadaki fonksiyon bozukluklari ile birlikte gelisir ve hastanin giinliik rutin
hareketleri sirasinda gozle goriiliir bir yavaslamaya neden olur. Hastalarin el becerilerinin
giderek azaldigi, daha kisa adimlarla yiirlimeye basladiklar1 ve postiirlerinde belirli bir
egrilmenin goriildiigii rapor edilir (Berardelli et al., 2001; Shiner et al., 2012).

1.3.1.2. Akinezi

Parkinson hastalarinda, hareket igeren eylemlere baglamada zorluk yasanmasi ve
giinlik hayatin parcast olan, ylriiyiis sirasinda kollarin sallanmast gibi otonom
hareketlerin, bradikinezideki yavaglamadan farkli olarak, biiyiik bir 6l¢iide veya tamamen
kaybolmasi durumudur. Ayrica hastalarda yiliz kaslarinin hareketsizligine bagli olarak

duygusal ifadelerde azalmalar géralur. (Bermanzohn and Siris, 1992).

1.3.1.3. Tremor

Tremor en genel hali ile hastalarda istem dis1 ve ritmik olarak goriilen titremeler
veya segirmeler olarak tanimlanir (Elble, 2017). Tremorun, PH tanisi agisindan
bradikinezi gibi var olma zorunlulugu olmamakla beraber, var olmasi durumunda diger
etkilerden daha biiyiik bir dereceye sahip olacagi 6n goriilmektedir (Hughes et al., 1993).
Tremor, PH igerisinde tek bir form olarak goriilmez. En bilinen ve yaygin formu dinlenme

tremorudur. Dinlenme tremoru varli§inda idiopatik PH goriilme siklig1 %95 olarak rapor
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edilmistir. Klasik dinlenme tremorunun frekansi, hastaligin ilerlemesi ile paralellik
gosterme zorunlulugu bulunmadan, 4-9 Hertz arasinda bir deger alir (Deuschl et al.,
2000).

1.3.1.4. Rijidite

Rijidite, Parkinson hastalarinda goriilen harekete kars1 pasif bir direngten sorumlu
ve kaslardaki gerginligin artis1 ile Kkarakterize bir motor semptomdur. Hastalarin
hareketleri siireklilik arz etmek yerine robotik ve kademeli bir sekilde goriiliir.
Dopaminerjik ilaclara karsi duyarli oldugundan, bir tani kriteri olarak goriillip, terapi
amacli miidahalelerin gerekliligini degerlendirmek igin kullanilir (Xia, 2011). PH’ nin
erken evrelerinde ozellikle rijidite ve bradikenezi ile iliskili olarak ortaya ¢ikan omuz

agrilar1 rapor edilmistir (Stamey et al., 2008).

1.3.1.5. Postlral instabilite

Postiiral instabilite, Parkinson hastalarinin yasam kalitesini dogrudan etkileyen ve
PH tanisinda o6nemli rol oynayan kisitlayict bir semptomdur. Hastalarin, viicut
hareketlerini gergeklestirmek icin mekanik destek aldigi viicut kisimlarimin yergekimi
vektoriine dogru yonelmemesi durumudur (Kim et al., 2013). Postiiral instabiliteye bagl
diismeler neticesinde meydana gelen kemik kirikliklar1 veya daha ileri yaralanmalar
hastalar icin 6nemli sorunlara yol agar (Btaszczyk et al., 2007; Roller et al., 1989).
Postiiral instabilitenin kisitlayici etkilerinin her ne kadar hastaligin ilerlemesi ile dogrusal
olarak gelistigi bilinse de, yapilan g¢alismalar, denge bozukluklar1 hedef alinarak
uygulanan egzersiz terapilerin, hastalarin postiirlerinde anlamli derecede iyilesmelere

neden olabilecegini gostermistir (Klamroth et al., 2016).

1.3.2. Motor olmayan semptomlar

PH’nin motor olmayan semptomlar1 en genel haliyle, bilissel, psikiyatrik, duyusal
bozukluklari igerir ve genellikle hastalarda motor semptomlarin ortaya ¢ikmasindan daha

once goriliir. Baglica motor olmayan semptomlar arasinda, koku alma duyusunun
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korelmesi, yorgunluk hissi, artan giindiiz uykusu siiresi, uyku sirasinda hizli goz hareketi

diizensizlikleri, depresyon ve anksiyete durumlari bulunur (Chaudhuri and Naidu, 2008).

Parkinson hastalarinda demans, hastalarin bilgiyi yavas islemelerine bagl olarak,
gorsel ve mekansal iliski kurmalarini, odaklanma ve icra becerilerini, giinliik hayatta
karsilastiklar1 sorunlara ¢oziim tiretebilme yeteneklerini oldukga kisitlar (Williams-Gray
et al., 2006). Yapilan bir ¢alismada Parkinson hastasi bireylerde demans goriilme
sikliginin, hasta olmayan bireylere oranla alti kat daha fazla olabilecegi saptanmistir
(Aarsland et al., 2001). Baska bir ¢calismada Parkinson hastalarinda birikimli demans

prevalansinin %80’¢ kadar ¢ikabilecegi belirtilmistir (Aarsland et al., 2003).

Parkinson hastalarinda depresyon goriilme sikligt %20-40 olarak rapor edilmistir
(Cummings, 1992). Depresyondaki Parkinson hastalari, depresyon gostermeyen hastalara
kiyasla, hastaligin ilerlemesinde goriilen artis ve yasam kalitesindeki belirgin diisiis
bakimindan 6nem arz ederler. Depresyondaki Parkinson hastalar1 azalmis ilgi, istah ve
kilo kaybinin yani sira, uykusuzluk, yorgunluk, kendini degersiz hissetme veya

umutsuzluk gibi semptomlar iizerinden degerlendirilirler (Starkstein et al., 2008).

Parkinson hastalarinda goriilen sosyal fobi, agorafobi, obsesif-kompulsif
bozukluk, panik gibi durumlarla iliskilendirilmis anksiyetenin Parkinson hastalarindaki
prevalansi, yapilan ¢aligmalar sonucunda %55’e varan oranlarda tespit edilmistir (Broen
et al., 2016). Hastalarda genellikle depresyon ile birlikte seyreder. Ayrica genellikle
hastaligin tanisindan sonra ortaya ¢ikmasina ragmen bazi durumlarda motor semptomlara
onculuk edebilir (Richard et al., 1996). Yapilan bir ¢alismada anksiyetenin 6zellikle, agik-
kapali motor dalgalanmalarinin kapali fazinda artig gosterdigi belirtilmistir (Siemers et
al., 1993).
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1.4. Etiyolojisi

1.4.1. Cevresel faktorler

Substantia nigra (SN)’daki dopaminerjik noronlara zarar vererek Parkinson
esdegeri bir sendroma yol agan, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP)
bilesiginin kesfedilmesiyle birlikte (Langston et al., 1983), 6zellikle sporadik PH’nin
etiyolojisini agiklamak amaciyla ¢evresel faktorlerin aragtirilmasi artarak hiz kazanmastir.
MPTP bilesigi astrositlerde toksik 1-metil-4-fenilpiridinyum (MPP*) katyonuna doniisiir
ve dopaminerjik néronlarda mitokondriyal hasara neden olarak hicre 6limiine yol acar.
(Przedborski and Jackson-Lewis, 1998).

Yapilan calismalarda PH ve tarim ile ilgilenen kisiler arasinda anlamli bir iliski
rapor edilmistir (Gorell et al., 1998). Bu kisilerde goriilen pestisit ve herbisitlere maruz
kalma durumunun, hastaligin gelisimi agisindan 6nem arz ettigi diistiniilmektedir.
Tarimda herbisit olarak kullanilan parakuat bilesiginin toksisitesi lizerine yapilan bir
caligma, bu bilesigin hiicrelerde lipid peroksidasyonuna neden olarak dopaminerjik
noronlarin kaybina neden olabilecegini 6nermistir (Dinis-Oliveira et al., 2006). Yaygin
bir pestisit olarak kullanilan rotenon bilesiginin ise, mitokondriyal kompleks I inhibitorii

olarak davrandigi ve dopaminerjik hiicre 6liimiinii tetikledigi rapor edilmistir (Sherer et
al., 2003).

Diinya genelinde yapilan epidemiyolojik calismalarda, hayatinin en az bir
déneminde diizenli sigara ve kahve kullanmis kisilerde, PH riskinin dikkate deger bir
bi¢imde daha az oldugu tespit edilmistir (Driver et al., 2009; Hernan et al., 2002).
Nikotinin ndron koruyucu etkisi in vitro ve in vivo modeller iizerinde dogrulanmistir
ancak molekiiler mekanizmasi tam olarak agiklanamamustir (Lu et al., 2017). Buna
karsilik son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, Parkinson hastalarina uygulanan nikotin
ve kafein terapisinin, beklenenin aksine hastaligin semptomlarinda anlaml bir iyilesme

ile sonuglanmadigi rapor edilmistir (Wood, 2017).
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Hava kirliliginin PH tizerine birikimli etkileri, epidemiyolojik ¢alismalarin sik¢a
inceleme konusu olmustur. 60 yas iizeri ve ortalama 30 yil maruziyet siiresi bulunan
hastalarda yapilan bir ¢alismada (Ritz Beate et al., 2016), motorlu tasit trafiginin neden
oldugu havadaki azot dioksit (NO2) ve karbon monoksit (CO) kirliliginin, anlamli
derecede PH lehine iligkili oldugu gosterilmistir. Geng yastan itibaren hava kirligine
maruz kalan kisilerde, kan beyin bariyeri (KBB) fonksiyon bozukluklari, artan
inflamatuar sitokin seviyesi, a-sintklein ve amiloid beta birikimi gorultr (Calderdn-
Garciduefias et al., 2008).

1.4.2. Genetik faktorler

En c¢ok calisilan ve PH ile iliskisi kesin olarak saptanmis bes major gen vardir.
Bunlar; a-sintiklein proteinini kodlayan SNCA geni (OMIM#163890), parkin proteinini
kodlayan PARK2 geni (OMIM#602544), PTEN-bagimli putatif kinaz 1 enzimini
kodlayan PINK1 geni (OMIM#608309), DJ-1 proteinini kodlayan PARK7(DJ-1) geni
(OMIM#602533) ve losince zengin tekrar kinaz 2 enzimini kodlayan LRRK2 genidir
(OMIM#609007).

