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OZET

Cilesiz, Z. (2018). Parkinson Hastaligi’nda Transkripsiyon Faktorii, Oksidatif Stres ve
Inflamasyon {liskisi, Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Sinirbilim ABD.

Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Parkinson hastalig1 (PH) en yaygin ndrodejeneratif hastaliklardan biri olarak Substantia
Nigra pars compacta (SNpc) bolgesindeki dopaminerjik noronlarn kaybi sonucu
meydana gelmektedir. PH'nin altinda yatan mekanizmalar tam olarak agiklanamamasina
ragmen son yapilan caligmalarda, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve kronik
inflamasyon mekanizmalarinin hastaligin ilerlemesine katkilart oldugu gosterilmistir.
PH'nin SNpc bolgesinde reaktif glial hiicrelerde Tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-alfa)
immiinoreaktivitelerinin artmis oldugu bildirilmistir. Eslesme bozucu proteinler (UCP-
4) mitokondrinin i¢ membraninda yerlesmistir, bu proteinler membran potansiyelinde
azalmaya neden olarak oksidatif fosforilasyonda elektron transport zincirinde ATP
sentezinde azalmaya sebep olmaktadirlar. Mitokondri sitozoliinde yerlesik Mangan
Siiperoksit Dismutaz (MnSOD) oksidatif stresin olusturdugu hasara karsi hiicre
igerisinde koruyucu gorev alarak, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite
doniistiiriilmesinde gorevlidir. NF-kB'nin TNF-o tarafindan aktif hale getirilmesiyle
eslesme bozucu protein 4'lin aktivitesini baskiladigi rapor edilmistir. Bu literatiir
bilgilerinin 1s1¢1nda, PH'da UCP-4 C/T (rs 10807344), TNF-alfa -308 G/A (rs 1800629),
Nf-kB -94 Ins/Del ve MnSOD Alal6Val polimorfizmleri arasindaki iliskiyi arastirmayi
amagladik. Calismamizda, yas ve cinsiyetleri eslestirilmis olarak 85 saglikli kontrol ve
89 Idiyopatik Parkinson Hastas: dahil edildi. Genomik DNA periferik kandan tuzla
¢oktiirme yontemiyle izole edildi. UCP-4 C/T (rs 10807344), TNF-alfa -308 G/A (rs
1800629) Tagman Prob ve primerler kullanilarak ger¢cek zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonuyla gergeklestirildi. MnSOD Alal6Val, Nf-kB -94 Ins/Del genotip tayinleri
ise polimeraz zincir reaksiyonunu takiben kesim enzimi uzunluk polimorfizmi
yontemiyle yapildi. Genotip ve allel frekanslar1 SPSS 21 programinda ki-kare
yontemiyle hesaplandi. p<0,05 istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak alindi. PH grubunda,
UCP-4 TT genotip frekansinin kontrol grubununkine gére anlamli olarak diisiik oldugu
bulundu (p<0,01). Gruplar arasinda, TNF-alfa -308 G/A, Nf-kB -94 Ins/Del ve MnSOD
Alal6Val genotip ve allel frekanslarinda anlamli farklilik bulunmadi (p>0,05).
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Eslesme bozucu protein 4 TT genotipini tasimanin Parkinson hastaligi i¢in koruyucu

olarak 6nemli bir faktorii olabilecegini 6ne siirmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: UCP-4, TNF-a, Nf-kB, MnSOD, idiyopatik Parkinson hastaligi



XVii

ABSTRACT

Cilesiz, Z. (2018). “The Relationship Between Transcription Factors, Oxidative Stress
and Infalammation in Parkinson’s Disease”. Istanbul University, Institute of Health

Science, Neuroscience.istanbul.

Parkinson’s disease (PD) is one of the most common neurodegenerative disease which
occurs by the loss of dopaminergic neurons in substantia nigra pars compacta (SNpc).
Although the underlying mechanisms of PD is not clearly explained, it is demonstrated
in the recent studies that mitochondrial dysfunction and chronic inflammation
mechanisms have also contributed to the progression of disease. It was shown that
immunoreactivities of Tumour necrosis factor-alpha (TNF-alpha) were increased in
reactive glial cells of SNpc in patients with PD. Uncoupling proteins are localized in
mitochondrial inner membrane, which observed to decrease mitochondrial membrane
potential led to decrease of ATP synthesis in electron transport chain during oxidative
phosphorylation. Manganese Superoxide Dismutase (MnSOD) which is located in the
mitochondria cytosol has a protective role against oxidative stress’ damage in the
cytoplasm and MnSOD converts superoxide radical to hydrogen peroxide. It has been
reported that the supression of UCP4 activity was due to activated NF-kappa B binding
that was stimulated by TNF-alpha. In light of this literature knowledge, we aimed to
research the relationship between UCP-4 C/T (rs10807344), TNF-alpha -308 G/A
(rs1800629), MnSOD Alal6Val, Nf-kB -94 Ins/Del polymorphisms in PD. In this
study, we have enrolled age-and gender matched 85 healthy controls and 89 patients
with Idiopathic Parkinson’s Disease. Genomic DNA was isolated from peripheral
blood by using salting out method. Genotypes of UCP-4 C/T TNF-alpha -308 G/A were
performed using designed TagMan Probes and primers in Real Time PCR (RT-PCR).
MnSOD Alal6Val, Nf-kB -94 Ins/Del were genotyped polymerase chain reaction
following restriction fragment length polymorphism. The frequencies of genotypes and
alleles between groups were evaluated chi square test with SPSS 21 Software
Programme. p <0.05 was the limit of significance. In the PD group, it was found that TT
genotype of UCP4 was found statistically lower than that of controls (p<0.05). There
were no significancies in the frequencies of TNF-alpha -308 G/A, MnSOD Alal6Val,
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Nf-kB -94 Ins/Del genotypes between groups (p>0.05).We proposed that TT genotype
of UCP-4 gene may be an important protective factor for PD.

Key Words: UCP-4, TNF-a,, MnSOD, Nf-kB, Idiopathic Parkinson’s Disease



1. GIRIS VE AMAC

Parkinson Hastalig1 55 yas lizeri bireylerde %1, 75 yas lizeri bireylerde %3 goriilme
siklig1 ile en yaygin goriilen nérodejeneratif rahatsizliklardan biri olarak (Schapira ve
ark. 2014), substantia nigra pars compacta'da ki dopaminerjik néronlarin kaybi sonucu
meydana gelir (Thomas ve ark. 2009). Hiicre i¢inde kiimelenmis alfa-siniiklein
kalintilar1 patolojik olarak ayirici bir tan1 olma 6zelligi tasir (Croisier ve ark. 2005).
Norotoksinler ve yaslilik, risk faktorleri arasinda goriilmektedir (Trudler ve ark. 2015).
Norodejeneratif siirecin altinda yatan etiyoloji tam olarak bilinmemekle birlikte,
hastaligin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan genlerin tanimlanmaya ¢alisilmasina iliskin
calismalar devam etmektedir. Son yillarda yapilan calismalarda  mitokondriyal
fonksiyon bozukluklar1 , artan oksidatif stres ve kronik inflamasyonun Parkinson
Hastaligi'nin olusumuna katki sagladigi belirlenmistir (Lesage ve Brice 2009).
Noroinflamasyon mekanizmalarinin, noral dejenerasyona neden olan olaylara katkisi ve
noral oOliimlerde tetikleyici olmasi (Hirsch ve Hunot 2009) ile birlikte Parkinson
Hastaligi'nin patogenezinde  inflamasyon mekanizmalariin da etkili oldugunu

gostermektedir (Hirsch 2000).

Yapilan baz1 ¢aligmalara gore, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu Parkinson
hastaligina yatkinlik i¢in ayiric1 bir kriter olmaktadir (Gao ve ark. 2008). Parkinson
hastalarinda artan ROT (superoxid, hidroksil, H202 gibi ), okside olmus lipid, protein
ve DNA molekiillerinin arttig1 gézlenmistir (Mosley ve ark. 2006). Oksidatif stres ROT
ve hiicresel antioksidan aktivite arasindaki dengenin bozulmasiyla ortaya ¢ikmaktadir.
ROT olusturan trozin hidroksilaz, monoamin oksidaz ve ROT olusturan enzimlerin
varligindan dolayi, Parkinson hastaliginda dopaminerjik ndronlar oksidatif strese daha
duyarlidir (Muller ve ark. 2004). Ayrica nigra dopaminerjik noronlart daha ilerde
oksidatif strese katkisi olan superoksid radikali hidrojen peroksit radikalini olusturan
Fenton reaksiyonlarini katalizleyen demir iyonunu icermektedir (Bose ve ark. 2016). Bu
demir iyonunun varligi oksidatif strese katkida bulunmaktadir. Nigral dopaminerjik

noronlar demir icermelerinden dolay1 baglica ROT kaynagidir (Sulzer ve ark. 2013).

Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu oksidatif stresle Parkinson hastaliginin

patogenezinde Onemlidir (Filosto ve ark. 2011). Parkinson hastaliginin



etiopatogenezinde mitokondriyal fonksiyon bozuklugu oksidatif stresin diger 6nemli bir
kaynagidir (Golpich ve ark. 2016). Noronlar aerobik solunumda ATP'ye son derece
bagimlidirlar. Aerobik solunumda da ATP'nin iiretildigi oksidatif fosforilasyon sirasinda
(superoksid, H202) gibi radikalleri olusturmaktadir (Haelterman ve ark. 2014). Reaktif
oksijen tiirlerinden superoxid radikali olarak bilinen MnSOD veya SOD?2 ile hidrojen
peroksite ¢evrilmekte ve mitokondri matriksinde bulunan zararl etkileri azaltilmaktadir
(Belluzzi ve ark. 2012). Parkinson hastalarinin frontal korteksinde SOD2 diizeylerinin
arttig1 bildirilmistir (Kirkinezos ve Moreas 2011). Yapilan calismalarda oksidatif stresle
iligkili olarak Parkin, DJ-1 ve PINK mitokondriyal proteinlerin eksprese eden gen

mutasyonlar1 saptanmistir (Schapira ve ark. 2011).

Dopaminerjik néronlarin 6zellikle monoaminoksidazlarla dopaminin metabolizmasi ve
oksidasyonu sirasinda Reaktif Oksijen Tirlerine ¢ok duyarli olduklar1 bilinmektedir
(Henchcliffe ve Beal 2008). Mikrogliadan serbestlenen siiperoksit radikali, hidrojen
peroksit ve peroksinitrit gibi radikaller hiicrelere zarar verme potansiyelindedirler (Dias
ve ark. 2013). Mikroglial hiicrelerin reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina karsi
antioksidan savunmayla kendilerini korurlar. Parkinson hastalifinin patogenezinde
MnSOD'da meydana gelen polimorfizmlerin iligkili olabilecegi ileri siiriilmektedir
(Alonso-Navarro ve ark. 2014). Niikleer faktor kappa B (NF-kB) hem proinflamatuarlar
hem de antioksidan enzimlerin aktivitesinde dnemli rol oynamaktadir (Morgan ve ark.
2010). MnSOD geninin aktivasyon ve ekspresyon kontrolu NF-kB transkripsiyon
faktoriiniin kontrolii altinda bulunmaktadir. NF-kB genin promotor bolgesinde bulunan -
94 insersiyon/delesyon polimorfizminin bu genin aktivitesini etkiledigi dolayisiyla

inflamasyonu artmaktadir (Sun ve Zhang 2007).

Transkripsiyon faktorii olan NF-kB aktivasyonu proinflamatuar sitokin olan TNFa ile
ozellikle oksidatif stres sartlarinda indiiklendigi bilinmektedir (Qidwai ve ark. 2011).
Immunohistokimyasal c¢aligmalar ile Parkinson hastaliginin patogenezinde hastalarin
substantia nigra bolgesinde TNFo immuno reaktif glial hiicrelerin bulundugu
gosterilmistir (Wahner ve ark. 2007). Nigrostriatal bolgede TNFa reseptoriiniin arttigi
gosterilmistir, proinflamatuvar sitokinlerin en 6nemlilerinden TNF alpha nigrostriatal
dopaminerjik néronlarin apoptotik 6liimiine neden olacak olaylar zincirinin baglamasina

neden olur (Mogi ve ark. 1994). TNF-o glutamat iligkisi, inflamatuar molekiil



mekanizmalarini aktive ederek norotoksititenin artmasiyla noral 6liim, noral fonksiyon
bozukluguna neden olmaktadir (Dumont ve ark. 2011). Literatiirde iskemik inme
grubunda TNFa rs 1800629, -308 G/A polimorfizmde belirli bir farklilik

gozlemlenmistir (Kumar ve ark. 2016).

Substantia nigrada eslesme bozucu proteinler, mitokondriyal matrix i¢inde bulunn
eslesme bozucu proteinler elektron transport zincirinden ATP sentezini azaltarak
mitokondri membran potansiyelini etkiledikleri gozlemlenmistir ve bu durumda néral

dejenerasyon ve hiicre yikimina neden olmaktadir (Wu ve ark. 2014).

Merkezi sinir sisteminde etkili olan eslesme bozucu protein UCP-4'tiir. Psikiyatrik
hastaliklardan sizofreni ile ilgili mitokondriyal eslesme bozucu proteinlerle ilgili yapilan
genotip ¢alismast sonucunda nodronal esleme bozucu proteinlerin mitokondriyal
fonksiyon bozuklugunda 6nemli rolleri oldugu gosterilmistir (Mouffak ve ark. 2011).
Bu ¢alismada UCP-2 ve UCP-4 calisilan SNP (rs 660339 ve rs 10807344 )'leri arasinda
istatistiki anlamlar bulunmustur (Yasuno ve ark. 2007). Yapilan literatiir taramasinda
UCP-4 rs10807344 ile Parkinson hastalig: ile ilgili calisma bulunamamistir (Ramsden
ve ark. 2012).

Parkinson Hastaligi'nin patogenezinde etkili olan oksidatif stres, mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu ve inflamasyonun TNF alfa, UCP-4, NF-kB ve MnSOD'da
belirlenen gen polimorfizmlerinin hastalikla iligkisini incelemek amaglanmstir.
Arastirmanin  sonucunda Parkinson Hastaligi'nda oksidatif stres, mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu inflamasyon iliskisi belirlenmis bolgelerde incelenerek, calisma
sonrasinda  hastaligin  patogenezinin anlasilmasma yonelik fayda saglamasi

beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Parkinson Hastalig1

Parkinson hastaligi merkezi sinir sisteminin bir pargasit olan ekstrapiramidal
sistem hastali1 olarak substantia nigra'dan striatum'a ve diger bolgelere giden
dopaminerjik noéronlarn bir kisminin kayba ugramasi, diger bir kisminin da hasar
gormesi sonucu olusur (Goswami ve ark. 2017). Hareket bozukluklari, korteks alti
yapilar olan bazal gangliyonlar ve serebellum gibi bolgelerde islev yitimi meydana
gelmesi sonucu olusur ve bu islev yitimi motor hareketlerin birbiri ardina, zincirleme

bir bigimde diizenlenmesine etki eder (Frey 2017).

James Parkinson 1817 yilinda yayinladigi ve bir néroloji klasigi haline gelen
“Titremeli Felg Uzerine Bir Yaz1” isimli makalesinde alti vaka ornegi ile ilk defa
hastalikla ilgili bulgular1 belirlemis (Lewis 2012), bu vakalarda :

“Zeka ve duyularla ilgili bir sikint1 olmaksizin, istemdis1 titremeli hareket,

hareketsizlik durumunda ve destek oldugu durumlarda bile istemsiz titremeler,

azalmis kas giicii, govdeyi 6ne egme ve yiiriimekten kosmaya gegme egilimi”
gibi semptomlar oldugunu belirtmistir (Parkinson 1817). James Parkinson'un bu
tanimlama ile hastaligin ilk semasini olusturmasindan sonra, nérolog Jean Martin
Charcot hastaliginin ismini  “Parkinson Hastalig1” olarak degistirmis ve William
Gowers hastalikla ilgili caligmalariyla bugiinkii halini almasinda 6nemli katki
saglamistir (Sanchez ve ark. 2015).

Yaslanma ile yayginhigir arttigi belirlenen Parkinson Hastaligi, 65 yas iizeri
bireylerin %1'ini etkilemektedir (Lang&Lozano 1998). Tim yas gruplart dikkate
alindiginda bir yi1lda, PH olus siklig1 100.00 kiside 8 ve 18 vaka arasi bulunmugstur (de
Lau & Breteler 2006). 50-59 yas alt1 her 100.000 kiside 107 vaka, 70-79 yas aras1 her
100.000 kiside 1087 vaka, 85 yas ve iizert her 100.000 kiside 4300 vaka siklig
goriilmektedir (Elbaz ve ark. 2016 ). Erkeklerde daha ¢ok goriilmekle birlikte, PH sahip
olma olasilig1 55-85 yas arasi erkeklerde %6.1, kadinlarda ayni1 yas grubunda PH
yakalanma ihtimali %4.2 olarak bulunmustur (de Lau ve ark. 2004)



Noral hiicre kaybi ve dejenerasyonunun artmasiyla birlikte hastaligin belirli bir
evresinden sonra PH'na sahip bireylerde tremor, rijidite, bradikinezi, postural instabilite
gibi motor semptomlar (Playfer 1997) ,bilissel hasarlar, REM uyku davranist bozuklugu
(RBD), hipozemi, depresyon gibi motor olmayan semptomlar goriilebilmektedir
(Chaudhuri ve ark. 2006).