1.4.2.1. SNCA

Yiiksek oranda korunmus SNCA geni, 140 aminoasitlik (aa), katlanmamais,
¢oziinebilir a-sinuklein proteinini kodlar (Davidson et al., 1998). Hiicre icerisindeki
fonksiyonu tam olarak agiklanamamis a-sinuklein proteininin néronlara 6zgi presinaptik
terminallerde lokalize olarak, istemli ve istemsiz hareketlerin baslamasinda kritik 6neme
sahip dopamin salinimu i¢in yeterli sinaptik vezikiil saglanmasinda goérev aldig diislintiliir
(Lotharius and Brundin, 2002). a-sinukleinin sinaptik vezikil donglsundeki bu kritik
rolii, sinaptik proteinlerin katlanmasia yardimci olarak molekiiler bir saperon gibi

davranmastyla agiklanir (Bonini and Giasson, 2005).

SNCA genindeki mutasyonlar ailesel PH vakalarinin dominant kalitim dykiistinii
olusturur. Italyan bir ailedeki patojenik p.Ala53Thr varyantinin kesfedilmesi ile

parkinson ile pozitif iligkili ilk gen olarak rapor edilmistir. Alaninin treonin ile yer
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degistirmesinin, proteindeki alfa sarmal yapilarin bozulup beta yaprak yapisinin
uzamasina neden olacagi ongoriilmiistiir. Beta yaprak yapisinin, proteinin kendi {izerine
birikmesiyle amiloid benzeri yapilarin olusmasina yol acacagi diisiiniilmistiir

(Polymeropoulos et al., 1997).

Sitoplazma igerisinde yiiksek konsantrasyonlarda kendi iizerine katlanan o-
sinliklein proteinlerinin major bilesen olarak neden oldugu LB birikmesi, mutant SNCA
geninin bir sonucudur (Spillantini et al., 1997). Noronal hiicrelerde yogunlasmis LB
birikimlerinin, Parkinson hastalarinda bes kata kadar daha fazla demans goriilmesi ile

iligkili oldugu saptanmistir (Hurtig et al., 2000).

1.4.2.2. PARK2

PARK2 geni 12 ekzon ve bunlarin genis intronik bolgeler iceren biiytik bir gendir.
Otozomal resesif kalitim gosterir. 465 aa’ten olusan parkin proteinini kodlar. Parkin
proteini  ubikuitin-proteozom sisteminde (UPS) go6rev alarak, hicre icerisinde
proteozomlar tarafindan degrede edilecek proteinleri etiketleyen bir ubikuitin (E3) ligazi
olarak islev goriir (Shimura et al., 2000). UPS, hiicre dongusiinde, sinyal iletiminde ve
metabolizma surecinde gorev alan kisa 6miirlii proteinlerin seviyesinin diizenlenmesinde
ve yanlis katlanan proteinlerin tespit edilmesinde kritik rol oynar. UPS’de meydana gelen

islev bozuklari nérodejeneratif etki ile yorumlanir (Ciechanover and Brundin, 2003).

Yapilan ¢aligmalarda PARK2 geninin 12 ekzonu iizerinde dagilan mutasyonlarin
erken baglangicli PH ile karakterize oldugu gosterilmistir. (Koziorowski et al., 2010;
Padmaja et al., 2012). PARK2 mutasyon pozitif hastalarin dopamin tedavisine karsi
duyarli oldugu rapor edilmistir (Llcking et al., 2000).

1.4.2.3. PINK1

PINK1 geni gekirdekte transkript edilen ve mitokondriyi hedefleyen bir putatif
kinaz enzimini kodlar. Enzimin hiicre i¢i fonksiyonu tam olarak anlasilamamaistir.

Yapilan calismalar sonucunda bu enzimin aslinda bir ps6dokinaz oldugu, substratlar
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dogrudan fosforile etmek yerine fosforile edecek diger kinazlar i¢in bir iskele gorevi
gorerek, hiicreyi mitokondriyal fonksiyon bozukluklarinin toksik etkilerinden korumakta

rol aldig1 diistiniilmektedir (Pogson et al., 2011).

PINK1 mutasyonlarinin PH’de PARK2 mutasyonlarindan sonra en sik goriilen
ikinci otozomal resesif mutasyonlar oldugu ve erken baslangigh, yavas ilerleyen
Parkinsonizm ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Beilina et al., 2005; Hatano et al., 2004).
Daha sonradan c¢alisilmigs PINK1 mutasyonlariin, klinik spektrumu ge¢ baslangigh
sporadik PH’yide igine alacak sekilde genislettigi belirtilmistir (Gelmetti et al., 2008).

1.4.2.4. PARKY

Onceleri onkogen olarak bildirilmis ve beyin dahil olmak iizere viicudun ¢ogu
bolgesinde ifade edilen DJ-1 geni (Nagakubo et al., 1997), ndrodejeneresyon ile olan
iliskisi agiklandiktan sonra (Bonifati et al., 2003) PARK7 geni olarak isimlendirilmistir.
8 ekzondan olusur ve 189 aa’ten olusan, yiiksek oranda korunmus, néron koruyucu DJ-1
proteinini kodlar (Nagakubo et al., 1997). DJ-1 proteininin ifadesi, oksidatif strese kars1
hiicresel bir yanit olarak artig gosterir (Mitsumoto and Nakagawa, 2001). Ayrica oksidatif
kosullar altinda redoks bagimli bir molekiiler saperon aktivitesi gostererek, a-sintiklein
birikimini engeller (Shendelman et al., 2004). Mitokondri regilasyonunda koruyucu rol
iistlenerek mitokondriyal kompleks I aktivitesinde baglayici protein olarak goérev alir

(Hayashi et al., 2009).

Parkinson ile iliskili mutasyonlart PARK2 ve PINK1 kadar yaygin olmasa da, bazi
PARKY7 gen mutasyonlar1 da tipki PARKZ ve PINK1 gibi erken baslangich, yavas

ilerleyen ve dopamin terapisine duyarli PH ile karakterizedir (Abou-Sleiman et al., 2004).

1.4.2.5. LRRK2

Beyin dahil olmak uzere bir¢ok organ ve dokuda ifade edilen LRRK2 geni, 51
ekzondan olusan ve 2527 aa’lik olusan bir enzimi kodlayan oldukg¢a buyik bir gendir.

Homologu olan LRRK1 geni ile birlikte protein kinaz ailesinin kiigiik bir pargasini

10
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olustururlar. N-terminal uclarinda 16since zengin tekrar bolgeleri bulundugu igin
kodladiklar1 proteinler 16since zengin tekrar kinaz enzimleri olarak isimlendirilirler.
Ayrica yapilarinda bulunan ras benzeri kompleks domainler sayesinde putatif GTPaz

olarak aktivite gosterebilirler (Mata et al., 2006).

LRRK2 geninde meydana gelen patojenik mutasyonlarin ge¢ baslangicli PH ile
iliskisi bilinmektedir. Tipk1 SNCA geninde oldugu gibi otozomal dominant olarak kalitilir
ve levodopa tedavisine karsi duyarlidir (Zimprich et al., 2004). LRRK2 geninin hticre ici
normal fonksiyonlari hala gizemini korumaktadir. Ancak yapilan ¢alismalar ile LRRK2
genini mitokondriyal fonksiyonlar, vezikiil transferi ve otofaji dahil olmak iizere cesitli
hiicresel fonksiyonlar ve iki farkli enzim yetenegine sahip olmasinin dogal bir sonucu
olarak ¢esitli sinyal yolaklar ile iligkilendirilmistir (Wallings et al., 2015). Ayrica
gendeki mutasyonlarin patojenik mekanizmas: anlasilamamis olmasina ragmen,
Parkinson hastas1 bireylerde SN dejenerasyonu ve Lewy cisimciklerinin olusumu ile
karakterize oldugu gdzlemlenmistir. LRRK2 iliskili Parkinson hastalarinda en yaygin
goriilen p.Gly2019Ser mutasyonuna hem sporadik hem ailesel vakalarda rastlanir ve

toplum frekans1 %40°a kadar degisiklik gosterir (Biskup and West, 2009).

1.4.3. Yaslanma faktori

Hastaligin insidans1 60 yasin lizerinde katlanarak artmasi ve 85-90 yas araliginda
en yiiksek degerine ulagsmasi, yaslanma siirecinin PH’de 6nemli bir risk faktori olarak
diisiinilmesine sebep olmustur (Driver et al.,, 2009). Substantia nigra pars
compacta(SNpc)’da bulunan ndronlara 6zgii gri rengi veren néromelanin pigmentinin
azalmasi PH ile iliskilendirilmistir (Hirsch et al., 1989). N6romelaninin, saglikli insan
beyninde normal yaslanma siirecine bagli olarak her on yilda %7 civarinda azalmas1 (Ma

etal., 1999b), PH ile yaslanma faktorii arasindaki iliskiyi destekler.

Tum vicut hucrelerinde mitokondriyal aktivite sonucu uretilen oksidatif strese ek
olarak, dopaminerjik noron hiicreleri, dopamin metabolizmasi sirasinda, H>O, dahil
olmak tizere diger reaktif oksijen turlerinin (ROS)’larin stresine de maruz kalir.
Dopaminerjik hiicreleri s6z konusu fazladan oksidatif strese karsi koruyan dopamin

tasiyict membran proteini, dopamini sinaptik yariktan sitozole geri pompalayarak, hiicre

11



1. GIRIS

ici dopamin seviyesini diizenler (Vaughan and Foster, 2013). Parkinson hastalarinda
dopamin tasiyici proteini kodlayan DAT1 geninin ifadesinde belirgin bir azalma
gorilmesi (Harrington et al., 1996) ve insan SN’lerinde yapilan immiinohistokimyasal
caligmalar sonucunda, dopamin tasiyici (DAT) proteinin yasa bagl olarak azaldiginin

gosterilmesi (Ma et al., 1999a), PH etiyolojisinde yaslanma fakt6riiniin Gnemini vurgular.

Normal yaglanma siirecinin bir sonucu olarak ilerlemis yas ile SN’de goriilen
demir igerigi birikiminin (Bilgic et al., 2012; Daugherty and Raz, 2013), PH’de, SN
ndronlariin demir igeriginin Fenton reaksiyonu sonucu iirettigi ROS ile dopaminerjik
noron kaybina neden olmasi arasinda bir iliski kurulabilecegi diisiiniilmiis olsa da, son
caligmalardaki bulgular, PH’deki demir toksisitesinin, demirin hicre igerisindeki
miktarindan daha ¢ok kararsizliginin bir sonucu oldugu yoéniindedir (Friedman et al.,
2009; Wypijewska et al., 2010).