2.1.1.Parkinson Hastalig1 Klinik Ozellikler ve Tanis1

Parkinson hastaligi'nin teshisi detayli bir 6zge¢mis ile beraber norolojik muayene
ile dnceleri “Parkinson Disease Society Brain Bank™ (Hughes ve ark. 1992) kriterlerine
gore yapilmakta gilinlimiizde ise daha yaygin olan “International PD and Movement
Disorder Society” kriterlerine uygun olarak degerlendirilmekte ve tani konmaktadir
(Postuma ve ark. 2015). Bradikinezi ana semptom olarak karsimiza c¢ikar, istirahat
tremoru, rijidite, postural instabiliteye (Kulisevsky ve ark. 2013) fonksiyonel
gortintiileme ile elde edilen striatal dopamin seviyesindeki anomaliler ve istirahat
tremoru, rijidite eslik eder (Finsterer 2010). Donuk yiiz ifadesi, duygularin
belirtilmesinde sorunlar, konusmada yavaslik, ritim ve melodiden yoksun konusma
hastalarda ilk muayene esnasinda goriilen belirtilerdendir (Lees ve ark. 2009). Motor
semptomlarin ortaya ¢ikisi, substantia nigradaki dopaminerjik néronlarin %30-50'sinin
kaybindan sonra meydana gelmektedir (Fearnley ve ark. 1991). Substantia nigrada
meydana gelen bu noral kayba Lewy cisimciklerinin ortaya ¢ikist eslik eder (Kalia ve
Lang 2015). Klinik teshis hastaligin ileri evresinde gergeklestiginden, semptomlara
yonelik dopaminerjik tedaviler etkili olsa bile noral kaybi oOnlemede yetersiz

kalmaktadir ve koruyucu 6zelligini yitirmektedir. (Noyce ve ark. 2017).

2.1.2.Parkinson Hastalig1 Motor Semptomlar1

2.1.2.1.Bradikinezi

Bradikinezi, istemli ve istemsiz hareketlerde kisitlanma ve hareketlerin siklig1 ve
sayisinda azalma olarak tanimlanmaktadir (Klocgether 2004). Yiiriimede giicliikk ve
yavaslik, kol ve elleri sallamada zorlanma, kiigiik adimlar, 6ne egilmis bir govde, genel
olarak hareketlere baslama ve gerceklestirmede yavaslik ve beceri giicliigii olarak

kendini gostermektedir (Fahn 2008) .Bazal gangliyonlarin bir parcasi olan globus



pallidus ve putamen'de bradikinezinin ilerlemesiyle iligkili olarak artan aktivite

bulunmustur (Lozza ve ark. 2002).

2.1.2.2. Tremor

Parkinson Hastalig1 olan bireylerde en sik karsilagilan ikinci bulgu olan tremor,
diistik frekansh (4-6 hz) olarak istirahat halinde titreme olarak goriilmektedir (Jankovic
ve ark. 1999). PH'nin diger motor bulgularindan ayrilan 6zelligi tremorun hastadaki
tremor seviyesinin dopaminin az miktar ile iligkili olmamasi1 ve dopamin tedavisine

cevap vermemesidir (Hallett 2011).

2.1.2.3. Rijidite

Eklemlerin yavas ve pasif hareketi, hareket esnasinda bir diren¢ olusmasidir
(Tatton&Lee 1975). Hizdan bagimsizdir, kaslarin esnekliginde azalma meydana gelir
ve herhangi bir eklem bdlgesinde direng olustugunda kaslar eski haline donmemektedir,
en son haliyle kalirlar (Delwaide 2001). Fleksor kaslarda rijidite daha sik goriiliir, yavas

hareket esnasinda olmasi rijiditeyi Parkinson'a 6zgii kilmaktadir (Andrews ve ark.1972).

2.1.2.4. Postiiral Instabilite

Parkinson hastaliginin baslangicinda hemen goriilmemekle birlikte, hastaligin
ortaya ¢ikmasindan yaklasik 5 yil sonra ilk ataklar baglamaktadir (Marttila & Rinne
1977). Postir degisikliklerinde dengenin saglanmasinin hasar gormesi sonucu
olusmaktadir (Kim ve ark. 2012). Hastaligin ileri evrelerinde postiirde 45 derecelik bir
aciyla egilme, govde yanal fleksiyonu (Pisa Sendromu) diger postural sorunlar olarak

ortaya ¢ikabilmektedir (Erro & Stamelou 2017).

2.1.3. Parkinson Hastaliginin Motor Olmayan Semptomlari

Motor olmayan semptomlarin anatomik dagilimi, periferik sinir sistemi ve agri
iligkisi (Tinazzi ve ark. 2006), serebral korteks ve biligsel sorunlar, kaygi, depresyon,
uyku bozukluklar1 ve beyin sap1 iliskisi (Stacy 2011) seklinde goriilmektedir. Motor
olmayan bulgularin ortaya ¢ikisi, motor bulgulardan daha 6nce gerceklesmekle birlikte
(Erro ve ark. 2013) noropatolojik siireclerin farkliligi sonucunda erken ve gec evre
bulgular1 farklilagmaktadir (Halliday ve ark. 1990). Tablo-1'de beyin bolgeleri ve

ndrotransmitterlerin etki ettigi motor olmayan semptomlar goriilmektedir.



Tablo 2.1.3. : Parkinson Hastaligi’nda motor olmayan Semptomlar ve ilgili beyin

alanlar1 ve norotrasnmiterler. (Schapira 2017)

Motor Olmayan Semptomlar ilgili Beyin Alam ilgili Norotransmiter

Hipozemi Olfaktér Bulb ve Amigdala P Maddesi, Asetilkolin

Renkli Gérmenin Hasar1 Retina Dopamin

Haliisinasyonlar Oksipital korteks Dopamin

Agrt Basal ganglion, locus coeruleus, rafe ¢ekirdegi, | Dopamin,serotonin ve

amigdala ve talamus noradrenalin

Kaygi Basal ganglion Dopamin ve noradrenalin

Depresyon Limbik ve kortikal alanlar Dopamin ve noradrenalin

Erken biligsel disfonksiyon Frontal korteks Dopamin

Demans Temporal, paryetal ve oksipital loblar Asetilkolin

Uyku Bozuklugu Hipotalamus, retikiiler formasyon Hypocretin, dopamin ve
serotonin

2.1.3.1.Agr1 ve Duysal Semptomlar

Hastalarin yasam kalitesini etkileyen agri sorunlari, premotor evrede kendini
gostermeye baslar (Tseng&Lin 2017). Hastalarin sikayetleri gbz Oniine alindiginda,
parkinson hastalagina sahip bireylerde goriilebilecek agri ¢esitleri, kas ve iskelet sistemi
agrilari, noropatik agrilar, ilag¢ tedavisi sonucu ortaya ¢ikan distonik agr1 ve hastaliga
bagl merkezi agr1 olarak tespit edilmistir. (Beiske ve ark. 2009).

Hastalarin %90'indan fazlasinda koku alma ile ilgili sorun olan hipozemi bilateral
olarak gelismektedir (Bohnen ve ark. 2008). Hipozeminin gelisimine bakildiginda,
medullanin alt kisminda Lewy cisimciklerinin artist ve yayilmasi Parkinson
Hastaligi'nda hipozeminin gelismesinde etkili olmaktadir (Braak ve ark. 2003).

Gorme keskinligi, kontrast duyarliligi, renk ayrimi, hareket algisi, gorsel bilgi
isleme siireglerindeki hiz degisimleri gorme sorunlari igerisinde yer almaktadir
(Diederich 2002). Retinadaki sinir hiicreleri ve oksipital korteksteki Lewy cisimcikleri,
gozde diizenleyici etkisi olan D1 dopamin reseptorleri (Bodis ve Wollner 2009) ve
dopaminerjik internéron olan amakrin hiicrelerinin kaybi sonucu (Bradvica ve ark.

2014), parkinson hastalarinda gérme sorunlar1 meydana gelmektedir.



2.1.3.2.Bilissel Islevlerde Bozukluk

Lewy cisimciklerine bagli demans hastaligin seyri boyunca yillar gectikge
artmaktadir ve beraberinde bilissel sorunlar1 getirmektedir. Korteksin alpha siniiklein
tortular1 ile fonksiyon kaybina ugramasi sonucunda demansi olmayan hastalarda
demans gelismeye baslamaktadir (Stern ve ark. 1993). Yiritici islev, dikkat,
viziiospasiyal, tanima geri ¢agirma gibi hafiza siiregleri ve bilgi isleme siireclerinde
yavaslama goriilmektedir (Aarsland ve ark. 2009). Gen farkliligina baglh olarak biligsel
sorunlarin ortaya ¢ikma ihtimali degisiklik gosterir, buna gére LRRK-2 ve Parkin'in
aktif oldugu PH'da bilissel hasar az seviyede (Kalia ve ark. 2015) olmakla beraber GBA

gen mutasyonu olan PH'da hasar daha ¢ok olmaktadir (Neumann ve ark. 2009).

2.1.3.3.Depresyon

Parkinson hastaliginda depresyonun gelisimini aciklayan iki yaklasim
bulunmaktadir. Bunlardan ilki Braak'm Lewy patolojisinin yayilimimi acikladig
evrelerindeki 2. evrede beyinsapinda bulunan serotonerjik raphe g¢ekirdeginin ve
substantia nigra'nin etkilenmesiyle depresyon ve motor bulgularinin gelisiminin
baglamasidir (Braak ve ark. 2003). PH'da depresyon gelisimini agiklayan ikinci hipotez
ise proinflamatuvar sitokinlerin  noradrenerjik, serotonerjik ve dopaminerjik
yolaklardaki iletimi etkilemesi ve bunun sonucunda depresyona benzer bir tabloyu

ortaya ¢ikartmasidir (Rocha ve ark. 2014).

2.1.3.4.Uyku Sorunlar1
Hastalarin %64'i uyku sorunlar1 yasamaktadir (Loddo ve ark. 2017). PH'na sahip
bireylerde giindiiz uykusunda artma, uykunun pargalanmasi, REM davranis bozuklugu

gibi uyku problemleri goriilmektedir (Davis ve Racette 2016).

2.1.4. Parkinson Hastalig1 Patolojisi

2.1.4.1.Alfa siniiklein (o-siniiklein) Birikmesi
Arvid Carlsson kendisine nobel kazandiran dopamin ile ilgili ¢caligsmalarinda, ilk

basta dopaminin bazal ganglia'da biriktigini, dopamin seviyesindeki degisimlerin motor



hareketlerde farkliliklar olusturdugunu ve levodopa (L-dopa) takviyesi ile dopamin
seviyesini arttirmanin parkinson hastaliginin tedavisinde etkili olabilecigini bulmustur
(Carlsson 1971). Parkinson Hastaligi'nin patolojik 6zeligi dopaminerjik néron kaybadir.
Hastalarin 6liimiinden sonra yapilan incelemelerde, dopaminerjik néron kaybinin %60
oldugu, bu kayiba bagli olarak carpus striatum'daki ndronlarin %80'ninde islev
bozuklugu tespit edilmistir (Zigmond ve Burke 2002). Motor semptolarda etkili olan bu
dopamin kaybina ilaveten, motor olmayan semptomlar bazal gangliadaki patolojinin
diger bolgelere sigramasi sonucu olusur. Azalan dopaminin yerine konulmasi, motor
olmayan semptomlarin iyilesmesine katki saglamamaktadir, hastaligin ilermesiyle
dopamin takviyesine ragmen motor olmayan semptomlar hastalik nedeniyle varolan

yetersizlige katki yapmaktadir (Hely ve ark. 2005).

Patolojik iz olarak sitoplazma i¢inde yer alan eozinofilik protein tortular1 olarak
adlandirilan Lewy cisimcikleri bulunmaktadir (Forno 1999). Anormal bigimde
katlanmis proteinlerin birlesiminden olusan Lewy cisimciklerinin hiicre gdvdesinde
biriken a-siniiklein proteini, hastaligin olusum basamaklarindan ilkini olusturmaktadir
(Goedert ve ark. 2013). Beyin iginde kaudalden rostrale dogru, periferik sinir
sisteminden baglayan santral sinir sistemine dogru yayilan alti kademelik bir Lewy
patolojisi bulunmaktadir (Braak ve ark. 2003). Braak ve ark.min yaptig1 calismalar
sonucunda belirledikleri alt1 evrenin birincisinde, periferik sinir sistemi, olfaktor sistem,
medullada Lewy olusumlar1 goriiliir. Lewy cisimciklerinin yayilimi ikincil olark pons
ve omurilik gri maddesinde, tigiincii evrede pedunculopontine ¢ekirdek, substantia nigra
pars compacta, bazal 6nbeyin, amigdalanin merkezi cekirdeginde Lewy olusumlari,
dordiincii evrede ventral claustrum, stria terminalis, talamusun intralaminar ¢ekirdegi,
andromedial temporal mesocortex, hipokampiisiin CA2 bdlgesi ve amigdalanin kortikal
ve bazolateral c¢ekirdeklerinde Lewy cisimcikleri olusur. Lewy patolojisinin besinci ve
altinc1 evrelerinde cesitli kortikal bolgelerde olusumlar goriilmektedir (Braak ve ark.
2003). Lewy patolojisinin birinci ve ikinci kademelerinde premotor semptomlarin ilk
atagl, 3. kademede dopamin eksikligine bagli motor semptomlar, 4. ve 6. kademelerde
motor olmayan semptomlar goriilmeye baslanir (Kalia ve ark. 2015). Kortikal yayilimli
Lewy cisimcikleri ve demans arasinda bir iliski bulunmus (Irwin ve ark. 2012) ve bu da
Lewy cisimcikleri ile, Parkinson hastalarinin biligsel sorunlar1 arasindaki iliskiye bir

kanit olusturmaktadir (Kalia ve ark. 2015).
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a-siniiklein tek basina noral kaybi olusturmamakta, a-siniikleinin ¢esitli formlari;
“kiiclik nokta seklinde” veya “kisa iplik seklinde olanlar” (Saito ve ark. 2003), “2-100
a-siniikleinden olusan ¢6ziiniir oligomer veya monomerler” (de Genst ve ark. 2010),
“presinaptik birikimler” (Schulz 2010) noral toksisitede etkili olmaktadir (Kalia ve ark.
2015).
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Sekil 2.1. : a-siniiklein kiimelenmesi , siyah oklar Lewy cisimcikleri, mavi oklar Lewy

nevritleri (Noyce ve ark. 2017)

a-sinlikleinin dopamin ile olan iliskisi, dopamin sentezinde gorevli enzimlerin
hareketinin , sinaptik vezikiil islevinin ve sinaptik bosluga dopamin saliniminin,
dopamin tastyicilarinin hiicre ylizeyine hareketinin kontrolii ve diizenlenmesinde
goriilebilmektedir (Blandini 2012).Lewy patolojisine ilave olarak hastaligi meydana

getiren cevresel ve genetik faktorler bulunmaktadir.

2.1.5.Dopamin
Adrenal medulladan salinan dopamin (3,4-dihidroksifeniletamin) bir monoamin
olmakla beraber, ayni zamanda merkezi sinir sitemi icerisinde norotransmitter olarak

gorev yapmaktadir. Duygudurum, motor kontrol, hareketler, uyku, 6diil mekanizmalari,
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ogrenme ve dikkat gibi pek ¢ok islevde 6nemli rol oynamaktadir (Basu ve Dasgupta
2003).

NH,

HO

HO

Sekil 2.2.: Dopaminin yapist

1939 yilinda Blaschko katekolaminlerin sentez yolaklarini agiklamis ve dopaminin
adrenalin ve noradrenalin sentezi igin bir 6nciil oldugunu belirtmistir (Bhagvat ve ark.
1939). Dopaminin beyinde farkli miktarlarinin olmasina ilave olarak, kromafin graniil
amin tasiyict ve sinaptik vezikiil amin tasiyict inhibitérii olan reserpin ile yapilan
calismalar (Ashe ve ark. 2011 , Sievert ve ark. 2007) ve de L-DOPA inhibitorii ile
yapilan diger calismalarin sonuglar1 bir araya getirilerek, dopaminin motor islevlerin
diizenlenmesinde gorev aldig1 tespit edilmistir (Arreola ve ark. 2016). DA ile yapilan ilk
calismalar dopaminin kaudat c¢ekirdekte ve daha sonra da striatumda fazla miktarda

bulundugunu gostermistir (Ehringer ve Hornykiewicz 1998).

Parkinson hastaliginin ailesel ge¢isli veya kendiliginden olan ¢esitlerinde en belirgin
bulgu olan striatuma giden, substantia nigradan ¢ikan dopamin yolaklarinda yer alan
noronlarin kendilerine ait baz1 6zellikleri olan aksonlarinin ¢ok sayida ve miyelinsiz
olmast nedeniyle enerjiye olan ihtiyaglarinin artmasina ve bu ndéronlarin kendilerine has

ozellikleri olan enerji ihtiyacinin karsilanmasi konusunda daha duyarli olmalarina neden

olmaktadir (Bolam ve Pissadaki 2012).

2.1.5.1.Dopamin Sentez Yolag1

Insan bedeninde fenilalenin 4 hidroksilaz (FAH) yardimiyla fenilalenin (Arreola ve ark.
2016) tarafindan sentezi yapilan tirozin, tirozin hidroksilaz (TH) yardimiyla DOPA’ya
cevrilmektedir. Adrenal medulla, sempatik sinir uglari ve beyinde DOPA’dan

dekarboksilasyon yolu ile dopamin elde edilir. Diger bir katekolamin grubu olan
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epinefrin ve norepinefrin dopaminin hidroksillenmesi yoluyla olusmaktadir. Dopaminin
hidroksillenmesi siirecinde gorevli koenzimler Cu®* ve askorbik asittir. Monoamin
oksidaz (MAQO) ve katekol O-metiltransferaz (COMT) araciligiyla katekolaminler
yikilmaktadir (Axelrod ve Weinshilboum 1971). MAO-A ve MAO-B mitokondrinin dis
zarinda yer alir ve oksidatif deaminasyon ile hiicre icine girmek isteyen yiiksek
miktarda dopaminin sitozole geg¢isinden sorumludurlar (Jenner ve Langston 2011).
Homovanilik asit MAO-B tarafindan yikilan dopaminin son {iirtinidir (Elsworth ve
Roth 1997).

HO

Sekil 2.3 .: Homovanilik Asitin Yapisi

Tirozinden ndrotransmiterlerin sentezi 3 asamadan olusmaktadir. ilk olarak sitozol
icerisinde  DOPA (3,4-dihidroksifenilalenin) olusumunun TH’in katalizlenmesiyle
olusmasidir bu siirece halka hidroksilasyonu denmektedir. ikinci basamak
dekarboksilasyon siireci, aromatik L-amino asit dekarboksilaz (DDC) enzimiyle
DOPA’nin  dopamine doOniistiiriilmesidir. Dopaminerjik ndronlarin  presinaptik

vezikiillerde dopamin depolanir (Elsworth ve Roth 1997).
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Sekil 2.4. : Dopamin Sentez Yolagi

Dopamin kan beyin bariyeri tarafindan engellendigi i¢in Parkinson hastaligi tedavisinde
DOPA kullanilmaktadir. Dopaminin yikiminit gergeklestiren MAO’niin inhibitorleri
verilerek, homovanilik asit (HVA) olusumu engellenmeye ¢alisilmaktadir (Dias 2013).
Dopamin sinaptik bosluga salindiktan sonra DAT ile toplanilarak, sitozol igerisinde yer
alan VAT?2 (sinaptik vezikiiler amin tagiyici) yardimiyla vezikiiller igerisine yerlestirilir.
Dopaminin oksitlenmesinde siklooksijenazlar, peroksidazlar, sitokromlar, oksidazlar ve

oksijenazlar yer alabilmektedir.

2.1.5.2.Dopamin Yolaklar1

Dopamin beyinde substantia nigrada (SN) ve Ventral Tegmental Alan (VTA) ve
hipotalamusta tiretilir. SN ve VTA’da yer alan hiicre gévdelerinde dopamin iireten bu
dopaminerjik noronlar belirli beyin alanlarina (striatum) yansimalar gondererek
dopaminin depolanmasina ve salinmasina neden olurlar, bu yolaga Nigrostriatal Yolak,
projeksiyonlarin  prefrontal kortekse yansitiip burada dopamin salinimi  ve
depolanmasina neden olan mezokortikal yolak, ¢ok sayida dopamin reseptorii igeren
akkumbens ¢ekirdegine projeksiyon yapilmasiyla mezolimbik yolak aktif hale getirilir
(Brink ve ark. 2017). Tuberoinfundibular yolak ise pituiter beze projeksiyon
yapilmasiyla buradaki dopaminin salinimini ve depolanmasini saglar (Brink ve ark.

2017).
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Sekil 2.5: 1. Dopamin Yolaklari. 2. Dopamin firetimi, yikilmasi ve sinaptik iletimi

(Brink ve ark. 2017)

Sekilde gosterilen dopamin yolaklari, beyindeki dopamin iiretimi ve varligi tamamen
temsil etmez, talamusun dopamin sistemide beyin dopamin yolaklar1 arasinda 6nemli

bir yere sahiptir

Mezokortikal yolaktaki dopamin varlig1 biligsel fonksiyonlarla ilgiliyken, mezolimbik
yolaktaki dopamin aktivitesi 6diil sistemi, tatmin, pozitif pekistirecler ile ilgilidir.
Substantia nigradan dorsal striatumdaki putamene tasinan dopaminin nigrostriatal
yolagi motor kontrol ve biligsel fonksiyonlarla iligkilendirilir. Tuberoinfindubuler yolak
uyarimi hormonlarin diizenlenmesi, VTA, amigdala, hipokampiis ve singiilat kortekse
projekte edilen dopamin yolaklar1 da vardir. Dopamin bu projeksiyonlar sayesinde

hafiza ve duygulanim siireglerine etki etmektedir.

Parkinson hastaligina g¢evresel ve genetik faktorlerin ortak etki etmesine ragmen,
vakalarin ¢ogu idiyopatiktir, sadece %5- %10 aras1 genetik anamoliler igerir (Corti ve
ark. 2011). Nedeni ne olursa olsun en onemli belirti olan dopaminerjik néron kaybi

hastalarda gortilmektedir.
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2.1.5.3.Dopamin Metabolizmasi

Substantia nigradaki dopaminerjik ndéronlarda meydana gelen segici kayip, DA’nin
oksidatif stress i¢in bir kaynak olabilecegini gostermektedir (Segura-Aguilar ve ark.
2014). DA iretimi gerceklestikten sonra, VMAT2 (vezikiiler monoamin tasiyici)
tarafindan alinir ve sinaptik vezikiiller icerisinde depo edilir (Blesa ve ark. 2015). Hasar
gormiis sinir hiicrelerinde, sinaptik vezikiillerin disindaki DA miktar1 fazla ise, DA ¢ok
kolay bir bicimde MAO (Monoamin Oksidaz) tarafindan metabolize edilir veya oto-
oksidasyon yoluyla ROT’ne cevirilir (Zucca ve ark. 2014). Azaltilmig VMAT2
ekspresyonu ile, farelerde DA kullaniminin hasara ugratilmasit sonucunda dopamine
bagli zehirlenme ve noral 6liim ger¢eklesmistir (Caudle ve ark. 2007). Bu oksidatif stres
olusumu mitokondriyal solunum mekanizmalarin1 degistirir ve mitokondrilerin segici
gecirgen gozeneklerindeki iletimi degistirir (Berman ve Hastings, 1999). Dopaminin
oto-oksidasyonu sonucunda DA kinonlar veya DA semikinonlar olustururlar (Sulzer ve
Zecca 2000). Norotoksinler ve metamfetamin zehirlenmesinin tarafindan zarar goren
DA kinon formasyonu, PH’min, L-DOPA tedavisi uygulanmis modellerinde
goriilmektedir (Asanuma ve ark. 2003). DA kinonlar1 bazi1 proteinleri
degistirebilmektedir bunlar parkin, DJ-1, SOD2, a-siniiklein ve UCH-L1’dir (Belluzzi
ve ark. 2012). DA kinonlar1 ayn1 zamanda DAT (dopamine tasiyici) ve TH (tirozin
hidroksilaz)’in aktivitesini kisitlar (Kuhn ve ark. 1999), mitokondriyal fonksiyon
bozukluguna neden olur (Lee ve ark. 2003), kompleks I aktivitesinde bozulma (Jana ve
ark. 2007), mitokondride degisiklige neden olmaktadir (Gluck ve Zeevalk, 2004).
PH’nin substantia nigralarinda (Ohtsuka ve ark. 2013), ndromelanini olusturan
NADPH’nin tiiketimi ve redoks zinciri bozulmasi sonucu serbest radikal olusumu
gerceklestiren artmis miktarda aminokrom, DA kinonlar1 tarafindan oksitlenir (Sulzer
ve ark. 200). Striatuma enjekte edilen DA sonucu artan oksidasyon sonucunda
dopaminerjik terminallerde hasar olusur (Rabinovic ve ark. 2000). Farelerde DAT
yoluyla dopaminin yiliksek miktarlarda alinimi, oksidatif stres, sinir hiicresi kayb1 ve

motor hasarla sonuglanmistir (Masoud ve ark. 2015).

2.1.5.4. Monoamin Oksidaz (MAQ)
Dopamin oto-oksidasyon yolu ile serbest radikal ve kinonlar olusturan bir molekiildiir

ve bu fonksiyon tirozin gibi enzimler, metaller ve oksijen tarafindan gerceklestirilir
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(Munoz ve ark. 2012). MAO ve COMT dopamine metabolizmasinda yer alan diger
enzimlerdir ve mitokondrinin dig membranina yerlesik MAO-A ve MAO-B, sitoplazma
igerisindeki yiiksek orandaki dopaminin miktarim1 degistirerek oksidatif deaminasyonu
hizlandirir (Jenner ve ark. 2011). Dopamin diizeyleri katekolaminerjik noéronlarda
bulunan MAO-A tarafindan oksidatif yolakla metabolize edilmektedir. Yaslanma ve
PH’da artan yaglanmaya ilave olarak glial hiicrelerde dopaminin metabolize edilmesini

saglayan MAO-B enziminin arttig1 gosterilmistir (Saura ve ark. 1997).

MAO-B enzimiyle dopamin metabolizmasi sonucunda H202 (hidrojen peroksit)
tiretimine sebep olmaktadir (Dias ve ark. 2013). H202 membranlar1 kolayca gecebilme
ozelligi sayesinde, komsu dopaminerjik noronlarin membranlarindan gegerek hiicre
icerisinde Fez+’yi aktive ederek reaksiyona girer ve hidroksil radikalinin olugsmasina

neden olur (Nagatsu ve Sawada 2006, Kumar ve Andersen 2004).

2.1.5.5.Noromelanin

Noromelanin beyinde katekolaminerjik noronlar tarafindan sentezi gerceklestirilen bir
pigment olarak dopamininin oksidasyonuyla olusturulmaktadir, (Fedorow ve ark. 2005).
Noromelaminin PH’indaki rolii tam olarak bilinmemekle beraber, substantia
nigralarinda yapilan néromelanin analizinde ndéromelaninin metallerle olan iliskisi,
demir i¢in hiicre iginde bir depo gorevi gordiiginden artmis demirin hastalik
patolojisine katkisi oldugu diistiniilmektedir (Bohic ve ark. 2008, Double ve ark. 2003,
Jellinger ve ark. 1993). Melanin kullanilarak yapilan boyamada, néronlarda a-siniiklein
ekspresyonunun arttigr (Griindemann ve ark. 2011) ve a-siniiklein kiimelenmelerinin

subtsantia nigrada hastaliin erken evresinde yayildigi bulunmustur (Xuan ve ark.

2011).

2.1.5.6.Glutatyon
Glutatyon (GSH) glisin, glutamat ve sistein igeren bir tripeptid olup; en yliksek diizeyde
hiicreiginde bulunan etkili bir antioksidandir. GSH {iretimi sitoplazmada gerceklesir,

buradan mitokondriye taginir ve antioksidan gorevini yerine getirir (Jones ve Go 2010,
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Wadey ve ark. 2009). Glutatyonun mitokondri ile olan iliskisi, oksidatif streste dnemli
bir belirte¢ olabilecegini gostermektedir (Dias ve ark. 2013). Kompleks | aktivitesinde
hasar meydana gelmesi sonucunda ROT miktarinda artis ve GSH seviyelerinde diisiis
meydana gelmektedir, GSH’1n substantia nigrada azalmasi sonucunda mitokondrideki
kompleks 1 aktivitesinde diisme tiyol oksidasyonu meydana gelmektedir (Chinta ve ark.
2007).

2.1.5.7.Demir

PH’ligina sahip bireylerde 6liim sonrast yapilan incelemelerde substantia nigralarinda
yiiksek oranda demir bulunmustur (Sian ve ark. 2011). Demir iyonlart ROT olusumuna
katki saglamaktadir, demir oksit (Fe* ve demir (Fe?") siiperoksit ve hidrojen peroksit
ile reaksiyona girerek, hidroksil liretimi ile sonuc¢lanan bir dizi reaksiyon sonucunda
norodejenerasyon olusturur (Nunez ve ark. 2012). Beyinde demirin, bazal
gangliyonlarda putamen, globus pallidus ve substantia nigrada dagilim gozlenir (Saffari
ve ark. 2004), PH’na sahip bireylerde ise yaslanma ve ndrodejenerasyona bagli olarak
SNpc’da artmis demir birikimi goriilmektedir (Dexter ve ark. 1994). Demir birikiminin
hastaligin  erken evrelerinde goriilmemesi, oksidatif stres yolaklarina bagh

norodejenerasyona katki sagladigini diisiindiirmektedir (Dexter ve ark. 1994).

2.1.6.Parkinson Hastalig1 Etiyolojisi

En yaygin ikinci norodejeneratif hastalik olan Parkinson Hastaligi'nin nedeni tam
olarak bilinmemekle beraber genetik ve ¢evresel faktorlerin birlesimi hastaligin
olusumunda etkilidir. Hastalik nedeni monogenik mutasyonlar olan bireylerin orani az
miktardadir, hastalarin %90'1inda nérotoksinler, artmis oksidatif stres, mitokondriyal ve
lizozomal bozukluklar, yanlis katlanmis proteinler ve noroinflamasyon hastaligin

olusumuna katki saglamaktadir (Leasege ve Brice 2009, Lau ve Breteler 2006).

2.1.6.1. Cevresel Faktorler

Cinsiyet PH icin bir risk faktorii olmaktadir, dstrojen hormonunun kadinlarda
koruyucu faktér olmasi sebebiyle, hastaliga sahip olan erkeklerin sayisi kadinlara gére
daha fazladir (Lau ve Breteler 2006). Erkeklerde ise mesleki zehirlenme, X
kromozomunda bulunan ¢ekinik hassasiyet genleri, kafa travmasina maruz kalma
ihtimali erkeklerdeki hastalik oranini arttiran faktorlerdendir (Wooten ve ark. 2004). PH
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olusumu riskini arttiran ¢evresel faktorler arasinda kullanilan ve igilen suyun kalitesi,
bitki ve tarim ilaglari, kirsal alanda yasamak, sanayide kullanilan kimyasallar, ¢iftgilik,
organik ¢oziiciiler, bocek ve mantar ilaglar1 yer almaktadir (Olanow ve Tatton 1999,
Wildefert ve ark. 2011).

Oksidatif stresin neden oldugu hasarin yaslanma ile birlikte artmasi, yasa bagh
ndrodejenerasyon ve fonksiyon kaybi i¢in dnemli bir kanittir (Rodriguez ve ark. 2015).
Mitokondriyal DNA (mtDNA)'nin okdsidatif stresle olan iliskisi( Harman 1972),
mtDNA  hasar1 miktarinin  oksidatif stresle birlikte artmasi yaslanma ile

iligskilendirilmistir (Rodriguez ve ark. 2015).

2.1.6.2. Genetik Faktorler

Parkinson hastalarinin %35-10'unda otozomal dominant 6zellikli kalitsal genetik
form goriilmektedir (Olanow ve Tattoon 1999). a-siniliklein, LRRK?2, PINK1, Parkin,
DJ1 mutasyonlariin hastaligin olusum asamasindaki roliiniin belirlenmeye ¢aligilmasi
altta yatan tabloyu anlamamizda yardimci olmaktadir (Douglas ve ark. 2007PH'nin
SNCA kaynakli formlar1 nadir goriilmektedir ama bu mutasyonlarin varligi Lewy
cisimciklerinin olusumunda  alpha siniikleinin etkisini gostermesi agisindan ¢ok
onemlidir (Kalia ve ark. 2015).SNCA geninin farkli sayidaki kopyalar: frontal
korteksteki a-siniiklein mRNA ekspresyonunda ve kanda protein seviyesinde artisa
neden olmaktadir (Venda ve ark. 2010). a-siniiklein 4q21-g23 kromozomunda, PARK1
ve PARK4 lokiisiinde yer almakta ve miktarindaki degisimler hastaliga yatkinlik
olusturmaktadir (Moore ve ark. 2005).a- siniikleinin agik ve diizensiz monomer formu,
B-yaprakli oligomere doniiserek protofibrilleri olusturur, bu protofibriller amiloid
benzeri fibril halini alir ve en son olarak Lewy cisimcigine doniisiir (Moore ve ark.