1.4.4. Cinsiyet faktoru

PH’nin epidemiyolojik ve klinik 6zellerinde cinsiyetle ilgili belirgin farkliliklar
goriiliir. PH’nin erkeklerde goriilme orani, kadinlarda goériilme oraninin yaklasik 2 kati
kadardir (Baldereschi et al., 2000). Ozellikle motor olmayan semptomlarin dagilimi ve
siddeti de cinsiyetler arasinda farklilik gosterir. 951 Parkinson hastasi ile yapilan bir
calismada, yorgunluk, gerginlik, {iziintii, huzursuz bacak sendromu, kabizlik ve agr
kadinlarda daha siddetliyken, erkeklerde ise giindiiz uykusu ve azalmis cinsel ilgi

durumunun daha yogun goriildiigi bildirilmistir (Martinez-Martin et al., 2012).

Cinsiyet faktoriiniin Parkinson hastalar1 iizerine etkisi, PH nin levodopa ile motor
semptomlarinin kontroliine dayali tedavisinde de ortaya c¢ikar. Kadinlarda erkeklere
oranla, daha yiksek levodopa biyoyararlanimi ve buna karsilik daha yiiksek oranda
levedopa iligkili diskinezi riski goriiliir (Kumagai et al., 2014).

Ostrojenin néron koruyucu etkisi tartismaya agiktir. Ostrojenik bir steroid hormon
olan 17B-6stradiolun antioksidan 6zellik gostererek noron hiicrelerini ROS’larmn yikici

etkilerinden korur (Mann et al., 2007; Moosmann and Behl, 1999). Yasam boyu diisiik
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ve yuksek Ostrojen maruziyeti goriilen Parkinson hastalar1 arasindaki karsilastirmali
kiyaslamalar sonucunda, diisiik maruziyet goriilen hastalardaki DAT varliginin, yiiksek
maruziyet grubuna gore anlamli derecede azaldigi, ayrica yiiksek maruziyet gurubundaki
hastalarin, diisiik maruziyet gurubundaki hastalara gore daha diisiik aylik levodopa

dozuna ihtiya¢ duyduklar1 gortilmistiir (Lee et al., 2019).

1.5. Patogenezi

1.5.1. a-sinuklein ve Lewy cisimleri

PH, SNpc’deki dopaminerjik ndronlarin kaybiyla ve beynin etkilenmis
bolgelerinde Lewy cisimleri (LB) olarak adlandirilan, a-sinuklein igeren, ¢oziinemeyen,
hiicre ici birikimler ile karakterizedir. LB nin saflagtirma ve karakterizasyon ¢aligmalari
sirasinda, norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde yol oynayabilecegi diisliniilmiis
(Iwatsubo et al., 1996) ve hastaligin mekanizmasini arastiran ¢alismalar i¢in ilgi odagi
haline gelmistir. a-siniiklein, SNCA geni tarafindan kodlanan, 140 aa’ten olusan, beyinde
diger viicut bolgelerine oranla daha fazla ifade edilen, siniiklein protein ailesinin bir
uyesidir (Davidson et al., 1998). Siniiklein proteinin ailesinin diger iiyeleri B-sinliklein ve
y-sintiklein gibi yliksek oranda korunmus ve a-sarmal lipit baglayici1 bdlge iceren bir
proteindir (George, 2002). Norodejeneratif hastaliklar ile iliskini daha iyi anlayabilmek
adina bir dizi SNCA geninin islevini baskilayici ¢aligmalar yapilmig ve a-sinukleinin,
sinaptik vezikiil havuzlarinin regiilasyonunda ve sinapslarin olgunlasmasinda (Murphy et
al., 2000), olfaktor ndronlarin yenilenmesi ve noroplastisitesinde (Duda et al., 1999),
presinaptik vezikiil olusumunda ve kontroliinde gorev aldigi rapor edilmistir (Cabin et
al., 2002).

Daha 6nceden de bahsedildigi iizere a-sintikleinin, LB’nin ana bilesiklerinden biri
olarak beyinde birikmesinin sebebinin, SNCA geninde meydana gelen bir mutasyon ile
proteinin a-sarmal formunun bozulup R-yaprak formuna geg¢mesiyle kendi Gzerine
katlanmasi olabilecegi diisiiniilmiistiir (Polymeropoulos et al., 1997). PH’ nin genetik ile
iligkili olmayan tiirlerinde goriilen LB’lerin olusumunu anlamak amaciyla yapilan in
vitro ¢alismalarda, Calpain 1 ve 2 enzimlerinin Onciiliik ettigi bir post-translasyonel

mekanizma sonucunda o-sintkleinin C-terminal ucunun kesilmesi ile LB olusumu
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arasinda anlamli bir iliski goriilmistiir (Mahul-Mellier et al., 2018; Mishizen-Eberz et al.,
2003). Ayrica ¢esitli E3 ligazlarin ubikuitinasyonu engellemesi sonucunda hiicre

icerisinde a-siniiklein proteinlerinin birikerek inkliizyon olusturduklart bildirilmigtir

(Rott et al., 2017).

a-sintklein oligomerizasyonunun, kompleks 1 aktivitesini inhibe ederek
mitokondriyal islev bozukluguna yol agtig1 rapor edilmistir (Esteves et al., 2011). Ayrica
a-siniiklein birikiminin, ndron hiicresindeki oksidasyon stresini artirarak sitoplazmik
dopaminin kolaylikla oksitlenmesine neden oldugundan, dopamin toksisitesine bagli

hiicre 6limii ile PH’ye yol agabilecegi diistiniilmistiir (Lotharius et al., 2002).

1.5.2. MPTP

MPTP, KBB’den serbestce gegebilecek kadar kiiglik bir bilesiktir. KBB’yi
gecerek astrositlere ulasan MPTP, glial monamin oksidaz B (MAO-B) enzimi tarafindan
MPP* toksik formuna gevrilerek organik katyon tasiyict (OCT-3) enzimi {zerinden
dopaminerjik noronlara tasmir. Dopaminerjik noronlar icerisinde MPP*, kompleks |
inhibitorii olarak davranir ve oksidatif fosforilasyonu engeller. Bu inhibisyon hiicre
icerisinde adenozin trifosfat (ATP) seviyesini diisiirlip, ROS iiretimini artirarak,
dopaminerjik hiicre 6limd ile sonuclanacak lipit peroksidasyonuna yol acar (Przedborski
and Jackson-Lewis, 1998). MPTP ile muamele edilmis babunlarin SN’sinde, LB ile

oldukga benzer a-siniiklein inkliizyonlarina rastlanmistir (Kowall et al., 2000).

1.5.3. Demir

Hucre icerisinde bir elektron vericisi gibi davranarak, enzim aktivitelerini
katalizlemede ve cesitli redoks tepkimelerinde gorev alan demir hiicre icerisinde
biriktiginde, tlim biyolojik molekiillere zarar veren toksik radikallerin olusumuna neden
olur (Ponka, 1999). SNpc’da goriilen demir birikiminin Fenton reaksiyonlari ile hidroksil
radikallerinin olusumuna yol acarak, oksidatif strese katkida bulundugu ve dopaminerjik

ndronlarin 6liimiini tesvik ettigi bilinmektedir (Hadzhieva et al., 2014).
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Gecmisten gliniimiize yapilmis in vivo postmortem ¢alismalar, beyindeki yiiksek
miktarda demir igeren bolgelerdeki norodejenerasyon ile PH arasindaki iligkiyi
sabitlemesine ragmen (Berg ve Hochstrasser, 2006; Dexter et al., 1987) demir birikiminin
hastaligin bir nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu belirsizligini korumaktadir. PH’deki
demir birikiminin, Parkinson hastalarinin beyin hiicrelerindeki demir baglayici
Transferrin reseptorlerinin asir1 ifade edilmesiyle olustugunu savunan bir hipotezi test
etmek amaciyla yapilan bir ¢alismada, hiicredeki demir regililasyonundan sorumlu
Transferrin reseptdr yogunlugunun, Parkinson hastalarinin beynindeki SN bolgesinde
kontrol grubuna gore yaklasik %60 oraninda azaldigi rapor edilmistir (Morris et al.,
1994). Bu sasirtic1 sonucu destekler nitelikte bir in vivo ¢alismada ise, Transferrin demir
tagima proteinin yoklugunda hiicrelerdeki demir yogunlugunun daha fazla oldugu
gosterilmistir (Takeda et al.,, 1998). Sonuglar Transferrin tasiyici proteini veya
Transferrin reseptorii ifadesindeki azalmanin PH patogenezinde rol oynayacak demir

birikimine neden oldugu hipotezini ileri siirer.

Ferritin, demirin kontrollii bir sekilde depolamasi ve salinmasindan sorumlu,
canlilar arasinda iyi korunmus ve tiim viicutta bulunan bir hiicre i¢i proteinidir. Yapilan
calismalarda ferritin ve demir arasindaki reaksiyonlarin, hiicredeki oksidatif stresi
artirarak lipit peroksidasyonuna neden olan, hidrojen peroksit iiretimi ile sonuglandigini

rapor edilmistir (Yoshida et al., 1995).

1.5.4. Oksidatif stres ve lipit peroksidasyonu

PH gibi norodejeneratif bozukluklarin patogenezinde, metaller ve serbest radikal
iceren birikimler 6nemli rol oynar. Agir metal kaynakli oksidatif stres, hiicre icerisinde
kritik biyolojik molekillere zarar vererek mitokondriyal disfonksiyon ve serbest
kalsiyum tetikledigi enzim reaksiyonlarmin sebep oldugu eksitotoksisite gibi hiicre
Oliimdiine yol agan bir dizi olay1 baslatabilir. Hiicre icerisinde artan metal birikimi serbest
radikal olusumunu tesvik ederek, azalmis antioksidan seviyeleri ve oksidatif hasar ile
beynin bazi bolgelerine zarar verdigine dair kanitlar vardir (Olanow and Arendash, 1994).
Yapilan bir caligma, endojen veya eksojen toksik maddelerin olusturdugu ROS
aktivitesinin, SN dokusunda 6liim anina kadar artan lipit peroksidasyonuna katkida

bulundugunu belirtmistir (Dexter et al., 1989).
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1.6. Mevcut Terapi Yaklasimlari

PH’nin bilinen kesin bir tedavisi heniiz bulunamamistir. Semptomlar1 tamamen
durdurabilecek veya hastaligin ilerlemesini geri c¢evirebilecek herhangi bir yaklasim
mevcut degildir. PH tedavisinde kullanilan ilaglar beyindeki dopamin seviyesini artirarak,

kaybolan dopaminin etkilerini simiile etmeye yoneliktir.