2005).
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Sekil 2.6. : a-siniiklein fibrillogenezi (Moore ve ark. 2005).

Losinden zengin tekrar kinaz 2 (LRRK2) 51 eksonu olan 144 kb uzunlugunda bir
gendir (Lesage ve Brice 2009). Genetik kaynakli ailesel PH'nda en sik LRRK2
mutasyonlarina rastlanmaktadir, ailesel PH’nin %4 ve seyrek PH’nin %]1°de
goriilmektedir (Kalia ve ark. 2015) PH'nda en ¢ok karsilasilan Parkin geninin, DJ-1 ve
PINK1 genlerindeki homozigot mutasyonlar Parkinson Hastaligi'nin erken evrelerinde

gortilmektedir (Noyce ve Bandopadhyay 2017).

Parkinson hastaliginda gen mutasyonlar1 noéroinflamasyon ve mitokondriyal
aktiviteye etki etmektedir. Parkin, PINK1 ve DJ-1'in fonksiyonunda veya hiicre
yiizeyindeki reseptorlerinde azalma, LRRK2 mutant geninin salinimi, o-siniikleinin
yiiksek orani1 mitokondriyal enerji tiretimine zarar vermektedir (Trudler ve ark. 2015).
Nigrostriatal yolakta a-siniikleinin yiliksek miktart mitokondride complex I aktivitesine
zarar vermekte, asir1 mitokondriyal aktiviteye neden olmaktadir (Subramanian ve ark.
2014). LRRKZ2'nin biiyik bir protein olmasi, diger proteinlerle olan iliskisi,
mitokondrinin dis zarinda yerlesimi, LRRK2 mutant geni G2019S'in mitokondrinin
par¢alanmasi ve fonksiyon kaybina olan etkisi, LRRK2'nin norotoksisitedeki etkisini

gostermektedir ( Mortiboys ve ark. 2010).

2.1.6.3.Yaslanma
Yaslanma PH i¢in bir risk faktoriidiir ve 65 yas iizerinde hastaligin meydana gelme
olasilig arttirmaktadir (Gibb ve Lees, 1991). Yanlis katlanmis proteinlerin yillara bagl

birikimine ilave olarak mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun artmasi sonucu ROT
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olusumu yaslanma ile beraber daha belirgin bir bi¢imde goriilmektedir (Reeve ve ark.
2008). PH’na sahip bireylerde ve yaslilarda substantia nigrada mitokondriyal DNA
(mtDNA) yapisinda kopmalar goriilmektedir (Kraytsberg ve ark. 2006)), ROT’ne bagh
mitokondri genomunda meydana gelen mutasyonlarin elektron tasima zincirinin alt
tinitelerini etkiledigi gosterilmistir (Beckman ve ark. 1998, Surmeier ve ark. 2011).
Yaslanmaya bagl olarak olusan otofaji azalmasi sonucunda hasarli mitokondri birikimi
meydana gelerek norodejenerasyon olusmaktadir (Dias ve ark. 2013, Cuervo ve ark.
2008).

2.1.6.4. Obezite

Yaslanma ile goriilme siklig1 artan norodejeneratif hastaliklarla iliskili olarak obezite
karsimiza ¢ikar (Procaccini ve ark. 2016). Metabolik degisimler ve obezite PH igin bir
risk faktorii olarak goriilmektedir (Alamri ve ark. 2015). Fazla kilo ve obezite tip 2
diyabet gelisimi ve insiilin direnci olugsmasina neden olarak, nérodejenerasyonuna katki
saglamaktadir (Cheng ve ark. 2012).Obezite ve insiilin direnci arasindaki iliski demans
olusumu tizerine etkilidir (Hazar ve ark. 2016). Proinflamatuvar sitokinlerin varlig
inflamasyonu arttirarak biligsel hasara neden olmaktadir (Uchoa ve ark. 2016).
Oksidatif stres (Bondia-Pons ve ark. 2012), inflamasyon (de Souza ve ark. 2005) ve
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu (Sivitz ve ark. 2010) obezite ile iligkili

bulunmustur.

2.1.6.5.1diyopatik Parkinson Hastalig1

Idiyopatik PH (IPH) motor ve motor olmayan semptomlarin bir arada goriildiigii,
cevresel ve genetik faktorlerin beraber etki etkigi genis spekturuma sahip bir hastaliktir
(Lehosit ve ark. 2015). Diger Parkinsonizm bulgularindan ayrilarak en sik
karsilagtigimiz ileri evrede ortaya ¢ikan Parkinson hastaligidir, 65 yas iizeri bireylerin
%1’ini etkilemektedir (Wirdefedlt 2011). Hastaligin erken evrelerinde IPH’mi diger
parkinsonizm sendromlarindan ayirmak zordur, ciinkii genel olarak hepsi benzer
fenotiplerdedir (Ali ve Morris 2015). Parkinson hastaliginin olusumuna katki saglayan

faktorlerin her zaman genetik faktorler olmadigi yapilan ikiz ¢aligmalar1 sonucunda
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kanitlanmistir (Duvoisin 1986). Geng yasta hastaliga yakalanan bireylerde hastaligin
ailesel olma olasilig, ileri yasta PH’na sahip bireylerde ailesel forma doniismesinden
daha yiiksektir (Ludin 1989). Yaslanma 6nemli bir risk faktérii olarak IPH olusumuna
katki saglamaktadir, IPH ileri yasta ortaya ¢ikmaktadir, hastalarin sadece %5’i genetik
mutasyonlara bagli iPH olmaktadir (Wickremaratchi ve ark. 2009).

2.1.7.Parkinson Hastaligi'nda Noral Dejenerasyon Mekanizmalari
Parkinson Hastaliginda; Reaktif Oksijen Tiirleri'nin (ROS) olusumu, mitokondrinin
islev bozukluklari, alpha siniiklein birikimi, noroinflamasyon mekanizmalar1 nigral

hiicre 6liimiinde etkili olmaktadir (Blandini 2013).

2.1.7.1. Eslesme Bozucu Protein 4 (UCP-4)

Merkezi sinir sisteminde bulunan, UCP-4’tin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle
beraber, ROT’ne karsi bir savunma gerceklestirerek, oksidatif stresin olusumunu
engellemeye ¢alismaktir (Cardoso ve ark. 2011). ATP sentezi i¢in 6nemli bir baslatici
kaynagin membranlar arasi bosluk ve mitokondri matrisi i¢indeki elektrokimyasal
proton gradyani oldugu kabul edilmektir ve bu siire¢ eslesme olarak adlandirilmaktadir
(Kim-Han ve Dugan 2005). UCP’ler mitokondrinin i¢ membraninda konumlanir ve

proton tastyici olarak gorev yaparlar (Cardoso ve ark. 2011).

Elektron tagima zincirini olusturan kompleks IV bes adet multiprotein kompleksinden
biri olarak elektronlarin oksijene baglanmasini gergeklestirir ve oksidatif fosforilasyon
olusturan bes kompleksten biridir. Mitokondri matriksi igerisinden protonlar, kompleks
I, III ve IV ile membranlar arasi bosluga gonderilir. ADP’nin ATP’ye ¢evrilebilmesi
icin kompleks V’te gerekli olan elektrokimyasal degisim ve proton igin itici bir giig ile
membranlar arasindaki protonun pompalanmas: gergeklesir (Ramsden ve ark. 2011).
Mitokondri matrisine gegen protonlar kompleks V’den geri alinarak molekiiler oksijene
iletilmesiyle ADP’mn ATP’ye c¢evrilmesi saglanmig olur (Mitchell 1991). Elektron
tasima zincirine giren her elektron kompleks IV’e ulasamaz, bazi elektronlar kompleks I
ve III’te membranlar arasinda oksidatif stresde en Onemli radikallerden siiperoksit
radikal kacagi olustururlar (Skulachev 1996, 1997, 1998). Kompleks 1 aktivitesi
engellendigi durumlarda ROT’nin {retiminin arttigi gozlenmistir (Votyakova ve

Reynolds 2001). Oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP iiretiminden oksidatif
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fosforilasyon siirecinin elektron tasimasinin ve protonun disart aktarilmasinin
eslesmesini bozarak eslesme bozucu proteinler sizinttya neden olur (Ramsden ve ark.

2011).

Sekil 2.7. : UCP’lerin noral koruyuculugu. Uretimi artan siiperoksit iyonu (02°),
UCP’leri aktive eder. (Cardoso ve ark. 2011).

UCP-4 embriyonik gelisiminin 12.-14. giinlerinde olusmaya baslar, merkezi sinir
sistemi icerisinde iiretilir, noronlarda bulunur ve az miktarda farelerin astrositlerinde
goriilmektedir (Smorodchenko ve ark. 2009). Insan beyninde Purkinje hiicrelerinde de
salinmminin  gergeklestigi  bulunmustur (Alan ve ark. 2009). UCP-4 oksidatif
fosforilasyonda eslesme bozucu goreviyle, oksidatif stresi azaltict ve mitokondriyal

zehirlenmeyi Onleyici bir goreve sahiptir (Zhang ve ark. 2016).

SH-SYS5Y hiicrelerinde, Nf-kB p50/c-Rel sinyal yolagi, UCP-4 salinimina neden
olmaktadir (Ho wve ark. 2010). Ayni hiicrelerde UCP-4’tin mitokondri
depolarizasyonunu korudugu ve MPP+ zehirlenmesi sonucu olusan oksidatif stresi
diisiirdiigti bulunmustur (Chu ve ark. 2009). UCP-4 geninin baglanma bdlgesini igeren
Nf-kB’nin yardimiyla UCP-4 ekspresyonunun olumlu olarak etkilendigi, ve Nf-kB
kanonik yolagina bir cevap olarak mitokondrilerde UCP-4’{in diizenleyici etkisi
bulunmustur (Ho ve ark. 2012).

UCP-4 diger eslesme bozucu proteinlerden olan UCP-1 ile yapisal olarak bir

miktar benzerlik gosterir, yaklasik olarak 100 amino asidin ii¢ kere tekrarinin meydana
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getirdigi ticlii yapilar olarak, hidrofibik iki adet uzanima sahip olup, bu uzanimlarin
sarmallart ile iliski oldugu bilinmektedir (Cardoso ve ark. 2011). Uzun bir hidrofilik
dongii ile birbirine baglanmis iki alfa sarmali, mitokondriyal matrikse dogru uzanir,
UCP’lerin 30 kDa’lik monomer molekiil agirligi, N- ve C- terminal bitis noktalar
mitokondrinin i¢ membranina dogru yonelmistir (Echtay 2007). 12 transmemnran
sarmal1 iceren birbiriyle ayn1 iki yapi tarafindan olusan homodimerin eslesme bozucu
proteinlerin en aktif bolgeleri oldugu diistiniilmektedir (Klingenberg 1989). Eslesme
bozucu protein 4’1 kodlayan gen, 6pl11.2-q12 kromozomunda yer alir, 323 adet amino
asitten olusan bir proteine doniisen yaklasik 34 kDa’lik bir transkript meydana getirir
(Mao ve ark. 1999). Eslesme bozucu proteinl UCP-4 intron 2 ve genomik bolgelerinde
yer alan rs 10807344 bolgesi sizofreni ile iliskili olarak bulunmustur (Yasuno ve ark.
2007).

2.1.7.2.0ksidatif Stres

Insan viicudu icin gerekli olan enerjinin iiretimi sirasinda oksijenin bir kismi
mitokondride hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH) ve en sik goriilen
serbest radikal olan siiperoksit anyon O 'ye doniismektedir (Tenback ve van Harten
2011). Ortaya ¢ikan bu serbest radikallere bir cevap olarak mitokondri igindeki
antioksidan enzimler tarafindan oksidatif hasara kars1 bir temizlenme reaksiyonu olusur
ve bu slirecte adenozin trifosfat (ATP) iiretimi zarar goriir (Acuna Castroviejo ve ark.
2001). Serbest radikaller olustugunda hiicre zarindaki yag asitleriyle etkilesime geger ve
birbiri ardina tekrar eden lipid peroksidasyonu adini alan bir dizi reaksiyonu meydana
getirerek hiicre memrabinin yapisin1 bozarlar ve bu da membrandaki proteinlerin ve
reseptOr proteinlerinin yapilariin bozulmasina neden olmaktadir. Bu olaylar zincirinin
sonunda hiicrenin bilgi iletiminde sorun olur ve hiicre hasar1 meydana gelir (Lohr ve
ark. 2003). Okside olmus DNA, protein ve lipidler Parkinsonlu hastalarin substantia
nigralarinda fazla sayida bulunmustur (Bosco ve ark. 2006). Reaktif oksijen tiirlerin

olusumu Parkinson hastalig1 i¢in ayirict bir 6zelliktir (Bose ve ark. 2016).

2.1.7.2.1.Mangan Siiperoksit Dismutaz (MnSOD)
Oksidatif stres hiicre icindeki aktioksidan sistemler ve ROT'nin olusumunun
engellenmesi arasindaki iligkinin bozulmasi nedeniyle olusmaktadir. Monoamin oksidaz

ve tirozin hidroksilaz ~ ROT 'nin ortaya ¢ikmasiyla {retilen enzimler olarak,
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dopaminerjik yolaktaki néronlarda oksidatif stresin etkisini arttirmaktadirlar (Hwang
2013). ROT'in olusturacagi hasari azaltmak i¢in antioksidan enzimler (SOD, CAT,
glutatyon, peroksidaz ve glutatyon S transferaz) birlikte caligmaktadirlar (Jiang ve ark.
2016). Bu reaksiyonlarin baslangici mitokondri ATP iiretimi esnasinda elektron tagima
zincirinde ortaya ¢ikan siiperoksit radikali ile baslar. (Fischer ve Maier 2015). Sitozolda
yerlesmis superoksit dismutaz 1 (SOD1) ve mitokondri matrisinde yer alan siiperoksit
dizmutaz 2 (SOD2), siiperoksit radikalini (O,") hidrojen peroksite (H,O;) doéniistiirtirler
(Murphy 2009). MnSOD okaryotik sistemin bir transkripsiyon faktorii olarak,
stiperoksit radikalinin etkisini azaltmak amaciyla daha az zararli olan hidrojen peroksite
doniistiriir (Flynn ve Melov 2013). MnSOD mitokondriyal DNA’da kodlanmamasina
ragmen, mitokondri igerisindeki iki oksijen zehirlenmesinin kontroliiyle gorevlidir
(Fridovich 1995). MnSOD’un 6. Kromozomda yerlestigi bulunmustur (Creagan ve ark.
1973). MnSOD translokasyona ugramadan Once, mitokondriye tasindigi esnada,
sitozolda yer alan 24 aminoasit uzunlugunda, bir N terminali lider sinyali iceren ve
bunu translasyon siirecinde ¢ikaran bir protein tarafindan translasyona ugrar (Shimoda-
Matsubayashi 1996). MnSOD’un kodlama sekansinda, T ve C yer degistirmesinin
yapisal mutasyonu bulunmustur ve bu mutasyonun kodlama sekansinda sinyal
peptitindeki -9’daki valin (GTT)’den alenine (GCT) amino asit kodonunu
degistirmektedir (Akyol ve ark. 2004). Valinden alenine degisim, fB-yapragindan o-
heliksine dogru, mitokondriyal hedefleme dizisinin normal degisimine neden olmaktadir

(Horwich ve ark. 1986)

Mitokondriyal glutatyon olan GSH tarafindan H,O, suya doniistiiriiliirek, hiicre zarini
oksidatif strese karsi korumak ve okside olmus yag molekiillerini azaltmak amaciyla
GSH yapisindaki tiyol grubundan proton vererek kendisi okside olur, okside olmus
glutatyonun (GSSQ) rejenere olmasinda meydana gelebilecek hasar noral 6liime neden
olabilmektedir (Jiang ve ark. 2016). Parkinson hastalarinin substantia nigralarinda artan
demir miktarinin neden oldugu Fenton reaksiyonlar1 sonucu olusmus oksidatif stres ve

hasar géormiis GSH redoks zincirinde hasara neden olabilmektedir (Jenner 2003).

Stiperoksit radikalleri NADPH oksidaz (NOX), monoamin oksidaz (MAO)
proteinleri kaynakli mikroglia da, astrositlerde goriilebilmektedir. NADPH oksidaz
aktivasyonunun artisiyla ROT olusumu dogru orantilidir (Gao ve ark. 2012). Reaktif
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Nitrojen Tiirleri (RNT) oksidatif stres olusumuna ROT gibi katilim saglarlar. (Fischer
ve Maier 2015). Siiperoksit radikali ile nitrik oksit (NO) reaksiyonundan meydana gelen
peroksinitrit (ONOOQO")'in olusumu RNT'nin oksidatif stres ile iliskisini gostermesi
acisindan 6nemlidir (Fischer & Maier 2015). Nitrik oksitin eNOS (endotel), nNOS
(noral) ve iINOS (indiiklenebilen) tiirleri merkezi sinir sisteminde glial hiicrelerde
bulunmaktadir ve sinir iletiminde etkilidirler (Vincent ve ark. 1998). Hiicre icinde
biriken fonksiyonu bozulmus proteinlerin yaslanma ile beraber hiicre tarafindan yok
edilmesi azalmakta ve bu da mikroglianin yaslanma ile beraber noérodejenerasyona

yatkinliginin artmasina neden olmaktadir (Neumann ve ark. 2009).

2.1.7.3.Mitokondriyal Fonksiyon Bozuklugu

Merkezi sinir sistemindeki mitokondriler ROT olusumu nedeniyle oksidatif stres
kaynakli mitokondriyal fonksiyon bozukluguna yatkindir (Schapira 2008). Sinir
hiicrelerinin aktivitesi igin gerekli olan enerji oksidatif fosforilasyon ile elde edilmekte
ve enerji iretiminde mitokondri kendi yapisini, enzimleri kullanarak besinlerden
oksidasyon yolu ile ATP iiretilir (Hall ve ark. 2012). Bu mekanizma PH patolojisine
katkida bulunan serbest radikallerin miktarini arttiran siiperoksit ve hidrojen peroksitin
olusumunda etkilidir (Blesa ve ark. 2015). MSS igerisindeki sinir hiicrelerinin
mitokondriyal fonksiyon bozukluguna yatkinligi merkezi sinir sisteminin néral iletim ve
akson tastyiciliginda enerji ihtiyacinin fazla olmasi ile dogru orantili olarak mitokondri
miktarinin fazla olmasi, ROT olusumunun artma ihtimalinin daha yiiksek olmasina
neden olmaktadir (Morato ve ark. 2014). Diger bir iligki ise mitokondrideki enzimlerin
caligmasi esnasinda demir iyonlarina ihtiya¢ duyduklari i¢in Fenton reaksiyonlart ile

ROT olusumunu artma ihtimali yiiksektir (Urrutia ve ark. 2014).

2.1.7.3.1. Kompleks I Aktivitesi Hasari
PH patolojisininde etkili olan ROT nin olusumda 6nemli kaynaklardan biri oldugu
diistiniilen kompleks 1 aktivitesinin aksakliginda ndronal apoptoza bagl hiicre igi

solunum yollarinda hasar olusmaktadir (Blesa ve ark. 2015). Mitokondri matrisi
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icerisinde kompleks I, II, 1ll, IV ve V ortak aktivitesi ile adenozin trifosfat (ATP)
tireterek hiicrenin kimyasal enerji ihtiyacin1 karsilamaktadir (Haelterman ve ark. 2014).
Parkinson hastalarinin subtantia nigralarinda komplex I aktivitesinde hasar oldugu
bulunmustur (Schapira ve ark. 1989). Parkinson hastalarmin sadece substantia
nigralarinda degil, frontal korteksindeki complex I aktivitesinde hasar meydana
gelmektedir (Parker ve ark. 2008). Kompleks I aktivitesinde azalma iskelet kaslarinda
(Blin ve ark. 1994), farkli beyin bolgelerinde (Mizuno ve ark. 1989), trombositlerde
(Krige ve ark. 1992), fibroblastlarda (Mytilineou ve ark. 1994), lenfositlerde (Yoshino
ve ark. 1992) bulunmustur. Kompleks | aktivitesinin bloke edilmesi sonucunde ROT
tiretimi artmaktadir ve bu artis kompleks I aktivitesinin tekrar bozulmasina sebep olur,
bir dongii i¢ine girilmis olur (Blesa ve ark. 2015). Parkinson hastaliginda mitokondrinin
fonksiyonunu anlamak i¢in yapilan ¢alismalardan birinde, madde bagimlilarindan yola
cikilarak yapilan ¢aligmalar sonucunda, kimyasal bir madde olan, disaridan alinan kan
beyin  bariyerini  gectigi  farkedilen MTTP  (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine), monoamin oksidaz tarafindan MPP+ ya dontismiistiir (Langston
1999). MPP" dopamin tastyicilar tarafindan substantia nigradaki dopaminerjik néronlara
aktarilmis ve MPP" mitokondride birikmeye baslamustir, burada complex I'e yapisarak
elektron transport zincirine zarar vermistir ve ATP iiretiminin azalmasina neden
olmustur (Mizuno ve ark. 1987). ATP {iretiminin azalmasiyla ROT miktarinda artis
meydana gelmistir (Haelterman ve ark. 2014), ayn1 zamanda glutamat
eksitotoksikasyonuna neden olmustur (Sherer ve ark. 2002). Rotenon, kompleks |
aktivitesine zarar veren baska bir maddedir. Lewy cisimcigi benzeri kalintilarda ve
proteinlerin oksidatif hasarinda rotenon zehirlenmesi katilim gostermektedir (Betarbet
ve ark. 2000). Toksinler tarafindan ortaya ¢ikan kompleks I aktivitesinin bloke edilmesi
mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir (Schapira 2010). ROT nin varligi, hiicrenin
oksidatif hasara kars1 verdigi tepkiyi diizenleyen lizozomal, proteazomal ve

mitokondriyal fonksiyonu etkiler (Cook ve ark. 2012).

2.1.7.3.2.Elektron Tasima Zinciri
Elektron tagima sistemi mitokondrinin en 6nemli fonksiyonu olan ATP sentezine
yardim eden bir zincir olarak mitokondrinin membranlar arasi boslugunda gerceklesir

(Perier ve Vila 2012).Hicre iginde kendi DNA'sina sahip bir organel olan
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mitokondrinin yapisal unsurlari i¢ membran, dis membran, iki membran arasi bosluk ve
mitokondri matrisidir (Winklhofer ve Haass 2010). Oksidatif fosforilasyon sisteminin
parcast olan 13 proteinini kodlamak i¢in her mitokondri kendi icerisinde kiigiik
genomlar igerir (Perier ve Vila 2012). Membranlar arasi boslukta bes tane protein
kompleksi yer almaktadir bu kompleksler elektron tasima sisteminde elektron iletimini
saglarlar; nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) dehidrogenaz kompleks 1'i olusturur
(Exner ve ark. 2012), siiksinat dehidrogenaz kompleks II'yi, ubiquinol sitokrom C
oksidorediiktaz kompleks III'ii, sitokrom C oksidaz kompleks IV'li, ATP sentezi
kompleks V'de gerceklesir (Golpich ve ark. 2016). NADH ubikinon oksidorediiktaz ve
FADHj; (flavin adenin dinucleotid) elektronlarinin, oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP
sentezinde, elektron tasima sistemi tarafindan iletimi sayesinde, i¢ membranda bir
proton gradyani saglanmaktadir (Subramaniam ve ark. 2013). Mitokondri matriksinden
gelen elektronlar1 karsilayan kompleks I, bu elektronlari membranlar arasi bosluktaki
elektron tagima sisteminde NADH ile katalizleyerek diger komplekslere iletir
(Subramaniam ve ark. 2013). Elektron tasima sisteminde kompleks I ve kompleks III'iin
aktivitesi ROT olusturan kiigiik birimlerdir ve solunum zincirinde elektron iletimi
sonucu olusan siiperoksit radikali, MnSOD (superoksit dismutaz 2) tarafindan hidrojen
perokside déniistiiriiliir (Murphy 2009). Bu durumda ortamda demir iyonu Fe** yiiksek
miktarda bulunmasi durumunda, Fenton reaksiyonu ile MnSOD'un olusturdugu hidrojen
peroksidi, hidroksile ¢evirir (Flynn ve Melov 2013). Mitokondride meydana gelen
hidroksil radikali, hiicresel kayipta oksidatif stresle mitokondriyal fonksiyon
bozuklugunun iligkisini gostermektedir (Nicholls 2008). Kompleks I hasarina rotenon
da etki etmekte ve mitokondride rotenon toksisitesi ile birlikte ROT olusumu
gerceklesmektedir (Wen ve ark. 2011) 6-hidroksidopamin (6-OHDA), bitki ilaglar1 da

Parkinson benzeri degisimlere neden olabilmektedir (Golpich ve ark. 2016)

2.1.7.3.3.Mitokondriyal Fonksiyon Bozuklugu ile Iliskili Genler

Parkinson hastalig ile ilgili yapilan hayvan modelleri calismalarinda a -siniiklein
yigilmasinin olusumunda, kompleks I aktivitesinin yok edilmesinin de etkili oldugu
goriilmiistiir (Sherer ve ark. 2002) . a-siniiklein néronlarin presinaptik terminallerinde

yiiksek oranlarda birikmistir, hem sporadic hem ailesel PH formlarinda a-siniiklein
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birikimi belirgin 6zelliktir (Goedert ve ark. 2013). Dopaminerjik néronlarda o-sintiklein
vahgi formunun birikimi kompleks I aktivitesinde azalma, ROT olusumunda artis
meydana getirerek, noral hiicre Olimiine neden olmaktadir (Martin ve ark. 2006).
Dopaminerjik noronlarda, dendritik oksidatif stresin artist a-siniiklein inkliizyonu
sonucu olusmaktadir (Dryanovski ve ark. 2013). Oligodendrositlerde o-siniikleinin
disaridan alinimini, birikimini ve oligomerizasyonunu oksidatif stress organize eder
(Pukass ve Richter-Landsberg 2014). PH ailesel formunun olusumda etkili olan DJ1
(Puschmann 2013), mitokondriyal kompleks I alt {initelerine yapisarak mitokondriyal
aktiviteye etki eder (Zhang ve ark. 2005). Hastaligin otozomal ¢ekinik formlarinda
mitokondride yerlesik mutant genler DJ-1 gibi veya disaridan yerlesen PARKIN
mitokondriyal aktiviteyi kontrol ederler, otozomal dominant alfa-siniiklein ve LRRK2
formlarinda ise bu genler mitokondri igerisinde yerlesmislerdir (Celardo ve ark. 2016).
PINK1 mutanti olan Parkinson hastalarinda mitokondride artmigs ROT, ATP sentezinde
azalma, mitokondri membran depolarizasyonunda azalma goriilmistiir (Celardo ve ark.
2016). ROT olusumda etkili olan NADPH oksidazlar, siniikleopati olusumunda
gorevlidir (Cztonkowska ve ark. 2012).
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Sekil 2.9: Parkinson Hastalifi Patogenezinde Etkili Oldugu Diisiiniilen Fizyolojik
Olaylar (Blesa ve ark. 2015).

2.1.7.4. Kalsiyum Sinyali

Ca?* nin noéronlarda, postsinaptik noronlarda ndorotrasnmiterlere verilen dendritik
cevaplarin diizenlenmesi, hiicre ¢ekirdeginde gen ekspresyonunu baglatma sinyalinin
verilmesi, presinaptik aksonlardan norotransmiterlerin saliniminin uyarilmasi gibi
fonksiyonlarla 6nemli gorevlere sahiptir (Brini ve ark. 2014). Hiicre i¢inde meydana
gelen olaylarin bilgileri kalsiyum iyonu yardimiyla taginr, Ca?* bir mesajct iglevi goriir.
Hiicre igindeki Ca?* konstantrasyonunun miktart iyonun sinyallerinin niteligini belirler

ve bu sinyallerin sonucuna bagli olarak hiicrelerin artis1 veya 6limii yoniinde hiicre
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icinde bir karar verilip tepki tiretilir (Cherubini ve Martins 2017). Hiicrenin canliligi i¢in
gerekli Ca?*’nin konsantrasyonunun Gneminden dolayi, konsantrasyon diizenlenmesi
icin iyi bir koordinasyon gereklidir. Iyon degistiriciler, Ca** tampolayan proteinler,
pompalar, voltaj ve ligand kapili kanallar Ca®" sisteminin parcalari olarak kalsiyumun
organellere, hiicre disina veya hiicre i¢i organel depolarina alimmi diizenlerler
(Cherubini ve Martins 2017). Néronlarda farkl ¢esitlerde Ca?* kanallar bulunmaktadir.
Cavl veya L-cgesit, Cav2 ve Cav3 izorformlaridir. (Hurley ve Dexter 2012). Cavl ve
Cav2 kanallar1 biiyiik oranda Ca’" iiretimine sebep olan yliksek depolarizasyon voltaji,
Cav3 ise diisiik voltajli, az miktarda Ca®* aktivitesi olusturur. SN dopaminerjik
ndronlarmin sinaptik bilgi girisi olmadiginda diisiik frekansl bir faaliyetleri ve otonom
faaliyetleri vardir ve bu ozellikleri ile diger ndron gruplarindan ayrilirlar (Grace ve
Bunney 1983). Kendilerine 6zgii bu ozellik sayesinde SN dopaminerjik ndronlari,
Cavl.3 kanal tipi tarafindan daha ¢ok Ca?* akinma maruz birakilirlar (Xu ve
Lipscombe 2001). Striatumdaki dopamin miktarimin ihtiyacinin ve miktariin
degismemesi i¢in  karsilanmast  otonom  pacemaker  aktivitesi  sayesinde
gerceklesmektedir (Surmeier 2007). Sitoplazma icinde Ca’* miktarnin devamli bir
bicimde artist mitokondriyal oksidatif stres olusturmaktadir (Guzman ve ark. 2010).
DNA’nin metabolik olarak enerji talebinin artmasinda, oksidatif stresin olusturdugu
mitkondriyal depolarizasyon veya eslesme bozulmasi etkili olmaktadir (Cherubini ve
Martins 2017). LRRK2’nin mutasyona ugramis formlarmin Ca?* miktarinda
degisiklikler yapip dendritlerde kisalma, mitokondriyal islev bozuklugu ve nevrit
agregasyonuna neden oldugu bulunmustur (Cherra ve ark. 2013). Cav kanal tiplerinden,
ozellikle Cav2’nin islevi lizerinde LRRK2’nin etkisi olmaktadir (Bedford ve ark. 2016).
a-siniiklein  voltaj kapili Ca?* aktivitesine etki ederek, Ca** homoestazini
degistirmektedir ve bunu hiigcre i¢i tamponlama sistemlerine engel olarak yapmaktadir.
Ca?* homesotazim dengede tutabilmek i¢in, islevini iyi yerine getiren bir mitokondriye
thtiya¢ vardir. Mitokondriyanin Ca?* ile olan iliskisinde meydana gelen hasarlarin PH
patogenezindeki  Onemini  vurgulayan ¢alismalar, PINK1 mutant geninin
ekspresyonunun mitokondriyal islev bozuklugu olusturmasmin bulunmasiyla ortaya
cikmigtir (Cherubini ve Martins 2017). ATP miktarinda azalma, membran
potansiyelinde yitim, mitokondrinin i¢ kismindaki kivrimli zarlarin boyutunda kii¢iilme,
Ca’* regiilasyonu ile iliskili mitokondriyal sorunlara érnektir (Marongiu ve ark. 2009).

PINK1 olmayan farelerle yapilan g¢alismalarda, dopaminerjik noéronlardaki hasardan
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daha 6nce Ca”" ile baslatilan gegirgenlige hassasiyet mitokondrilerde gézlemlenmis ve
bu olayin PH patogenezinde etkili olabilecegi ihtimalini olusturmaktadir (Akundi ve ark
2011).

2.1.7.5.inflamasyon

Parkinson hastaliginin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber, nigrostriatal
yolaktaki doparminerjik néron kaybina neden olan faktorlerden birinin inflamasyon
mekanizmalar1 oldugu disiiniilmektedir. Parkinson hastalarina sahip bireylerin
beyinlerinde, ROT miktarinda ve proinflamatuvar sitokinlerden TNF-a , IL-1, IL-6

miktarlarinda artis tespit edilmistir (Peterson ve Flood 2012).

Yaslanmaya bagli olarak gelisen norodejenerasyonda mikroglial aktivitenin artig
gozlemlenmis ve bunun inflamasyona neden olan etkenlerden biri oldugu ortaya
¢ikmistir (Ouichi ve ark. 2005). LRRK2 ve a-siniiklein mikroglia ve astrosit aktivitesini

uyararak inflamasyona neden olur ( Gillardon ve ark. 2012, Harms ve ark. 2013).