PH tedavisi, su anda altin standart olarak anilan levodopa takviyesi ile motor
semptomlarin kontroliine dayanmaktadir. Ancak uzun siireli ve yiiksek dozda levodopa
maruziyeti, levodopa kaynakli diskinezi, yipranma ve agik-kapali faz ile karakterize
motor komplikasyonlarimin gelisimi ile iliskilidir (Fabbrini et al., 2007). MAO-B
inhibitorii olarak davranarak hiicreyi oksidatif strese karsi koruyan selegiline, dogrudan
bir tedavi etmeni olarak kullanilmanin aksine levodopa ile birlikte levodopanin yan

etkilerini azaltic1 takviye ilag olarak kullanilir (Palhagen et al., 2006).

Cabergoline gibi olduk¢a uzun yarilanma Omriine sahip dopamin reseptorii
agonistleri, motor tedavisi icin gerekli levodopa dozunu diisiirmek veya levodopa
kullanimini ertelemek amaciyla tek basina kullanilmasinin yani sira, daha etkili bir tedavi
icin levodopa ile birlikte de kullanilabilir. Erken PH’de maruziyetin levodopaya kiyasla
motor komplikasyonlarin gelisiminin %50 oraninda daha diisiik oldugu gosterilmistir
(Bracco et al., 2004). Bir bagka dopamin reseptdrii agonisti olan pramipeksolun, levodopa
kullanimindan bagimsiz olarak siirekli motor semptom iyilesmesi gostermistir. Hatta
pramipeksolun tek basmna kullanimi, levodopa ile birlikte kullanimindan daha fazla
iyilesme saglamistir (Wong et al., 2003). Bazi hastalarda dopamin reseptorii
agonistlerinin, mide bulantisi, kompulsif davranis bozukluklari, haliisinasyon goérme,
periferik 6dem olusumu ve diskinezi gibi yan etkilerinin gortildiigi bildirilmistir (Wood,

2010).

Yaygin tedavi yontemleri disinda PH tedavisine onemli katki saglayabilecek
adaylar arasinda, noron koruyucu etkisi arastirilmaya devam eden nikotin (Ross ve
Petrovitch, 2001), antioksidan bir enzim olan glutatyon peroksidazin etkisini artiran
selenyum (Dominiak et al., 2016) peroksidasyonunu engelleyebilecek anti oksidan
etkileri iyi bilinen B, C, D, E vitaminleri (Zhao et al., 2019) ile demir birikimine bagl
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dopaminerjik hiicrelerin kaybini 6nlemeyi amaglayan deferoksamin gibi demir selatlayici

bilesikler (Jiang et al., 2006) bulunur.

1.6.1. Bitkisel yaklasimlar

Glinlimiizde, PH tedavisinde mevcut ilaglarin yan etkilerini azaltacak veya
kendilerine olan baghligi tamamen ortadan kaldiracak alternatif ilag denemeleri
yapilmakta ve bu calismalar igerisinde bitkisel yaklagimlarin 6nemli bir yeri
bulunmaktadir. PH tedavisi icin etkileri arastirilan bitkilerin bir ¢ogu, yerel halklarin uzun
yillardir geleneksel olarak hastaliklarin tedavisinde kullandig: bitkileri de kapsar (de Rus
Jacquet et al., 2017b, 2017a). Bu tiir bitkisel yaklagimlarin odak noktasindaki amag, PH
patogenezinde biiyiik 6neme sahip oksidatif stresi azaltmaktir. Buna ek olarak, azalmis
dopamin ve asetilkolin seviyeleri ile mitokondriyal kompleks I aktivitesini iyilestirmek,
bitkisel yaklagimlarin hedefleri arasindadir. Bu dogrultuda bir ¢ok bitkiden elde edilmis
izolatlar, in vivo ve in vitro PH modelleri iizerinde ¢alismis ve bu bitklerin, ndron
koruyucu etkileri, antioksidan ve antiapoptotik etkileri, beyindeki stperoksit dismutaz,
glutatyon, katalaz gibi enzim aktiviteleri ile dopamin ve asetilkolin gibi

norotransmiterlerin seviyelerini artirma kapasiteleri rapor edilmistir (Rabiei et al., 2019).

Bilinen kesin bir tedavi yontemi kesfedilememis PH i¢in bitkisel terapi yontemleri
yeni sayilabilecek, umut verici bir yaklagimdir. Daha fazla bitkinin PH {iizerine etkisi
incelenerek mevcut bilgi birikimi artirnllmalidir. Bu amag¢ dogrultusunda yapmis
oldugumuz tez calismasinda, Rubus armaniacus, Epilobium hirsutum, Cornus kousa,
Diospyros lotus, Similax niponica, ve Corylus heterophylla bitki yapraklarindan elde
edilen izolatlarin, MPP* ile indiiklenmis, in vitro Parkinson modeli Uzerindeki, néron

koruyucu etkilerini arastirdik.
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(Ahmad et al., 2006) yaptiklar1 ¢alismada, Delphinium denudatum bitkisinden
elde ettikleri izolatin, 6-OHDA ile indiiklenmis Parkinson sican modeli iizerindeki néron
koruyucu etkisini incelemislerdir. Test hayvanlari 22 giin boyunca 200, 400 ve 600 mg/kg
oraninda Delphinium denudatum izolatina maruz birakilmistir. 22. giiniin sonunda test
hayvanlarinin  sag striatumlarma 2pl  6-OHDA enjekte edilmistir. 6-OHDA
enjeksiyonlarindan 3 hafta sonra incelenen dokularda, dopamin seviyesinde 6nemli bir
azalma ve striatumdaki dopaminerjik reseptor sayisinda artis gézlemlenmistir. Her iki
durum da bitki izolati tedavisi ile 6nemli olglide geri ¢evrilmistir. Ayrica artan lipidt
peroksidasyonunun ve SN’de azalmis glutatyon aktivitesinin de bitki izolati tedavisi ile

onemli dlgiide iyilestirildigi rapor edilmistir.

(Zhao et al., 2008) yaptiklari ¢alismada, kurutulmus Chaenomeles speciosa
meyvesinden elde ettikleri izolati, 6-OHDA ile indiiklenmis heybeli sigan ve MPTP ile
indiiklenmis fare Parkinson modellerinde, 250, 500 ve 1000 mg/kg konsantrasyon
araliginda uygulayarak, DAT regilasyonu iizerindeki etkilerini aragtirmiglardir.
Calismanin sonucunda Chaenomeles speciosa meyvelerinden elde edilen izolatlarin,
DAT’1 siirekli olarak ifade eden heybeli sigan yumurtalik hiicrelerinde, dopamin alimini
inhibe ettigini, ayrica MPTP ile indiiklenmis fare Parkinson modelinde, SN’deki tirozin

hidroksilaz pozitif ndronlarin kaybin1 6nemli 6l¢iide azalttigini ortaya koymuslardir.

(Shalavadi et al., 2012) yaptiklari ¢alismada, Sprague-Dawley si¢anlari iizerinde
striatal 6-OHDA ile indiiklenmis Parkinson hastaligi modelinde, Stereospermum
chelonoides yapraklarindan elde edilen izolatin ndron koruyucu etkilerini
aragtirmiglardir. Test hayvanlari, 42 giin boyunca 125, 250 ve 500 mg/kg dozunda
Stereospermum suaveolens yaprak izolati ile muamele edilmistir. Elde edilen sonuglar
davranigsal, kendiliginden lokomotor aktivite ve kas koordinasyonu iizerinden
yorumlanmustir. Stereospermum suaveolens izolatinin artan dozu ile dogru orantili olarak
davranigsal aktivitede belirgin artis ve gelismis kas koordinasyonu gézlemlenmistir. Test
grubunda, kontrol grubuna gore, anlaml1 derecede azalmais lipit peroksidasyonu ve artmis

antioksidan enzim seviyeleri rapor edilmistir.
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(Seoposengwe et al., 2013) yaptiklar1 g¢alismada, Lannea schweinfurthii,
Zanthoxylum capense, Scadoxus puniceus ve Crinum bulbispermum bitkilerinden elde
edilen izolatlarin, rotenon ile indiiklenmis SHSY-5Y noroblastoma hiicre hatti ile kurulan
Parkinson hastalik modelindeki néron koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Rotenonun 24
saatlik muameleden sonra hilcre i¢in ROS ve glutatyon seviyelerini disiirdigi
gozlemlenmistir. Tim bitki izolatlar1 glutatyon seviyesindeki diisiisii ve rotenon ile
indiiklenmis kaspaz-3 aktivasyonunu tolere ederken, Scadoxus puniceus ve Crinum
bulbispermum izolatlarinin, rotenonun ROS seviyesi lizerindeki etkisini tersine gevirdigi
rapor edilmistir. Crinum bulbispermum izolatinin ayni zamanda rotenonun mitokondriyal

membran potansiyelini azaltmasina da kars1 koydugu bildirilmistir.

(de Rus Jacquet et al., 2017a) yaptiklar1 ¢alismada, Kuzey Amerika’daki Pikuni
Blackfeet kabilesinde, geleneksel tipta kullanilan bitkilerin tanimlanmasini, ayrica
hiicresel antioksidan yanitta kritik bir rol oynayabilecek niikleer faktor eritroid 2 (Nrf2)
aracili antioksidan yolaginin aktivasyonunu tesvik etme yeteneklerinin anlasilmasini ve
PH’de goriilen néron kaybma karst koruma saglamalari agisindan karakterize
edilmelerini amaglamiglardir. Her bitki 6rnegi geleneksel yontemlere sadik kalinarak
ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Uzun bir tedavi siiresi boyunca her bir izolatin
toksik olmayan konsantrasyonunu belirlemek icin, SHSY-5Y hcreleri 7 giin boyunca
RPMI ortaminda hem izolatsiz hem de izolat ile birlikte gozlemlenmistir. Oziitlerin néron
koruyucu etkilerinin arastirilmasi igin en diisiik toksik konsantrasyonun altindaki bir
konsantrasyon segilmistir. Norotoksisite modeli hazirlamak igin SHSY-5Y hicreleri
rotenon ile muamele edilmis ve %50 dldiiren toksik konsantrasyon (ICso) belirlenmistir.
Calisma sonucunda, PH ile ilgili semptomlar dahil olmak tizere ¢esitli rahatsizliklar1 ve
hastaliklar1 geleneksel olarak tedavi etmek igin kullanilan 19 bitkinin karakterizasyonu
yapilmistir. Primer kortikal astrositlerde Nrf2 aracili transkripsiyon aktivitesini
gostermek amaciyla kullanilan 10 bitki izolatindan 7’sinin (Achillea millefolium
yapraklari, Allium sativum cicekleri, Datura stramonyum yapraklari, Datura stramonyum
koka, Filipendula ulmaria yapraklart ve cigekleri, Salvia officinalis yapraklari ile
Trifolium pratense ¢igekleri) pozitif sonu¢ verdigi rapor edilmistir. Allium sativum
cicekleri, Trifolium pratense gigekleri ve Amelanchier arborea meyvelerinden hazirlanan

izolatlarin, rotenon ile hazirlanmig SHSY-5Y nérotoksisite modelinde néron koruyucu
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etki gosterdigi bildirilmistir. Son olarak Allium sativum ¢icek ve Amelanchier arborea

meyve izolatlarinin, dopaminerjik hiicre 6liimiinii azalttig1 gozlemlenmistir.

(de Rus Jacquet et al., 2017b) yapitklar1 ¢alismada, Kuzey Carolina’daki Lumbee
Kabilesinde, geleneksel tipta kullanilan bitkilerin PH tedavisinde kullanim olanaklarini
arastirmiglardir. Yerel halkin 6nerileri dogrultusunda Kuzey Carolina, Pembroke ve ¢evre
kasabalarindan toplanan bitki Orneklerinin izolatlari, geleneksel yontemlere sadik
kalmarak elde edilmistir. Ozitlerin, kortikal astrositlerde Nrf2 aracili antioksidan
yolaginin aktivasyonunu tesvik etme yetenekleri arastirilmistir. NOron koruyucu etkinin
analizini de i¢ceren deneyler i¢cin Purdue Hayvan Bakim ve Kullanim Komitesi tarafindan
onaylanan yontemler kullanilarak, hamile Sprague-Dawley sicanlarindan elde edilen E17
embriyolarinin diseksiyonu yoluyla primer orta beyin kiiltiirleri hazirlanmistir. Deneyler
icin gerekli norotoksisite ortami, primer orta beyin kiiltiirlerine rotenon maruziyeti ve a-
sinikleinin mutant formu A53T kodlayan adenoviriis transdiiksiyonu ile saglanmistir.
Calisma sonucunda, PH ile iliskili semptomlarin tedavisinde kullanilan 32 bitki ve diger
hastalarin tedavisinde kullanilan 40 bitki ile toplam 72 bitki belgelenmistir. Ozellikle
Sambucus caerulea cgigeklerinden elde edilen polifenolce zengin bir izolatin, kortikal
astrositlerde, iPSC turevi astrositlerde ve primer orta beyin kultirlerinde, ubikuitin
proteazom sisteminin aracilik ettigi Nrf2 degradasyonunun inhibisyonu iizerinden Nrf2
aracili antioksidan yanitini aktive ettigi ve birincil orta beyin kiiltiirlerinde rotenon ve a-

siniiklein ile indiiklenen norotoksisiteyi hafiflettigi rapor edilmistir.

(Silva et al., 2018) yaptiklari c¢aligmada, deniz yosunlarindan elde edilen
izolatlarin, 6-OHDA ile indiiklenmis insan SHSY-5Y ndroblastom toksik modeli
Uzerindeki ndron koruyucu etkilerini incelemiglerdir. 6-OHDA’nin 10, 30, 100, 300 ve
1000 uM konsantrasyon araliginda, SHSY-5Y hiicreleri ile 12-24 ve 48 saat inkuibasyonu
sonucunda ICsp degeri 100 uM olarak belirlenmistir. Ayni ¢alisma grubunun daha
onceden yapmis oldugu bir norotoksisite ¢caligmasi (Pinteus et al., 2017) ile belirledikleri,
27 deniz yosunu tlrinden, SHSY-5Y {izerinde norotoksik etkisi olmadigi gézlemlenmis
6 deniz yosunu tlriinln, (Sargassum muticum, Sacchorhiza polyshides, Padina pavonica,
Sargassum muticum, Codium tomentosum ve Ulva compressa), néron koruyucu etkisi

incelenmistir. Calisma sonucunda Sacchorhiza polyshides, Padina pavonica, Sargassum
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muticum, Codium tomentosum ve Ulva compressa'dan elde edilen izolatlarin, 100 uM 6-

OHDA varliginda hiicre yasayabilirligini etkin bir sekilde korudugu rapor edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu tez calismasmin her basamagi, Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek

Teknoloji ve Arastirma Merkezi (YUTAM) laboratuvarlarinda yapilmistir.

3.1. Kullanmilan Materyaller

3.1.1. SHSY-5Y hicre hatti (ATCC® CRL-2266™)

Parkinson toksisite modeli olusturma amaciyla kullanilmistir. ATCC® (Amerika

Birlesik Devletleri) firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. MPP* iyodiir

SHSY-5Y (ATCC® CRL-2266™) hiicre hattinin, Parkinson hastalik modeline
doniistiiriilmesi amaciyla kullanilmistir. Sigma-Aldrich® (Almanya) firmasindan temin

edilmistir.

3.1.3. Deneylerde kullamlan bitkiler

Rubus armaniacus, Epilobium hirsutum, Cornus kousa, Diospyros lotus, Similax
niponica, ve Corylus heterophylla bitkilerinin yapraklari, 2018 yilinin Temmuz ayinda,

Erzurum ilinin Tortum ilgesinde bulunan Yedigoller bolgesinden taze olarak toplanmastir.

3.1.4. Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12)

SHSY-5Y hiicreleri i¢in besiyeri ortami1 olarak kullanilmistir. Gibco® (Amerika

Birlesik Devletleri) firmasindan temin edilmistir.
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3.1.5. Retinoik asit

SHSY-5Y hiicrelerinin noronal farklilasmasini uyarmasi amaciyla besiyeri

bileseni olarak kullanilmistir. Sigma-Aldrich® (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

3.1.6. Fetal bovin serum (FBS)

SHSY-5Y hiicrelerinin ¢ogalmasini tesvik etmesi amaciyla besiyeri bileseni

olarak kullanilmistir. Gibco® (Amerika Birlesik Devletleri) firmasindan temin edilmistir.

3.1.7. Penisilin/Streptomisin

Antibiyotik bilesen olarak besiyerinde kullanilmistir. Sigma-Aldrich® (Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

3.1.8. Fosfat tamponlu tuz (PBS)

Hiicrelerin pasaji ve MTT ¢ozeltisi hazirlamak igin izotonik tampon ¢ozelti olarak

kullanilmistir. Sigma-Aldrich® (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

3.1.9. Tripsin/EDTA

Hiicrelerin  hasat islemi i¢in kullanilmistir. Sigma-Aldrich® (Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

3.1.10. 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum bromid (MTT)

Hiicre canlilik testlerinde kullanilmistir. Sigma-Aldrich® (Almanya) firmasindan

temin edilmistir.
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3.1.11. CyQUANT™ LDH cytotoxicity assay

Hiicre canlilik testlerinde kullanilmistir. Thermo Fisher Scientific® (Amerika

Birlesik Devletleri) firmasindan temin edilmistir.

3.1.12. Triton™ X-100

Hiicre canlilik testlerinde pozitif kontrol i¢in kullanilmistir. Sigma-Aldrich®

(Almanya) firmasindan temin edilmistir.

3.1.13. Dimetil stilfoksit (DMSO)

MTT canlilik testinde, formazan kristallerini ¢6zmek i¢in kullanilmigtir. Sigma-

Aldrich® (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

3.1.14. Trypan blue

Canli hiicre sayimi i¢in kullanilmistir. Thermo Fisher Scientific® (Amerika

Birlesik Devletleri) firmasindan temin edilmistir.

3.1.15. Total Antioxidant Status (TAS) Kiti

Bitki izolatlar1 ile muamele sonras1t SHSY-5Y hcrelerindeki toplam antioksidan
durumunu 6l¢gmek i¢in kullanilmistir. Rel Assay Diagnostics (Tiirkiye) firmasindan temin

edilmistir.

3.1.16. Total Oxidant Status (TOS) kiti

Bitki izolatlar1 ile muamele sonrast SHSY-5Y hicrelerindeki toplam oksidan
durumunu 6l¢gmek i¢in kullanilmistir. Rel Assay Diagnostics (Tiirkiye) firmasindan temin

edilmistir.
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3.1.17. Annexin V-FITC apoptoz tan Kkiti

Akis sitometrisinde apoptoz tayini i¢in kullanilmistir. Sigma-Aldrich® (Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

3.1.18. Propidyum iyodur

Akis sitometrisinde hiicre canliliginin Olgiilmesi i¢in floresan boya olarak

kullanilmistir. Sigma-Aldrich® (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

3.1.19. Laminar kabin

Tiim doku kiiltiirii ¢aligmalart sirasinda steril ortam olarak kullanilmistir. ESCO®

(Singapur) firmasinin Airstream® Gen 3 model {irtiniidiir.

3.1.20. CO2 inkubatoru

Hiicre kiiltliriiniin inkiibasyon siireleri boyunca viicut ortaminmi simiile etmek

amaciyla kullanilmistir. ESCO® (Singapur) firmasinin CCL-170B-9 model driinadur.

3.1.21. Invert mikroskop

Tripan mavisi ile canli hiicre sayiminda, SHSY-5Y hucrelerinin néronal

farklilagsmasini goriintiillemede kullanilmistir. Leica Microsystems (Almanya) firmasinin

DFC450C model dranddar.

3.1.22. Mikroplaka okuyucu

Hiicre canlilik testleri, TAS ve TOS testlerinde kullanilmistir. BioTek
Instruments® (Amerika Birlesik Devletleri) firmasinin Epoch™ marka 1. model

aranaddar.
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3.1.23. Su banyosu

Hiicre kiltliriine uygulanacak kimyasallarin viicut 1sismna ulastirilmasinda

kullanilmigtir. Witeg Labortechnik (Almanya) firmasinin WB-6 230 V model Grinudur.