Mikroglial hiicreler merkezi sinir sistemi igerisinde yer alan, homeostaz, beyin
gelisimi, sinir hiicrelerinin olgunlagsmasi ve enfeksiyonlarin temizlenmesi (Paolicelli ve
ark. 2011), noral aglarin ¢aligmasina destek, 6grenme sonucu yeni sinaps olusumu gibi
fonksiyonlarda gorevleri olan bir makrofaj c¢esididir (Parkhust ve ark. 2013).
Parkinsonlu hastalarin substantia nigrasinda artmis microglial aktivite tespit edilmistir

(Lawson ve ark. 1990).

Normal bir sitoplazma iginde yer alan protein olan alpha siniikleinin yeterli salinimi
mikroglial aktivitenin diizenlenmesine katkida bulunabilir, alpha siniikleinin fazla
salinim1 sonucu mikroglial hiicrelerin fagositoz kapasitesinde islevsizlik meydana
getirerek TNF-alfa, IL-6, NO ve COX-2 miktarinda artis olusturur. (Zhang ve ark.
2016).
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Parkinson Hastalig1

Sekil 2.10 : Inflamasyonun Parkinson Hastaligi’ndaki rolii. (Joers ve ark. 2017).

Mikroglial aktivitenin artiginin baglattig1 bir dizi olay zincirinin ilk basamagi olan
ROT olusumu, transkripsiyon faktorii olan NF-kB ‘nin regiilasyonu yardimiyla TNF-a
ve IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinlerin liretimine neden olur (Peterson ve Flood
2012.) Bu sitokinler mikroglial hiicrelerin fagositoz mekanizmasina zarar verir. Normal
bir sitoplazma iginde yer alan protein olan alpha siniikleinin yeterli salinimi1 mikroglial
aktivitenin diizenlenmesine katkida bulunurken, o siniikleinin fazla salinimi mikroglial
hiicrelerin fagositoz kapasitesinde islevsizlik meydana getirerek TNF- a, IL-6, NO ve
COX-2 miktarinda artig olusturur. (Zhang ve ark. 2016). PH nin periferik dokularinda
ve kanlarinda TNF-a ve IL-6 fazla bulunmus ve bu miktar bize bu iki sitokinin PH i¢in

risk olusturdugunu gostermektedir (Tansey ve ark. 2007).

2.1.7.5.1. Tiimor Nekrozis Faktor Alfa (TNF-alfa)
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Infalamatuvar sitokin olan TNF-o aktif hale gelmis mikrogliya tarafindan salinmaktadir
(Wahner ve ark. 2007). TNF-o. immunoreaktif hiicreleri Parkinsonlu hastalarin
substantia nigralarinda bulunmustur (Boka ve ark. 1994) ve noral hiicrelerde patolojik
degisimlere neden oldugu bilinmektedir (Selmaj ve ark. 1988). TNF-a. -308 homozigot
varyantinin tasiyicalar1 arasinda PH icin yiikselmis bir risk bulunmustur, heterozigot
genotipte TNF-a -308 tasiyicilarinda PH olma ihtimali daha fazladir (Kriiger ve ark.
2000). TNF-a hiicre yiizeyinde kendine 6zgli reseptorler tasimaktadir. TNF-oo Nf-kB’yi
gliyada aktif hale getirerek, genlerin oksidatif strese dahlini gergeklestirerek ndronal
dejenerasyon mekanizmalarinin olusumunu tetikler (Rothwell ve ark. 2000). Wahner ve
ark.’nin yaptig1 bir ¢aligmaya gére TNF-a tek niikleotid polimorfimzlerinin rs18000629
homozigot genotipinin, pestisit niifuzu oldugu durumlarda PH riskini arttirmaktadir

(Wahner ve ark. 2007).

TNF-o’nin  promotdr bolgesinde -308 G/A polimorfik bolgelerinin  TNF-a’nin
yiiksek miktarlardaki tiretimi ile iliskili oldugu genetik alaninda yapilan calismalar
sonucunda bulunmustur. Iskemik inme grubuyla yapilan galismalar sonucunda TNF-c. -
308 G/A rs18000629 gen polimorfizminin néral koruyucu gorevi vardir (Kumar ve ark.
2016). TNF-a rs18000629 gen polimorfizminin PH ile iliskilendirildigi bir ¢alisma

bulunamamaistir ( Lee ve ark. 2016).

Mikroglial hiicrelerde fagositoz olusumunda a-siniiklein birikimlerinin hiicre zarina
yapismasinin etkili oldugu bulunmustur (Park ve ark. 2008). Hiicre disinda mikroglia o-
siniiklein temizligi yapmaktadir , a-Siniikleinin monomer veya oligomer formda olmasi

mikroglianin aktivitesini etkilemektedir (Lee ve ark. 2008).
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SEKIL 2.10. : Saglikli Mikrogliya ve Islevsiz Mikrogliyanin Olusumuna Etki Eden
Faktorler ve Saglikli ve Islevsiz Mikrogliyanin Neden Oldugu Olaylar (Labzin ve ark.
2011)

NOX2 gibi enzimlerin mikrogliayr harekete gecirmesiyle beraber, redoks
sinyalizasyonunun bagladig1 ve bunun sonucunda proinfalamatuvar cevap olugmaktadir.

Mikroglial aktivasyonun uyardig: sinyal yolaklarindan biri NF-kB sinyal yolagidir.

Noromelanin katelolaminerjik noronlarda sentezlenen bir pigment olarak
dopamin metabolitleri, oksitlenmis dopamin gibi katmanlar igerisinde barindirir
(Double 2012). Noromelanin pigmentinin dopaminerjik noronlarin oksidatif strese karsi
hassasiyetlerinin artmas1 sonucu olusan ndron kaybmma neden yol agmasiyla,
inflamasyona sebep olan mekanizmalarin olusmasinda etkili olmaktadir (Halliday ve
ark. 2005). Noromelaminin demir iyonuyla olan iligkisi oksidatif stress olusumunda
onemli rol oynamaktadir ve substantia nigranin koyu rengi, ndromelaninden

kaynaklanan dopamin oksidasyonu nedeniyle olmaktadir (Blesa ve ark.2015).
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2.1.7.5.2. Niikleer Faktor Kappa B (Nf-kB)

Inflamasyona neden olan genler promotdr bolgelerinde bir transkripsiyon faktorii olan
NF-kB i¢in baglanma yeri igermektedirler (Hayden ve Ghosh 2004). PH’nin substantia
nigralarinda glial hiicrelerin ¢ekirdeginde ve hiicre i¢i stvisinda NF-kB alt birimi olan p-
65 alt birimi bulunmustur (Ghosh ve ark. 2007). NF-kB’nin DNA’ya baglanirken
farklilik gésteren bes alt birimi bulunmaktadir ve bunlar  p65/RelA, RelB, cRel, p50
ve p52 olarak bilinmektedir (Hoffmann ve ark. 2006). NF-kB sitoplazma igin inaktif bir
konumdayken, hiicre i¢i ve disindan etki eden faktorler nedeniyle IkB kinaz
kompleksleri harekete gegtiginde, NF-kB salinimi baslar ve NF-KB hedef genlerden
baglandigi ¢ekirdege dogru harekete geger (Baldwin 2001). NF-kB alt birimlerinin
aktivitesi iki gesit sinyal yolaginin kontrolii sayesinde gergeklesir, ilki NEMO’ya bagl
kanonik yolak, ikincisi ise NEMO’dan serbest kanonik olmayan yolaktir (Mitchell ve
ark. 2016). NF-kB sinyal yolaklarindan kanonik yolagin dogrusal olmayan aktivasyonu
mikroglial aktivitenin yoniinii ve dopaminerjik nérodejenerasyonu, proinfalamatuvar
sitokinler olan TNF-a ve IL1B’y1 aktive ederek etkilemektedir (Joers ve ark. 2017).
NFKBL1 geni, 24 ekson ve introndan olusan 4g23-q24 kromozomunda yerlesik, 156 kb
molekiil agirligi ve 40.000 ile 323 bp liktir (Le Beau ve ark. 1992). NfkB proteinleri
DNA baglanmasi i¢in Rel Homoloji Alani barindirir (Brownell ve ark. 1986). NFkbl
geni ii¢ bolge barindirr, ilk bolge ekson 1 tarafindan kodlanan N terminali bolgesi,
ekson 2 ve 5 arasinda yerlesik ankyrin tekrar bolgesi, ekson 6’dan C terminalidir

(Okamoto ve ark. 1998).
2.1.7.5.3.Mikroglial Aktivite ve a-siniiklein Iliskisi

140 amino asit proteinden olusan o-siniiklein beyinde yiliksek miktarlarda
salgilanmaktadir (Iwai ve ark. 1995). Dopamin tasiyici diizenleme gorevi ile o-
siniiklein (Sidhu ve ark. 2004), norodejeneratif hastaliklara kars1 bir koruyucu olarak
‘sistein string protein alpha’ ile beraber ¢alisir (Chandra ve ark. 2005). a-siniiklein
diizensiz sarmallasma yapisindan dolay1, protofibril ve oligomerik hale gecisinde hasar
olusabilir (Uversky ve ark. 2001). Bu yeni olugsmus hasarl1 yapilar a-siniikleinin toksik
etkide bulunmasina neden olur (Emmanouilidou ve ark. 2010). a-siniiklein patolojik

yeni olusumlarina neden olan ubikutin ekleme, nitrasyon ve fosforilizasyon
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mekanizmalar1 dopaminerjik noronlarda dejenerasyon olusturabilmektedir (Anderson ve
ark. 2006).

Oksidatif
Stres

Parkinson
Hastalig1

Sekil 2.10.: Mikrogliayr aktif hale getirerek oksidatif stres ve inflamasyona neden olan

a-siniiklein, PH olusum siirecinde bu mekanizma icerisinde bir dongii olusturur.

Inflamasyon mekanizmalar1, PH patolojisine katkis1 olan farkli bir tepkidir. Olmiis PH
beyinlerinde ve PH sahip bireylerin beyin omurilik sivilarinda infalamatuar sitokinler
saptanmistir (Blum-Degen ve ark. 1995). Bu sitokinler dopaminerjik néronlarin
oliimiine yol agarak norodejenarasyon olustururlar (Prajapati ve ark. 2015). Insan
beyninde inflamatuvar yanit olusturan bir etki mikroglial hiicrelerin aktivitesi yoluyla
olugmaktadir (Soulet ve Rivest 2008). PH’nda ve PH modellerinde mikroglial
aktivitenin artmig oldugu bulunmustur (Barcia ve ark. 2004). Mikroglial aktivite
artisinin sebep oldugu infalamatuvar yanitin PH’na sahip bireylerdeki varligina bir kanit
da PET (positron emission tomography) sonuglarindan gelmektedir (Gerhard ve ark.

2006).
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Mikroglial aktivitenin dlizenlenmesine katilan  a-siniikleinin normal diizeylerde
mikroglia tarafindan salimimi goriilmektedir. (Zhang ve ark. 2017). Yapilan bir
calismaya gore BV-2 hiicrelerinde fazla miktarlarda a-siniiklein salinimi oldugunda,
COX-2 (cyclooxygenase-2), TNF-a, NO (nitrik oksit) ve IL-6 (interleukin-6) tiretimini
arttirarak,  hiicrelerin =~ fagositoz ~ 0zelligini  yitirmelerine neden  olmaktadir
(Rojanathammanee ve ark. 2011). Yiiksek miktarlarda TNF-a, IL-6, prostaglandinler ve
lipide bagli sinyal yolaklarindaki anahtar enzimler olan sitozolik fozfolipaz A2
(cPLAZ2), fosfolipaz 2 (PLD2) ve COX-2 iiretimine nedne olan ve de fagositoz etkisi
bozulmus, biiyiik yapida olan hiicreler, o-siniikleini degisime ugramis mikrogliada
goriilmektedir (Austin ve ark. 2006, 2011). Hiicre i¢i denge nedeniyle a-siniiklein
salimimi hep belli bir seviyede kalmalidir. Kiimelenmis ve kiimelenme olmamis o-
sinlikleinler beyin omurilik sivist igerisinde (Borghi ve ark. 2000) ve PH olan

insanlarinda kanlarinda bulunmaktadir (El-Agnaf ve ark. 2003)

Belirli miktarda o-siniiklein kullanarak mikrogliya, tehlike sonrasi tedaviye karsi
korunmak i¢in savunma gercgeklestirir, asir1 miktarda ve sekli bozulmus a-siniiklein ile
mikgrolia aktivitesi ¢ok artabilir (Zhang ve ark. 2017) . a-sintiklein ve mikroglia iliskisi
cift yonlii olarak hiicre disinda bu sekilde gerceklesmektedir. Mikroglianin bu sekilde
harekete gecirilmesi merkezi sinir sistemi i¢in zarar olusturmaktadir. Mikroglia o-

siniiklein tarafindan ¢ok farkli sekillerde harekete gecirilerek norotoksik etkiye neden

olabilmektedir (Zhang ve ark. 2017).

Farelere o-siniiklein eklenerek yapilan bir ¢alismada, néron o6limii ger¢eklesmeden
once, a-siniiklein uzun siire major doku uygunluk kompleksi (MHC) II- pozitif
mikrogliya {iretimine neden olmaktadir (Sanchez-Guajardo ve ark. 2010).
Proinflamatuvar sitokinlerin artmasi, mikroglial aktiviteyle beraber a-siniikleine bagli
noral 6liimde goriilmektedir (Chung ve ark. 2009). SH-SY5Y hiicrelerindeki mikroglial
zehirlenmede o-siniiklein ve interferon-y (IFN-y)’nun beraber c¢alismasi etkili
olmaktadir (Klegeris ve ark¢ 2018). o-siniikleinin patolojik c¢esitlerinin uyardigi
mikroglia tarafindan salgilanan IFN-y* mikrogliyanin etkinlestirilmesinde rol

oynamaktadir (Chung ve ark. 2009).
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Nitrik oksit sentaz (iNOS) tarafindan indiiklenen oksidatif stres ile, ROT ve NO
tiretiminin artmasi, etkin hale gelmis toksik etkili mikrogliyanin olugmasinda etkilidir
(Zhang ve ark. 2017). Oksidatif stres ve noroiflamasyon aralarindaki geri bildirim
mekanizmasi sayesinde birbirlerinin tesirini arttirarak nérodejenerasyona neden olurlar
(Zhang ve ark. 2017). Mikragliyanin etkinlestirilmesinde fagositoz ve lenfositlerin yer

degistirmesi ve sizmasida iligkilidir.

a-siniiklein mikrogliya tarafindan fagosite edilebilir, bunun igin en 1iyi Ornek
kiimelenmis insan a-siniikleininin, si¢anlarin mikrogliyalar1 tarafindan igsellestirilmesi
ve ‘otopagazomlar1’ hedeflemeleridir (Cao ve ark. 2012). Hiicre disindaki o-siniiklein
kiimelenmelerinin mikrgliya tarafdindan endositoza upramasi reseptorler tarafindan
yonetilen bir olaydir (Lee ve ark. 2008). TLR-4 (Toll Benzeri Reseptorler) hasarinin
sonucunda -bozulan mikrogliyal fagositoz, a-siniiklein temizlenmesinin az olmasina ve

yiiksek oranda norodejenerasyona neden olmaktadir (Fellner ve ark. 2011).

2.1.8.a-siniikleinin Aktiflestirdigi Yolaklar
2.1.8.1.Nf-kB Yolag1

Nf-kB bir heterodimer olarak 50 kDa (p50) ve 65 kDa (p65) alt1 birimlerinden olusur.
Sitozolde kendisine el koyan I-kB’ye baglanir, I-kB inhibe edeici bir proteindir (Hunot
ve ark. 1997). Nf-kB aktif hale geldiginde, baglandig1 I-kB kompleksinden ayrilir ve alt
birimleri (p50 ve p65) ¢ekirdege translokasyon yapar, DNA dizilerine baglanir (Hunot
ve ark. 1997).