3.1.24. Ultra saf su cihazi

Toplanan bitkilerin ekstraksiyon isleminde kullanilmistir. Millipore® (Amerika

Birlesik Devletleri) firmasinin Direct-Q® marka Uriinadur.

3.1.25. Santrifuj cihaz

Hiicre hasati sirasinda tripsinin uzaklastirilmasi ve akis sitometri analizinde

hiicrelerin ¢oktiiriilmesi islemlerinde kullanilmistir. Hettich (Almanya) firmasinin

UNIVERSAL 320 model trinuddr.

3.1.26. Analitik terazi

Tez ¢alismasi boyunca gereken madde miktarlarinin 6l¢iimiinde kullanilmistir.

Shimadzu (Japonya) firmasmin ATX 224 model Gruntdr.

3.1.27. Liyofilizator

Konsantrasyonlarini belirlemek i¢in, bitki izolatlarini liyofilize etme isleminde
kullanilmistir. Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen (Almanya) firmasiin Alpha 1-2

LDplus model driinadur.

3.1.28. Akis sitometrisi

Hicre o6lim yolaklarmin analizi igin kullanilmistir. Sysmex Europe GmbH

(Almanya) firmasimin CyFlow® Cube 6 marka trinudr.
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3.2. Uygulanan Yontemler

3.2.1. Bitki ekstraktlarimin elde edilmesi

Rubus armaniacus, Epilobium hirsutum, Cornus kousa, Diospyros lotus, Similax
niponica, ve Corylus heterophylla yapraklari -80 °C’de dondurulduktan sonra havanda
ezilip sulandirilmistir. Bir gece oda sicakliginda suda bekletildikten sonra santrifiij
yapilarak, siipernatant iizerinden liyofilizasyon islemi gerceklestirilmistir. Liyofilize
haldeki izolatlar hassas terazi ile dlgiilerek konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Izolatlar,

SHSY-5Y hicre kiilturlerine uygulanmak tizere 0.40 um membran filtreden gegirilmistir.

3.2.2. SHSY-5Y hiicre kultirinin hazirlanmasi

Hiicrelerin bityitiilecegi besiyeri, %1 penisilin streptomisin, %5 fetal bovin serum
ve %94 DMEM/F12 kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan besiyeri 37°C sicakliga
getirildikten sonra, 5Sml alinarak T25 flask igerine aktarilmis ve SHSY-5Y hicreleri
ekilmistir. Hiicreler flask igerisinde %80 yogunluga ulasana kadar, inkuibatorde 37°C ve
%S5 CO2 kosullarinda inkiibe edilmistir. Her 2 giinde bir flasktaki eski besiyeri
uzaklastirilmis, hiicre kalintilar1 PBS ile yikanmis ve yeni besiyeri ile inkiibasyona devam

edilmistir.

3.2.3. SHSY-5Y hiicrelerinde noronal farkhlasmanin saglanmasi

Hiicreler %80 yogunluga ulasinca, eski besiyeri ortamdan uzaklastirilip, hiicre
kalintilar1 PBS ile yikanmistir. Yeni besiyerine 10 pl retinoik asit eklenerek hiicreler
tekrar inkiibasyona birakilmistir. 14 giin boyunca, hiicreler bir giin retinoik asit iceren
besiyerine diger giin retinoik asit igermeyen besiyerine maruz birakilarak ndronal hiicre
farklilagsmasinin saglanmasi amaclanmistir. Her besiyeri degisikliginden sonra invert

mikroskop ile 10x, 20x ve 40x goriintiileri kaydedilmistir.
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3.2.4. Deneysel in vitro Parkinson modelinin olusturulmasi

14. giiniin sonunda farklilasmis SHSY-5Y hdicreleri, tripsin ile hasat edilerek, 96
kuyucuklu hiicre ekim plakasina, her kuyucuga yaklasik 104 hiicre gelecek sekilde ekim
yapilmig ve hiicrelere 12, 24, 47, 94, 188, 375, 750 ve 1500 pg/ml konsantrasyon
araliginda liger tekrar halinde, toplam hacim her kuyucuk i¢in 200ul olacak sekilde MPP™*
iyodiir uygulanmistir. Negatif kontrol kuyucuklarinda sadece besiyeri ve hiicre
bulunurken, pozitif kontrol kuyucuklarina hiicre ve besiyerine ek olarak %1 oraninda
Triton™ X-100 uygulanmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelere canlilik
testleri yapilarak, MPP™" toksik maddesinin farklilasmus SHSY-5Y hiicrelerindeki 1Cso

konsantrasyonu belirlenmistirt

3.2.5. Bitki izolatlarinin toksisite Testi

Farklilasmis SHSY-5Y hiicreleri, tripsin ile hasat edilerek 96 kuyucuklu hiicre
ekim plakasina, her kuyucuga yaklasik 104 hiicre gelecek sekilde ekim yapilmis ve
hlcrelere, Ucerli tekrar halinde, 12, 25, 50, 100, 200 ve 400 pg/ml konsantrasyon
araliginda bitki izolatlari, her kuyudaki toplam hacim 200ul olacak sekilde uygulanmistir.
Negatif kontrol kuyucuklarinda sadece besiyeri ve hiicre bulunurken, pozitif kontrol
kuyucuklarina hiicre ve besiyerine ek olarak %1 oraninda Triton™ X-100 uygulanmuistir.
24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelere canlilik testleri yapilarak, bitki

izolatlarinin hiicreler iizerindeki toksik etkisi Ol¢iilmiistiir.

3.2.6. Bitki izolatlarimin deneysel in vitro Parkinson modeline uygulanmasi

Farklilasmis SHSY-5Y hicreleri, tripsin ile hasat edilerek 96 kuyucuklu hiicre
ekim plakasina, her kuyucuga yaklasik 104 hiicre gelecek sekilde ekim yapilmis ve
hiicrelere, daha 6nceden belirlenmis ICso oraninda MPP™ iyodiir uygulanmigtir. Ardindan
3,6, 12,25, 50, 100 ve 200 png/ml konsantrasyon araliginda bitki izolatlar1, her kuyudaki
toplam hacim 200pul olacak sekilde iicerli tekrar halinde uygulanmistir. Negatif kontrol
kuyucuklarinda sadece besiyeri ve hiicre bulunurken, pozitif kontrol kuyucuklarina hiicre

ve besiyerine ek olarak %1 oraninda Triton™ X-100 uygulanmistir. MPP* kontrol
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hiicrelerine ise sadece besiyeri ve ICso konsantrasyonunda MPP* iyodiir uygulanmustir.
24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelere canlilik testleri yapilarak, bitki
izolatlarmin deneysel in vitro Parkinson modelindeki noron koruyucu etkileri

Olciilmiistiir.

3.2.7. Hicre canhlik testleri

3.2.7.1. MTT testi

Canlilik testlerinde kullanilan MTT soliisyonu 5 mg/ml olacak sekilde PBS
icerisinde ¢oziilerek hazirlanmis, 24 saat sonunda inkiibasyon siiresi biten hiicre ekim
plakasinin her bir kuyucuguna, kuyucuktaki toplam hacmin %10’u kadar uygulanmistir.
Daha sonra hiicreler tekrardan 37°C ve %5 CO2 kosullarinda 3 saat inkiibasyon siirecine
birakilmistir. 3 saatin sonunda kuyucuklardaki siipernatant uzaklastirilmis ve kuyucugun
dibine yapisik haldeki formazan kristalleri DMSO kullanilarak ¢ozdiiriilmiistiir.
Kuyucuklardan, mikroplaka okuyucu ile 570 ve 630 nm dalga boylarinda 6l¢iim

alinmustir.

3.2.7.2. LDH testi

Canlilik testlerinde kullanilan LDH soliisyonu tiretici Thermo Fisher Scientific®
(Amerika Birlesik Devletleri) firmasinin hazirlamis oldugu yonergeye gore
hazirlanmistir. 24 saat sonunda inkiibasyon siiresi biten hiicre ekim plakasinin her bir
kuyucugundan 50 pl siipernatant yeni bir hiicre ekim plakasina aktarilmis, tizerine 50 pl
reaksiyon karistmi eklenmistir. Yarim saat oda sicakligindaki karanlik ortamda
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenerek,
kuyucuklardan mikroplaka okuyucu ile 490 ve 680 nm dalga boylarinda 6l¢tim alinmistir.

3.2.8. TAS ve TOS testleri

Bitki izolatlariin deneysel in vitro Parkinson modeline uygulanmasindan elde

edilen sonuglarda, néron koruyucu etkisi oldugu belirlenmis olanlarin, toplam oksidan ve

29



3. MATERYAL ve YONTEM

antioksidan oranlar {izerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. TAS testi,
orneklerdeki antioksidan igerigin, koyu mavi-yesil renkteki 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS) radikalini indirgeyerek, renksiz formuna
doniistiirmesi prensibine dayanir. 660nm dalga boyundaki absorbans farki, 6rneklerdeki
antioksidan seviyesi ile iligkilidir ve mM Trolox Equiv./L olarak ifade edildir. TOS testi
ise, orneklerde bulunan oksidan igerigin, demirli iyon selatér kompleksini ferrik iyona
okside eder ve ferrik iyon asidik bir ortamda kromojen ile renkli bir kompleks olusumuna
yol acgar. 530nm dalga boyunda Olgiilen renk yogunlugu orneklerdeki oksidan madde
miktartyla iliskilidir ve uM H202 Equiv/L olarak ifade edilir.

3.2.9. Akias sitometrisi

Bitki izolatlar1 ve MPP* ile 24 saat boyunca inkibe edilen SHSY-5Y hiicreleri,
tripsin ile hasat edilmis ve santrifiij yardimiyla ¢oktiirtilmistiir. Coken hiicreler 500 pl
baglanma tamponu ile sispanse edildikten sonra, 5 pl Annexin V-FITC ve propidyum

iyodiir eklenerek, akis sitometrisinde analiz edilmistir.

3.2.10. istatistiksel analizler

Calismalardan elde edilen veriler GraphPad Prism® istatistik programi ile analiz
edilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler, tek yonli ANOVA ve Dunnett testleri

uygulanarak yapilmustir. Istatistiksel 6nemlilik seviyesi p < 0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. SHSY-5Y Hucrelerinin Noronal Farkhilasmasi

Baslangigta deltoid seklinde ve kiimelesmeye meyilli SHSY-5Y hicreleri, 14 gun
stiren RA maruziyetinden sonra uzayan govde yapisi gelistirmeye ve kiimelesme
davranigindan kaginmaya baglamiglardir. Ayrica hiicreler arasinda sayisi giderek artan

dentrit benzeri yapilarin olustugu gézlemlenmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).

Sekil 4.1 Normal ve farklilasmis SHSY-5Y hicrelerinin 10x gorintisu. (A) Normal
SHSY-5Y hiicreleri. (B) Farklilasmis SHSY-5Y hcreleri.

Sekil 4.2 Normal ve farklilagmis SHSY-5Y hiicrelerinin 20x gortntusi. (A) Normal
SHSY-5Y hicreleri. (B) Farklilasmis SHSY-5Y hiicreleri.
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=

Sekil 4.3 Normal ve farklilasmis SHSY-5Y hicrelerinin 40x gorinttsi. (A) Normal
SHSY-5Y hcreleri. (B) Farklilasmis SHSY-5Y hicreleri.

4.2. Farklilasmms SHSY-5Y Hucrelerindeki MPP* Toksisitesi

Deneysel in vitro Parkinson modeli olusturmak igin kullanilacak MPTP’nin toksik
metaboliti olan MPP* bilesiginin ICso konsantrasyonunu tayin etmek igin, daha dnceden
RA ile farklilagtirilmig SHSY-5Y hcrelerine, 1500, 750, 375, 188, 94, 47, 24 ve 12 pg/ml
konsantrasyonlarinda MPP* uygulanmis ve 24 saatin sonunda hiicre canlilik testleri
yapilmustir (Sekil 4.4). Canlilik testleri sonucunda uygulanan MPP* konsantrasyonlarinin
logaritmik grafigi olusturulmus ve MPP™ icin ICso konsantrasyon degeri yaklasik 300
pg/ml olarak hesaplanmistir (Sekil 4.5). Hesaplanan ICso konsantrasyonu, literatiirdeki
SHSY-5Y hiicrelerindeki MPP* toksisite deneyleri ile uyumluluk géstermektedir (Xicoy
etal., 2017).
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Sekil 4.4 MPP* uygulanan farklilasmis SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik oranlari. (NK)

Sadece besiyeri igeren ortamda biiyiitiilmiis negatif kontrol hucreleri. (PK) %1
Triton X-100 ile muamele edilmis pozitif kontrol hiicreleri. Tek yonli ANOVA
ve Dunnett ¢oklu kiyaslama testi sonuglarin gore negatif kontrole kiyasla
istatistiksel anlamlilik ***p<0.001, **p<0.01 ve *p<0.05 olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.5 MPP* bilesiginin logaritmik konsantrasyon grafigi. Cizilen egrinin

konsantrasyon degerlerine uygunlugu R?=0.9779 derecesinde anlamlidir ve
egri tizerinde, %50 hiicre canliligina karsilik gelen en uygun konsantrasyon
olarak, 313.9 pg/ml degeri belirlenmistir.
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4.3. Farkhlasms SHSY-5Y Huicrelerindeki izolat Toksisitesi

Rubus armaniacus, Epilobium hirsutum, Cornus kousa, Diospyros lotus, Similax
niponica ve Corylus heterophylla bitkilerinden elde ettigimiz izolatlarin, farklilagmis
SHSY-5Y hicreleri Uzerindeki toksik etki potansiyellerini incelemek icin, her bir bitki
izolat1, ayr1 ayri, 400, 200, 100, 50, 25, 12 ve 6 pg/ml konsantrasyon araliginda, 3 tekrarl
olacak sekilde SHSY-5Y hiicrelerine uygulanmigtir. 24 saatlik inklbasyon siresi
sonunda, hiicre canlilik testleri yapilmis ve izolatlarin farklilasmis SHSY-5Y hicreleri
tzerindeki toksik etki potansiyelleri istatistiksel olarak incelenmistir. Bitki izolatlarinin
artan konsantrasyona bagli olarak hiicre canliliginda azalmaya yol agtig1, ancak higbir
bitki izolatimin 100 pg/ml konsantrasyonun altinda toksik etki gostermedigi

belirlenmistir.
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Sekil 4.6 Rubus armaniacus izolati uygulanan farklilasmis SHSY-5Y hicrelerinin
canlilik oranlari. (NK) Sadece besiyeri iceren ortamdaki negatif kontrol
hicreleri. (PK) %1 Triton X-100 ile muamele edilmis pozitif kontrol hiicreleri.
Tek yonlit ANOVA ve Dunnett testi sonuglarin gore negatif kontrole kiyasla
istatistiksel anlamlilik ~ ***p<0.001, **p<0.01 ve *p<0.05 olarak
gosterilmistir.
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Sekil 4.7 Epilobium hirsutum izolati uygulanan farklilasmis SHSY-5Y hcrelerinin
canlilik oranlari. (NK) Sadece besiyeri iceren ortamdaki negatif kontrol
hicreleri. (PK) %21 Triton X-100 ile muamele edilmis pozitif kontrol hiicreleri.
Tek yonliit ANOVA ve Dunnett testi sonuglarin gore negatif kontrole kiyasla
istatistiksel ~anlamlilk  ***p<0.001, **p<0.01 ve *p<0.05 olarak

gosterilmistir.
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Sekil 4.8 Cornus kousa izolatt uygulanan farklilasmis SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik
oranlar1. (NK) Sadece besiyeri iceren ortamdaki negatif kontrol hiicreleri. (PK)
%1 Triton X-100 ile muamele edilmis pozitif kontrol hiicreleri. Tek yonli
ANOVA ve Dunnett testi sonuglarin gore negatif kontrole kiyasla istatistiksel
anlamlilik ***p<0.001, **p<0.01 ve *p<0.05 olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.9 Diospyros lotus izolati uygulanan farklilasmis SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik
oranlari. (NK) Sadece besiyeri iceren ortamdaki negatif kontrol hiicreleri. (PK)
%1 Triton X-100 ile muamele edilmis pozitif kontrol hiicreleri. Tek yonli
ANOVA ve Dunnett testi sonuglarin gére negatif kontrole kiyasla istatistiksel
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Sekil 4.10 Similax niponica izolati uygulanan farklilasmis SHSY-5Y hucrelerinin canlilik
oranlari. (NK) Sadece besiyeri iceren ortamdaki negatif kontrol hiicreleri. (PK)
%1 Triton X-100 ile muamele edilmis pozitif kontrol hiicreleri. Tek yonli
ANOVA ve Dunnett testi sonuglarin gore negatif kontrole kiyasla istatistiksel
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anlamlilik ***p<0.001, **p<0.01 ve *p<0.05 olarak gdsterilmistir.

Konsantrasyon pg/ml

@MTT OLDH
i o
£ j‘_ T T T 1
T
sk KKK
400 200 100 50 25 12 NK PK

anlamlilik ***p<0.001, **p<0.01 ve *p<0.05 olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.11 Corylus heterophylla izolati uygulanan farklilasmis SHSY-5Y hicrelerinin
canlilik oranlari. (NK) Sadece besiyeri iceren ortamdaki negatif kontrol
hicreleri. (PK) %1 Triton X-100 ile muamele edilmis pozitif kontrol
hiicreleri. Tek yonlii ANOVA ve Dunnett testi sonuglarin gore negatif
kontrole kiyasla istatistiksel anlamlilik ***p<0.001, **p<0.01 ve *p<0.05
olarak gosterilmistir.

4.4. izolatlarin Deneysel In Vitro Parkinson Modelindeki Koruyucu Etkileri

Rubus armaniacus, Epilobium hirsutum, Cornus kousa, Diospyros lotus, Similax
niponica ve Corylus heterophylla bitkilerinden elde ettigimiz izolatlarin néron koruyucu
etkilerinin arastirilmasi igin, farklilasmis SHSY-5Y hiicreleri, daha énceden belirlenen
ICs0 konsantrasyonunda (300 pg/ml) MPP* bilesigi ile muamele edilmis ve her bitki
izolatindan ayr1 ayri, 200, 100, 50, 25, 12, 6 ve 3 pg/ml konsantrasyon araliginda, 3
tekrarli olacak sekilde SHSY-5Y hiicrelerine uygulanmaistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda, hiicre canlilik testleri yapilmis ve izolatlarin MPP* ile indiiklenmis in vitro
Parkinson modeli Gzerindeki ndron koruyucu etkileri istatistiksel olarak incelenmistir.
Diger bitki izolatlarinin, ICso MPP* kontrol grubuna kiyasla, hiicre canlihiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olmamalarina karsilik, Diospyros lotus
izolatinin, 12 pg/ml konsantrasyonunda yaklasik %15 ve 6 pg/ml konsantrasyonunda
yaklasik %10; Similax niponica izolatinin ise, 12 pg/ml konsantrasyonunda yaklasik %15

oraninda istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden oldugu belirlenmistir (p < 0.05).
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Sekil 4.12 Deneysel in vitro Parkinson modelinde Rubus armaniacus izolat1 uygulanan
SHSY-5Y hicrelerinin canlilik oranlari. (NK) Sadece besiyeri iceren
ortamdaki negatif kontrol hicreleri. (MPP™) 300 pg/ml konsantrasyonunda
MPP* uygulanmis kontrol hiicreleri. (PK) %1 Triton X-100 ile muamele
edilmis pozitif kontrol hiicreleri. Tek yonli ANOVA ve Dunnett testi
sonuglarm gére MPP* kontrole kiyasla istatistiksel anlamlilik ***p<0.001,
*#p<0.01 ve *p<0.05 olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.13 Deneysel in vitro Parkinson modelinde Epilobium hirsutum izolat: uygulanan
SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik oranlari. (NK) Sadece besiyeri igeren
ortamdaki negatif kontrol hticreleri. (MPP™) 300 pg/ml konsantrasyonunda
MPP* uygulanmis kontrol hiicreleri. (PK) %1 Triton X-100 ile muamele
edilmis pozitif kontrol hicreleri. Tek yonli ANOVA ve Dunnett testi
sonuglarin gére MPP* kontrole kiyasla istatistiksel anlamlilik ***p<0.001,
**p<0.01 ve *p<0.05 olarak gosterilmistir.
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Deneysel in vitro Parkinson modelinde Cornus kousa izolati uygulanan SHSY -
5Y hiicrelerinin canlilik oranlari. (NK) Sadece besiyeri iceren ortamdaki
negatif kontrol hicreleri. (MPP™) 300 pg/ml konsantrasyonunda MPP*
uygulanmis kontrol hiicreleri. (PK) %1 Triton X-100 ile muamele edilmis
pozitif kontrol hiicreleri. Tek yonliit ANOVA ve Dunnett testi sonuglarin gore
MPP* kontrole kiyasla istatistiksel anlamlilik ***p<0.001, **p<0.01 ve
*p<0.05 olarak gosterilmistir.
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Deneysel in vitro Parkinson modelinde Diospyros lotus izolat1 uygulanan
SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik oranlari. (NK) Sadece besiyeri iceren
ortamdaki negatif kontrol hicreleri. (MPP™) 300 pg/ml konsantrasyonunda
MPP* uygulanmis kontrol hiicreleri. (PK) %1 Triton X-100 ile muamele
edilmis pozitif kontrol hiicreleri. Tek yonli ANOVA ve Dunnett testi
sonuglarin gore MPP™ kontrole kiyasla istatistiksel anlamlilik ***p<0.001,
*#p<0.01 ve *p<0.05 olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.16 Deneysel in vitro Parkinson modelinde Similax niponica izolat1 uygulanan
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SHSY-5Y hiicrelerinin canlilik oranlari. (NK) Sadece besiyeri iceren
ortamdaki negatif kontrol hicreleri. (MPP*) 300 pug/ml konsantrasyonunda
MPP* uygulanmis kontrol hiicreleri. (PK) %1 Triton X-100 ile muamele
edilmis pozitif kontrol hiicreleri. Tek yonlii ANOVA ve Dunnett testi
sonuglarin gére MPP* kontrole kiyasla istatistiksel anlamlilik ***p<0.001,
*#p<0.01 ve *p<0.05 olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.17 Deneysel in vitro Parkinson modelinde Corylus heterophylla izolat1 uygulanan