Nf-kB yolag: a-siniikleinin aktive ettigi yolaklardan birisidir. RelA (p65), RelB, c-Rel,
p50/p105, p52/p100 Nf-kB ailesinin iiyeleridir ve Nf-kB bir sinyalleme modiilii olan
IkB’ye baglaninca aktivitesini yitirir (Zhang ve ark. 2017). Parkinson hastaliginda
mikrogliyal cevapta, Ikblkb transkripsiyonunun indiiklenmesinden kaynaklanan Nf-kB
sinyal yolagmin artmis aktivitesinin (Reynolds ve ark. 2008) a-siniikleine bagh
mikrogliyal aktivite sonucunda IkB indirgenmesinin (Kim ve ark 2013) oldugu
caligmalar sonucunda bulunmustur. IKK tarafindan fosforilasyonu gerceklestirilmis

IkB, ubikuitin ligaz sistemi tarafindan taninir ubukuitin pretinler eklenir ve yikima ugrar
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(Hayden ve Ghosh 2004). o-siniiklein tarafindan aktive olmus mikrogliya, Nf-kB
ailesinden p65 fazla miktarda igermektedir (Cao ve ark. 2012). Nitrat i¢eren a-siniiklein
(N-a-sintiklein) ile mikrigliyanin uyarimi sonucunda hiicre ¢ekirdeginde Nf-kB p50 ve
p65 miktarinda artis gozlenmistir, bu c¢alismada Western blot teknigi uygulanmistir.
(Reynolds ve ark. 2008, 2009). Sitoplazma igerisinde p65 protein miktarinda azalmasi
western blot teknigi ile yapilan farkli bir ¢aligmada goriilmiistiir (Reynolds ve ark.
2008). Nf-kB’nin zamansiz olarak etkinlestirilip salinmasi, o-siniiklein tarafindan
harekete gecirilmis mikrogliyal aktivasyon sonucunda olusabilmektedir ve bu zamansiz
Nf-kB salinimlari devam ederse, Nf-kB’ye bagli gen ekspresyonuna neden olmaktadir
(Nelson ve ark. 2004). Sicanlarin mikrogliyalarinda, Nf-kB’nin DNA’ya baglandig:
durumlar gézlenmis ve bu bulguya ilave olarak o-siniikleinin destegi de eklenmistir
(Lee ve ark. 2010). a-siniiklein tarafindan uyarilmis hale gelen mikrogliyada, Nf-kB
mikrodizileri incelendiginde, Nfkb1, Nfkb2, RelA gibi Nf-kB transkripsiyon faktoriiniin
alt birimlerini, Tnf, Ccl2, 116 ve Il11b gibi proinflamatuar sitokinleri kodlayan genlerin

ekpresyonunun arttigi bulunmustur (Reynolds ve ark. 2008).

2.1.8.2.MAPK Yolagi

Mitojenle etkinlesen protein kinazlar (MAPKs) ERK1/2, c-Jun N-terminal kinazlar
(INK/1/2/3) , p38 p38 (o/B/y/€), ERKS, ERK3/4 ve ERK7/8 gibi alt1 farkli siifiyla
mikrogliyanin harekete ge¢mesinde etkili olan baska bir yolaktir (Klegeris ve ark.
2008). MAPK, MAPK kinaz (MAPK) ve MAPKK kinaz (MAPKK) birbirleriyle
uyumlu ve ardisik bir diizen i¢inde hareket ederler (Kelegeris ve ark. 2008). Kiiciik
yapida olan G proteinlerine sinyal iletimi sonucunda etkin hale gelen ERK1/2 en bilinen
MAPK kinazdir ve G proteini aktivasyonu sonucu aktif hale gelen bir diger MAPKKK
strast da Raf kinazlardir (Kleregis ve ark. 2008).

2.1.8.3.Toll Benzeri Reseptorler

Mikrogliyal hiicrelerin Toll benzeri reseptorleri (TLR), patojene 6zgii genel paternlerin

(PAMP) farkina varirlar, kalitsal olan bagisiklik tepkisini Nf-kB ve MAPK yolaklarini
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etkinlestirerek baslatirlar (Jimenez-Dalmaroni ve ark. 2015). TLR’in harekete
gecirilmesinin sonucunda olusan tepkinin, o-siniiklein tarafindan daha once aktif hale
getirilmis mikrogliyanin TLR’in olusturdugu cevabi ozellikle TLR2/1 ve TLR7
tarafindan verilen cevaplart etkilemesiyle, kemokin ve IL-6 salinimi gerceklesmeye
baslamaktadir (Roodveldt ve ark. 2013). Proinflamatuvar bir mikrogliya icin TLR2
ozellikle gereklidir (Zhang ve ark. 2017). TLR2’nin mikrogliyanin uyarilip aktif hale

gelmesindeki etkisine bir kanit, Parkinson hastalarinin 6liim sonrasi yapilan yani
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Sekil 2.12.: a-siniiklein tarafindan yonetilen mikrogliyada, aktif hale getiren sinyal
yolaklar1 (Zhang 2017).
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postmortem calismalardan geldi ve hastalarin substantia nigralarinda CD68-pozitif

amoeboid mikrogliyada ile lokalize oldugunu bulunmustur (Doorn ve ark. 2014).

a-siniikleini hiicre disinda taniyarak proinflamatuvar cevabin olusmasi i¢in bir dizi sin
yali basglatan TLR4, a-siniiklein tarafindan uyarilan mikrogliyal aktiviteye katki
saglayan bir reseptordiir (Zhang ve ark. 2017). TLR4’iin olmadig: farelerin mikrogliyal
hiicrelerinde, a-siniiklein tedavisi ile Nf-kB niikleer translokasyonu olugsmadigi bulundu
ve buna ilave olarak ¢alismanin kontrol grubunda, ROT iiretimi, TNF-a, IL-6 ve
kemokin saliniminin engellendigi bulunmustur (Fellner ve ark. 2013). TLR4’iin bir
baska etkisi ise mikrogliyal fagositoz yoluyla a-siniikleinin ortamdan uzaklastirilma
ihtimalini arttirmasidir ve de a-siniikleinin ¢ok miktarda saliniminin oldugu farelerde,
TLR4’lin baskilanmasinin, hiicre disindaki a-siniikleinin fagositozunu bozdugu
bulunmustur (Fellner ve ark. 2013). Biitin bu olaylar norodejenarasyona ve o-

siniikleinin ortamdan uzaklastirilmasinda azalmaya neden olmaktadir (Stefanova ve ark.

2011).
2.1.8.4.CD36, FcyR Reseptorleri

TLR’ler haricinde a-siniikleinin mikrogliya aktivasyonuna katilan bir bagka grup
reseptor CD36, FcyR, Mac-1 (makrofaj antijen-1 reseptor), EP2 (Prostaglandin E2
reseptor tipi), P2 x 7R (purinerjik reseptor P2X, liganda bagl iyon kanali 7) olarak
bilinmektedir ( Zhang ve ark. 2017). CD36 reseptorleri adeta bir ¢opgili vazifesi yapan
reseptorlerdir ve yonettigi faaliyetler adezyon, endositoz, yag metabolizmasi, konaklara
kars1 koruma, sinyal vermedir (Husemann ve ark. 2002). a-siniikleinin fagositoznunu
yaparak mikrogliyal aktivasyona katki saglarlar. Bagka sinyalleme molekiilleri o-
siniikleinin mikrogliyal aktivasyonuna katkisi olduguna bir kanit, CD36-/- mikrogliyal
kiiltlirlerinin sadece bir kisminin ERK1/2 aktivasyonu ile inflamatuvar yanit tarafindan

bloke edilmistir (Cao ve ark. 2012).

2.1.9. Parkinson Hastalig1 Benzeri Dejenerasyon Modellerinde Mikrogliyoz

Parkinson hastaligina bagli noérodejenerasyona neden olan aktif hale gelmis

mikrogliyanin olusmasinda yanlis katlanilan proteinlerin katkis1 oldugu bilinmektedir.
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Mikrogliyanin norodejenerasyondaki roliinii daha iyi anlayabilmek i¢in hayvan
modellerinden yararlanilmaktadir (Joers ve ark. 2017). Lezyonlu bolgelerde MPTP ve
6-hidroksidopamin (6-OHDA) mikrogliyal aktivite artisina neden olmaktadir.
Lipopolisakkaritler (LPS), inflamatuvar sitokinler, a-siniiklein proinfalamatuvar etkide
bulunmak amaciyla kullanilan diger modellerdir. Her bir modelin mikrogliya
aktivitesini uyarma miktar1 ve mikrogliyanin her bir modele verdigi tepkinin siiresi
digerlerinden farklidir (Joers ve ark. 2017).

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

Substantia nigralart HLA-DR ile boyanmis tepkin mikrogliyalar1 olan MPTP enjekte
edilmis maymunlarda, MPTP yoklugunda bile devam eden microglial aktivite
goriilmektedir (Barcia ve ark. 2004). MPTP modellerinde, PH patolojisinde yer alan
belirtilerin ve noérodejenerasyonun ortaya ¢ikmaya baslamasi ve hastaligin ilerleyici
seyrinin tetiklenmesi, MPTP yiiksek dozlarda verildiginde noropatolojinin daha da ¢ok
belirmesi son yapilan ¢alismalarda goriilmektedir (Rodriguez ve ark. 2007). MPTP
modellerinin bir avantaji, hastalifin erken evresinde, koku alma bozuklugu gibi motor
olmayan semptomlarin ortaya ¢iktigt bir donemde, heniiz substantia nigrada
dopaminerjik néron kaybi olmamisken, microgliyal aktivitenin etkilerini gostermesidir

(Rodriguez v ark. 2007).

2.1.9.2. 6-Hidroksidopamin (6-OHDA) Modelleri

Striatum ve substantia nigraya 6-OHDA’nin enjeksiyonu sonucunda microglial
aktivitenin tetiklendigi gozlemlenmistir, bu aktivasyon nérodejenerasyondan daha dnce
olugsmaktadir (Marinova-Mutafchieva ve ark. 2009). Norotoksin madde aksonlara
verildiginde, mikrogliyoz substantia nigrada es zamanli olarak, striatal ndronlarin

terminallerinde dejenerasyona neden olmaya baslamistir (Walsh ve ark. 2011).
2.1.9.3. Liposakkarid (LPS) modelleri

Inflamasyonla tetiklenen dopaminerjik néron kaybini arastirmak i¢in kullanilan LPS
modellerinde, periferik veya substantia nigra i¢ine verilen LPS, mikrogliyanin ytiksek

miktarda aktivasyonuna ve dopaminerjik yolaktaki néron kaybindan 6nce gerlesen ve
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bu kayba neden olan proinflamatuvar transkripsiyon faktorlerinin salinmasina neden
olmaktadir (Castano ve ark. 1998). Enjekte edilen LPS miktar1 dejenerasyonun
ertelenmis, ilerleyici veya hizli olup olmayacagini belirler (Joers ve ark. 2017).
C57BL/6 fare ve siganlarda substantia nigra igerisine verilen LPS sonucunda ¢ok hizl
bir bicimde mikrogliyal aktivasyon ve takip eden yedi giin igerisinde dopaminerjik
noron kaybi gerceklesmis, bir yil boyunca kayip devam etmistir (Arai ve ark. 2004).
LPS modelleri gostermistir ki néroinflamasyon noral kayiba neden olan bir dizi olaylari
active eden bir baslatic1 ve ayn1 zamanda kendi basina da noral kayip olusturan bir

mekanizmadir (Joers ve ark. 2017).
2.1.9.4. a-siniiklein Modelleri

Parkinson hastalarinda goriilen a-siniiklein patolojisi yani a-siniikleopati olusturmak
amaciyla kullanilan modellerdir (Dawson ve ark. 2010). Parkinson hastaliginin erken
donemlerindeki patoloji  olusturan hiicresel mekanizmalarin incelenebilmesini
saglamasi, hiicrelerin islev sorunlarini gosterebilmesi nedeniyle a-siniiklein modelleri
tercih edilmektedir (Chesselet ve ark. 2012). Bir inflamatuvar sitokin olan TNF
miktarinda artis ve mikrogliyada aktivide olusumu ve bu artisi, Thy-1 o-siniiklein
sicanlarinin  substantia nigra ve striatumlarinda erken ve ilerleyici bir bigimde
goriilmektedir (Watson ve ark. 2012).Kemirgenlerinde beyinlerinde a-siniikleinin
mutant veya farkli ¢esitleri mikrogliyanin aktivitesine farkli miktarlarda etki etmektedir

ve dopaminerjik ndron kaybi olmasa bile, aktif hale gelmis mikrogliyanin fenotipini

belirlemektedir (Barkholt ve ark. 2012).
2.1.9.5. LRRK2 Modelleri

PH’nin ileri evrelerinde, infalamasyonun neden oldugu dopaminerjik néron kaybi i¢in
kanit olusturan LRRK2 mutasyonu tasiyan hiicre veya fare modelleridir (Joers ve ark.
2017). Patolojik bir tablo icerisinde LRRK2 ekspresyonu sonrasi, aktif hale gelmis
mikrogliyada reseptor sayilari arttirilirken, LRRK2’nin ortamdan ¢ikarildigi veya inhibe
edildigi durumlarda, tam anlamiyla bir inflamatuvar yanit olugsmasi engellenirken, Nf-
kB transkripsiyon faktorii aktivitesinde azalma, mikrogliyanin morfolojik aktivitesinde
azalma, inflamatuvar sitokinlerin iiretiminde azalma, mikrogliyanin fagositik ve

kemotaktik aktivitesinde azalma goriilmektedir (Kim ve ark. 2012). PH’nin farkh
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formlar1 olan idiyopatik ve genetik PH’nda, LRRK2’nin yanlis anlam mutasyonlari,
hastaligin olugmasinda en belirgin sebep olarak goriilmektedir (Healy ve ark. 2008).
G2019S LRRK2 mutasyonu klinikte en ¢ok karsilasilan dominant olarak aktarilan
PH’dir, kinaz aktivitesinin yiiksek miktarlarda artmasina baglidir (Paisan-Ruiz ve ark.
2004). LRRK2 PH modelleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda, genetigi degistirilmis
mutant farelerde, LRRK2’nin engellendigi durumlarda, miyeloid hiicrelerin
stiziilmesiyle  dopaminerjik néron kaybi olusmasi durdurulmus, ayni zamanda
LRRK?2’nin yiiksek miktarda ekspresyonu, infalamatuvar tepkiyi olusturarak bu tepkiyi
PH i¢in temel bir neden olarak ortaya c¢ikararak noral hasara sebep olmustur
(Brockmann ve ark. 2016). Inflamasyonda aktif olan transkripsiyon faktorii Nf-kB,
substanti nigradaki dopaminerjik néron hasarina neden olmasi nedeniyle, c-Rel mutant
geni tastyan farelerde kullanilan iyi bir model olmaktadir (Baiguera ve ark. 2012). Yasa
bagl olarak ilerleyen PH seyri ortaya cikan c-Rel KO fareleri, substantia nigra
icerisinde yer alan hiirecelerde CD11b sahibi mikrogliyanin aktif olmasiyla, yanlis
kiimelenmis a-siniiklein birikimi olusturup, ndrodejenerasyon gelistirirler (Joers ve ark.

2017).

2.1.10.Pro-Infalamatuar ve Anti-Inflamatuar Mikrogliya

Farelere intravendz olarak periferik kemik iliginden iiretilen hiicrelerin verildigi MPTP
modellerinde, MPTP, dopaminerjik néron bakimindan zengin olan striatumun 6n, arka
ve orta taraflarinda mikrogliyal aktiviteti ¢ogaltmis ve bunun sonucunda fagositozik
CD68 isaretleyicisinin salinimina hastaligin ileri evrelerinde neden olmaktadir
(Rodriguez ve ark. 2007). Dopaminerjik noronlarin yakininda bulunan mikrogliya
gruplarinin sebep oldugu ndrodejenerasyonla CD68’e karsi reseptdrlerin arttirilmast

iliskilidir (Kurkowska-Jastrzebska ve ark. 1999).

Inflamatuvar tepki olusumu i¢in ana diizenleyici olan Nf-kB transkripsiyon faktorii i¢cin
genler, sitokinler, kemokinler ve proinflamatuvar enzimler DNA’larinda baglanma yeri
igerirler (Hayden ve Ghosh 2004). Nf-kB alt iinitesi olan p65’in gii¢lii bir bi¢imde
salimimi, PH’nin substantia nigralarinda ve MPTP enjekte edilmis farelerin mikrogliyal

hiicre ¢ekirdeklerinde ve sitoplazmalarinda goriilmektedir (Ghosh ve ark. 2007). TNF-a
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ve IFN-y miktarlarinda artis PH’nin beyinlerinde, norotoksik madde MPTP verildikten
yillar sonra bile goriilebilmektedir (Ghosh ve ark. 2007). TNF dominant negative
varyantlarin kullanilmasiyla yoluyla TNF’in ¢oziinmesinin bloke edilmesi sonucunda
dopaminerjik  néron  6-OHDA  zehirlenmesinden  kurtarilmistir,  TNF’in
norodejenerasyondaki roliine iyi bir drnektir (Harms ve ark. 2011). MPTP uygulamasi
ile beraber, iNOS seviyesinin artmasi sonucunda, aktif hale gelen mikrogliya, IL-1b,
TNF ve IL-6 gibi sitokinlerde artisla beraber bu modellerin erken evrelerinde
goriilmektedir (Bian ve ark. 2009). Hayvan modellerinin tamaminda elde edilen veriler
aktif hale gelmis mikrogliyanin ve bunun sonucunda olusan inflamatuvar cevabin
hastaligin erken evrelerinde meydana geldigini ve mikrogliyanin hastaligin ileri
evrelerinde fagositik ve CD68 salinimi yapan fenotipini olusturdugunu gostermektedir

(Joers ve ark. 2017).