SHSY-5Y hicrelerinin canlilik oranlari. (NK) Sadece besiyeri iceren

ortamdaki negatif kontrol hicreleri. (MPP*) 300 pg/ml konsantrasyonunda

MPP* uygulanmis kontrol hiicreleri. (PK) %1 Triton X-100 ile muamele

edilmis pozitif kontrol hiicreleri. Tek yonli ANOVA ve Dunnett testi
sonuglarin gére MPP* kontrole kiyasla istatistiksel anlamlilik ***p<0.001,
*#p<0.01 ve *p<0.05 olarak gosterilmistir.
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4.5. izolatlarin Deneysel In Vitro Parkinson Modelindeki TAS ve TOS seviyeleri

PH’de goriilen ROS seviyelerindeki artigin, hlcresel makromolekillere hasar
vererek hiicre 6limiine neden oldugu diistiniiliir (Drechsel and Patel, 2008). Deneysel
Parkinson modeli olusturmak ig¢in kullandigimiz MPP* metaboliti, mitokondride
kompleks | inhibitor(i olarak davranarak oksidatif fosforilasyonu engelledigi ve ROS
tiretimini artirarak hiicreleri apoptoza yonlendirdigi bildirilmistir (Fall and Bennett, 1999;
Lee and Lee, 2011).

MPP" ile indiiklenmis, deneysel in vitro Parkinson modelinde néron koruyucu
etkisini gozlemledigimiz, Diospyros lotus ve Similax niponica bitki izolatlar,
hiicrelerdeki oksidan ve antioksidan seviyeleri izerindeki etkilerini belirlemek adina, ICso
konsantrasyonunda MPP™ ile birlikte farklilasmis SHSY-5Y hiicrelerine 24 saatlik
inkiibasyon siiresince uygulanmustir. 24 saatin sonunda TAS ve TOS degerleri, Rel Assay

Diagnostics (Tiirkiye) firmasindan temin edilmis kitler ile dl¢tilmiistir.

MPP*’nin negatif kontrol hiicrelerine kiyasla, literatiire paralellik gostererek (Fall
and Bennett, 1999; Mani et al., 2018), antioksidan seviyelerini 0nemli derecede
distirdiigii ve oksidan seviyelerini artirdigi belirlenmistir. Bitki izolatlarinin, MPP*
kontrol grubuna kiyasla, hiicrelerdeki oksidan seviyesini onemli derecede diistirdiigii
ancak antioksidan seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadig

gozlemlenmistir.

Cizelge 4.1 Bitki izolatlar1 uygulanan deneysel in vitro Parkinson modelindeki TAS ve
TOS seviyeleri. MPP* kontrol hiicrelerine gore istatistiksel anlamlilik
*p<0.05 ile belirtilmistir.

Gruplar TAS (mM Trolox Equiv./L) TOS (UM H202 Equiv./L)
D. lotus + MPP* 1,21+0,08 5,08+0,36 *
S. niponica + MPP* 1,22+0,09 5,27£0,37 *
NK 1,62+0,11 * 5,61+0,39 *
MPP* 1,05%0,07 8,28+0,58
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Sekil 4.18 Bitki izolatlar1 uygulanan deneysel in vitro Parkinson modelindeki oksidatif
stresin degerlendirilmesi. (NK) Sadece besiyeri iceren ortamdaki negatif
kontrol hiicreleri. (MPP*) 300 pg/ml konsantrasyonunda MPP* uygulanmis
kontrol hticreleri. Oksidatif stres skalasi, Kit Greticisinin yonergesine gore
hazirlanmustir (Rel Assay DiagnoSquare®).

4.6. Akis Sitometrisi Analizi

Hicreler 24 saat boyunca ICsp konsantrasyonunda MPP* ile 12 pg/mi
konsantrasyonunda Diospyros lotus ve Similax niponica izolatlar1 ile inkiibe edildikten
sonra, 6liim yolaklarinin belirlenebilmesi i¢in akis sitometrisi yapilmistir. Sonuglar MPP™*
kontrol grubunun, farklilagmis SHSY-5Y hiicrelerindeki apoptozu artirdigini ortaya
cikarmistir. Bu sonug literatiirdeki, MPP" nin sebep oldugu oksidatif stres sonucunda
apoptoz yolagini aktiflestirdigini belirten ¢alismalar ile paralellik gostermistir (Kaul et
al., 2003; Sheehan et al., 1997). Ayrica Diospyros lotus ve Similax niponica izolatlariin
MPP* kontrol grubuna kiyasla apoptoza bagh 6liim seviyelerini diistirmesi, yapilan hiicre
canlilik testlerini ve oksidatif stres testlerini dogrular niteliktedir. Bu bitkilerden elde
edilen izolatlarin, farklilasmis SHSY-5Y hiicrelerindeki MPP*’nin sebep oldugu oksidatif
stresi inhibe ederek, apoptoz aracili Oliim seviyesinde azalmaya yol actig

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.19 Akis sitometrisi analizi. (A) Negatif Kontrol. (B) MPP* Kontrol. (C) Diospyros
lotus izolati. (D) Similax niponica izolati.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan tez caligmasi ile Parkinson hastaliginin tedavisinde dogrudan veya
tedaviye ek yardimci bilesen olarak kullanilabilecek, yeni bitkisel yaklagimlarin literatlre
kazandirilmasi hedeflenmistir. Bu dogrultuda yapilan ¢alismalarda, kiiltiire alinan normal
SHSY-5Y hicrelerine 14 giin boyunca RA terapisi uygulanmis ve SHSY-5Y hiicrelerinin
akson ve dentrit benzeri yapilar gelistirerek, hiicre doniisiimiine ugradig1 gosterilmistir
(Sekil 4.1 — Sekil 4.3). Farklilasmis SHSY-5Y hiicreleri MPTP nin toksik metaboliti olan
MPP* organik katyonu ile indiiklenerek deneysel in vitro Parkinson modeli olusturulmus
ve MPP" bilesiginin farklilasmis SHSY-5Y hicreleri Gzerindeki [Cso toksik
konsantrasyonu, literatiirdeki benzer ¢alismalar ile (Xicoy et al., 2017) paralellik gosterir
nitelikte belirlenmistir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Toksik etkilerinin belirlenebilmesi igin,
farklilasmis SHSY-5Y hicreleri, Rubus armaniacus, Epilobium hirsutum, Cornus kousa,
Diospyros lotus, Similax niponica ve Corylus heterophylla bitkilerinden elde edilen
izolatlar ile 24 saat inkiibe edilmis ve izolatlarin, tibbi kullanim i¢in uygun olan dozlarda
toksik etki gostermedigi belirlenmistir (Sekil 4.6 — Sekil 4.11). Toksik etki
gostermedikleri konsantrasyon araligindaki néron koruyucu etkilerinin belirlenmesi icin
izolatlar, ICso konsantrasyonunda MPP™ ile indiiklenmis deneysel in vitro Parkinson
modeli ile 24 saat inkiibe edilmis ve canlilik testleri sonucunda, Diospyros lotus ve
Similax niponica, bitki izolatlarinin nérokoyucu etki gosterdikleri belirlenmistir (Sekil
4.15, Sekil 4.16). Parkinson etiyolojisinde 6nemli bir yere sahip oksidatif stres tizerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaciyla, Diospyros lotus ve Similax niponica, bitki izolatlari ile
terapi uygulanan deneysel in vitro Parkinson modelinde TAS ve TOS testleri uygulanmis
ve izolatlarin MPP™ kontrol grubuna kiyasla, hiicrelerde oksidan seviyelerini diistirdigi,
fakat antioksidan seviyesine anlamli bir katkida bulunmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.1
ve Sekil 4.18). Hiicrelerin 6liim yolaklar1 akig sitometrisi ile incelenmis ve Diospyros
lotus ve Similax niponica izolatlarinin MPP* kontrol grubuna kiyasla apoptoza bagl 6lim
seviyesini, canlilik testleri ve oksidatif stres testleri ile paralellik gosterir nitelikte azalttig1

belirlenmistir (Sekil 4.19).

Tezimizin de dahil oldugu in vitro ¢alisamalar, hastaligin tedavisinde kullanilacak
etken maddelerin, canli sistemlerdeki kan beyin bariyeri ve metabolizma siireci gibi

onemli degiskenlerin etkilerini yansitmayacagi igin, bulgularimizin dogrudan hastalik
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tedavisinde kullanilabilirligi tartismaya agiktir. Boyle bir durumda, daha ileri teknikler
kullanilarak Diospyros lotus ve Similax niponica bitki izolatlarindan elde edilecek etken
maddeleri, Parkinson hastaliginin tedavisinde, dogrudan veya ana tedaviye ek, yardimci

ajan olarak kullanilabilirligini belirleyebilmek adina in vivo ¢alismalar i¢in 6nermekteyiz.
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