Mikrogliyada anti-inflamatuar isaretleyicilerin oranim1 azaltan ve pro-inflamatuar
isaretleyicileri arttiran MPTP’nin devamli uygulanmasi sonucunda hastaliginin seyrini

devam ettiren ve hizlandiran inflamatuar aracilarm etkinliginin arttigi gozlenmistir

(Pisanu ve ark. 2014).

COX-2 ve iINOS gibi inflamatuar sitokinlerin salinimi parkinsonlu farelerde artmis olup,
substantia nigrada IL-4, CD206, YM-1, Arg-1 ve FIZZ-1 gibi anti-inflamatuar
sitokinlerin miktarinda azalma goriilmektedir ve bu degisiklikler toksik maddelerin
olusturdugu ndrodejenerasyonu i¢in bir kanit olusturmaktadir (Pisanu ve ark. 2014).
PH’nin erken donemlerinde pro-inflamatuar ve anti-inflamataur mikrogliya goriilmekte,
hastalik ilerledik¢e ileri  evrelerde, pro-inflamatuar —mikrogliya doniisiim

gerceklesmektedir (Joers ve ark. 2017).
2.1.11.Mikrogliya Aktivasyonunda Nf-kB’nin Roli

Nf-kB’nin artmig faaliyeti pro-infalamatuar mikrogliyanin aktiflesmesine sebep
olmaktadir ve siirekli bir Nf-kB aktivasyonu ilerleyici ndrodejenerasyona katki
saglamaktadir (Ghosh ve ark. 2007). Nf-kB yolaklarinin bloke edilmesi sonucunda,
inflamatuar tepki baskilanip, ndronlar1 korumaya yonelik bir aktivite zincirinin olustugu
gozlenmektedir (Flood ve ark. 2011). Nf-kB ayn1 zamanda ndronlarin hayatta kalmalari
icin verdikleri miicadeleyi destekleyicidir, Nf-kB’nin tam olarak genel islevi ile ilgili bu

ayrim kesin degildir (Mattson ve ark. 1997).
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Inflamatuar sitokinler, biiyiime faktorleri ve efektdr enzimlerin salinimini diizenleyen,
bagisiklikta gorev olan reseptdrlerin uyarilmasi gibi gorevleriyle Nf-kB ndronlarda ve
glial hiicrelerde ekspresyonu gergeklesen, gliada daha iyi Ozellikleri ortaya koyan bir
transkripsiyon faktoriidiir (Grinberg-Bleyer ve ark. 2015). Nf-kB hiicre i¢i homeostaz
icin gereklidir, ve IkB ailesi proteinleri grubuna dahil olarak normal sartlarda
sitoplazma icinde pasif bir bigimde durur, disaridan gelen uyaricilar IkB kinazlar da
(IKK kompleksi) aktivasyona neden olur ve daha sonra, IkB’yi fosforilize ederek Nf-
kB’nin serbest kalmasini saglar ve Nf-kB’nin hedef genlerin promoter veya gii¢lendirici
bolgelerine baglanir ve ¢ekirdege translokasyon gerceklestirmesine sebep olur (Baldwin
2001). Nf-kB’nin iki gesit yolagi vardir; klasik yolak ve alternatif yolak (Bonizzi ve
Karin 2004). IKKp alt initesi (NEMO) aktivasyonuna neden olan TNF veya LPS
miilekiillerinin reseptorlere baglanmasi, Nf-kB dimeri p65/p50 veya p65/c-Rel’in
¢ekirdege translokasyonu sonucu aktif birer pro-inflamatuar gene transkriopsiyonunun
gerceklesmesi klasik yolaktir (Grinberg-Bleyer ve ark. 2015). Alternatif yolakta
gordiiklerimiz ise, Nf-kB uyaricilar1 olan LTP, BAFF ve CD40’in reseptorlere
baglanmasinin IKKo alt {nitesinin aktivasyonunu baglatmasi ve bu aktivasyonun
haberci IkB proteini olan p100’iin, RelB ile beraber g¢ekirdekte yer degismesine ve
dimerizasyonuna neden olan p52’ye proteazomal islemini gerceklestirir (Joers ve aerk.
2017). Nf-kB’nin klasik ve alternative yolaklar1 PH’inda olusan nérodejenerasyonda ve

mikrogliyanin polarizasyonunda giiglii bir uyaran olarak gorev almaktadir (Fellner ve

ark. 2013).

{14

Aktif Mikrogliya

RGS10 Nf-kB
RNF11 - Aktivasyonu
NEMO Inhibitorii

TNF & IL1B

Sekil 2.13. : Parkinson Hastaligi hayvan modellerinde Nf-kB & Mikrogliya Iliskisi
(Joers ve ark.2017
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2.1.11.1. G-Protein Sinyalizasyon-10 Regiilatorii (RGS10)

Nf-kB aktivitesi i¢in olumsuz bir diizenleyici olan GAP (GTPaz active edici protein),
inflamatuar tepkide mikrogliya ve makrofajlar arasindaki polarizasyonu saglar (Fellner
ve ark. 2013). RGS10 olmayan farelerde mikrogliya aktivitesinde artis, LPS
modellerinde mikrogliya ve makrofajlarda pro-inflamatuar aktivite, dopaminerjik
noronlarda artmis sitotoksisite, anti-inflamatuar fenotip isaretleyicilere karsi artan
inflamatuar sitokin miktar1 goriilmektedir (Lee ve ark. 2013). RGS10 olmayan
modellerin mikrogliyalarinda, dinlenme halinde ve TNF tarafindan uyarilmis
durumlarda, Nf-kB alt iiniteleri olan p50/p65 miktarlarinda artig goriilmektedir ve bu
artis alternatif yol ftizerinde hakim olan kanonik yolak ve bozulmus Nf-kB
regiilasyonunu isaret etmektedir (Lee ve ark. 2011). RGS10 gen transferi sonucunda,
sicanlarin substantia nigralarinda mikrogliyoziste azalma ve dopaminerjik néronlarin 6-

OHDA’ya baglh zehirlenmesi 6nlenmistir (Lee ve ark. 2011, 2013).
2.1.11.2. RNF11 (Ring Finger Protein 11)

Nf-kB sinyal yolaginda negative diizenleyici olan RNF11, A20 ubiquitin diizenleme
kompleksiyle birlikte, ndronlara ve mikrogliaya dolayl olarak etki etmektedir (Dalal ve
ark. 2012). RNF11 salimimi ile Nf-kB aktivitesi birvirleriyle ters orantili olarak hareket
eder, RNF11’in bloke edilmesi inflamatuar maddelerin {iiretilmesini tetikler, Nf-kB
aktivasyonunu arttirir, inflamasyon sonucu olusan sitotoksisiteye sebep olur (Dalal ve
ark. 2012). LPS tarafindan tetiklenen zehirlenmelere karsi, RNF11’in artan ekspresyonu
koruyucu goreve sahiptir, RNF11 inflamatuar tepkiyi bastirir (Dalal ve ark. 2012).
p65RelA niikleer translokasyonunun gii¢clenmesi, inflamatuar cevabin artisi, TNF

tarafindan uyarilan hiicrelerde goriilmektedir (Pranski ve ark. 2013).
2.1.11.3. NEMO (Niikleer Faktor Kappa B Temel Modiilatorii)

IKKp’larn katalitik aktivitesini ve pS0/p65 Nf-kB heterodimer aktivitesini bloke eden
NEMO inhibitérii compound A (May ve ark. 2010), dopaminerjik néron kaybini LPS
ile aktif hale getirilmis mikrogliya ve p65 translokasyonu ile pro-inflamatuar
sitokinlerin iiretimini inhibe ederek saglamaktadir (Zhang ve ark. 2010). Substantia
nigrada microglial aktivite ve Nf-kB aktivasyonunu azaltan, MPTP enjekte edilmis fare

ve maymunlarda motor performansi arttiran, nigrostriatal ndronlar1 koruyan ayni
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zamanda inflamatuar molekiillerin iiretimini durduran IKK, NEMO baglanma alanin
(NBD) hedef olarak belirleyen peptittir (Ghosh ve ark. 2007).

2.1.11.4. Toll Benzeri Reseptorler ve Nf-kB

Tip 1 transmembran reseptorii olan Toll benzeri reseptorler (TLR), hiicre disinda LRRs,
hiicre i¢inde Toll/IL-1 reseptorii yani (TIR) sinyal bolgesi igerir (Tiwari 2017). PAMP,
TLR’leri aktif hale getirir (Akira ve Takeda 2004). LPS, lipoproteinler, viral ve
bakteriyel niikleik asitler, flagellin molekiilleri tarafindan uyarilma sonucunda, TLRs
inflamatuvar kemokinler, mediatérler, hiicre adezyon molekiillerinin salinimini
arttirarak bir dizi sinyal yolaginin aktif hale gelmesini saglar (Banerjee&Gerondakis
2007). TLRs faaliyetleri, dopaminerjik néronlar1 hasariin olusum stirecinde aktif hale
gelmis mikrogliyada fazla miktarda bulunmus tur (Tiwari 2017). Nf-kB’nin kanonik
yolagi TLR tarafindan uyarilir, Nf-kB bazi proinflamatuvar sitokinlerin salinimina
neden olan hiicre ¢ekirdegine translokasyon gerceklestirir (Yamamoto ve ark. 2003).
Uyarilmis ve ekspresyonu artmis inflamatuvar sitokinler mikrogliyadan ortama
salindiginda, SNpc igerisinde oksidatif stresi arttirarak dopaminerjik noronlarin hasarina

neden olur (Tiwari 2017).
2.1.12. Immiin Sistem Diizenleyici Ilaclar ve Mikrogliya

PH’nin tedavisinde farkli mikrogliya fenotiplerinin aktivitesinin inhibe edilmek yerine,
diizenlenmesinin tedavide daha basarili olacaginin kabulu (Tansey ve Goldberg 2010)
mikrogliyanin immiin tepki {izerindeki diizenleyici etkisinin yapilan c¢aligmalar
sonucunda ortaya cikmasiyla gerceklesmistir. Pro-infalamatuar mikrogliyanin ndral
kayiba neden olan tepkiyi olusturmasi, anti-infalamatuar ilaglarin PH i¢in degistirici
birer unsur olarak kullanilmasina yol acmistir (Bower ve ark. 2006). PH nin farkh
hayvan modellerinde PPAR-y agonistlerinin kullanilmas1 koruyucu etki olusturmaktadir
(Carta ve ark. 2011). PPAR-y niikleer hormon reseptor ailesi {iyesi olarak makrofajlar,
lenfositler, periferik immiin hiicreler, mikrogliya, oligodendrositler, astrositler
tarafindan ekspresyonu yapilir (Bernardo ve ark. 2000). PPAR-y , anti-inflamatuar
yarart arttirir ve bunu zararli makrofajlari inhibe ederek, pro-inflamatuar ve anti-

inflamatuar sitokinlerin aktivitesini diizenleyerek (Odegaard ve ark. 2007), pro-
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inflamatuar sitokinleri baskilayarak, anti-inflamatuar sitokinleri harekete gegirerek,
antioksidan enzimler i¢in CD36 reseptorleri arttirarak gerceklestirmektedir (Ballesteros
ve ark. 2014). Dopaminerjik néronlar igin koruyucu etki gosteren MPTP kullanilarak
test edilen modellerde minosiklinin anti-inflamatuar cevabi tetikledigi erken evreli
PH’inda bulunmustur (Du ve ark. 2001). PH MPTP modellerinde, minosiklin
antiflamatuar ve koruyucu aktivite gosteren baska bir ilagtir (Du ve ark. 2001).
Kannobioidler, sinyal iletiminde diizenleyici olarak gorev alarak ndrotrasmiterlere
yardim ederler ve anti-inflamatuar etkileri vardir (Giuffrida ve ark. 1999).
Kannabioidlerin etkisi reseptor tipine gore farklilik gostermektedir, CB1 bazal
gangliyada motor hareketler i¢in 6nemliyken, PH’ nin substantia nigralarinda aktif hale
gelmis mikrogliyada, CB2 reseptor tipinin miktarinda artig bulunmustur (Gomez-Galvez
ve ark. 2015). TNF-a, IL-1, IL-6, IL10 gibi sitokinlerin miktarinda, mikrogliyal

hiicrelerdeki CB2 antagonizmi ile azalma goriilmektedir (Reiner ve ark. 2015).
2.1.13. Polimorfizm Tanimi ve Yararlar

DNA {izerinde genetik hastaliga neden olmayan her yiiz baz ¢iftinde bir ortaya ¢ikabilen
suskun niikleotid degisimleri polimorfizm olarak adlandirilmaktadir (Washizu ve ark.
1998) . Polimorfizmler tekli baz degisiklikleri seklinde olabildigi gibi parga kayb1 veya
eklenmesiyle de olabilir (Lentsch ve ark. 1998). Siklikla DNA yapisinda protein
kodlamayan bolgelerde goriilmektedir (Messer ve ark. 1991). Protein kodlayan
bolgelerde ise polimorfizm gergeklesme siklig1 daha diisiiktiir (Wahizu ve ark. 1998).
Polimorfizm saptanmasi restriksiyon enzimlerinin kesme boélgelerinin olmasi veya
olmamasi ile saptanabilmektedir. Bu islem sonucunda DNA farkli uzunlukta pargalara
kesilir, bu islem “Restriction Fragment Length Polimorphism”, “Kesim enzimi uzunluk
polimorfizmleri” (RFLP) olarak adlandirilir (Messer ve ark. 1991).

DNA polimorfizmi kullanim yararlar1 su sekilde siralanabilir doku tiplemesi, gen
klonlamasi, kalitim caligmasi ve gen haritalanmasi, yapisal heterozigotluk kaybinin
incelenmesi (LOH), prenatal tani, enfeksiyon ajanlarinin (bakteriler, viriis)
birbirlerinden farkliliklarinin belirlenebilmesi, babalik/akrabalik tayini (Jakubowski ve

Labrie 2017).
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2.1.14. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Niikleik asit te belli bir bolgeninm ic¢inde baz degisimlerinin saptanmasinda diger bir
kullanilan yontem gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyon yontemidir (PCR). Ticari
olarak uygulanan ii¢ farkli yontem vardir ; Light Cycler (Roche), Tagman (PE
Biosystem) ve iCycler (BIO-RAD)’dir (Heid ve ark. 1996).

Light Cycler sisteminin uygulanmasinda ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresan
veren boyalar kullanilmaktadir. Cogalmaya bagli DNA’daki artig ile floresan miktari
Olclilmektedir. LightCyclerin diger bir uygulama sekli hedefe 0zgli problar
kullanilmasidir. Problardan biri 3’ ucundan floresan boya isaretli, digeri 5° ucundan
alic1 boyayla isaretlenmigstir. Problar hedef bolge iizerinde birbirine yakin bolgelere
baglanmakta, iki boyanin yan yana gelmesiyle ikinci boya {lizerinde alict boyayi

etkileyerek floresan olusumuna yol agmaktadir (Kubista ve ark. 2006)

Tagman sisteminde 5’ 3’ uglarindan floresan isaretli prob kullanilmaktadir. Probun 5’
ucunda florokrom, 3’ ucunda ise baskilayici florokrom bulunmaktadir. Prob tek sarmal
haline getirilen hedef dizi lizerinde primerlerin baglanma bolgesinin arasinda kalan
DNA bolgesine baglanirlar (Morris ve ark. 1996). Prob ile hedef molekiil arasinda
meydana gelen baglanma devam ettigi siirece florokrom maddenin sinyal olusturmasi 3’
uctaki florokrom tarafindan baskilanir. Primerlerin hedef molekiile baglanmasini
izleyen asamada Taq DNA polimeraz enzimi 5’->3’ niikleaz aktivitesini kullanarak
probu 5’ uctan yikmaya baslar. Bunun sonucunda florokrom serbest hale geger ve sinyal
olusur. Bu calisma ile hem sayisal sonug verilebildigi gibi hedef bolgedeki mutasyonlar

saptanabilmektedir (Holland ve ark. 1991).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Katilimcilarin Belirlenmesi

Bu calismaya goniillii olarak katilan katilimcilar Haydarpasa Numune Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Noroloji Klinigi’'ni tarafindan izlenilen 89 adet Idiyopatik
Parkinson Hastas1 (64,44+10,9; 39 kadin 50 erkek) ile yaslar1 ve cinsiyetleri
eslestirilmis 85 kisilik saglikli kontrol (63,4248,2; 36 kadin 49 erkek) grubundan
olusmaktadir (p>0,05).

Idiyopatik PH tanis1 Parkinson Hastalig1 Dernegi Beyin Bankas: (Birlesik Krallik)
kriterlerine uygun olarak konulduktan sonra, katilimcilar aragtirma ile ilgili olarak
bilgilendirilmis, katilimecilarin goniillii onayr alindiktan sonra, Goniilli Onay Formu
doldurulmustur. Katilimcilarin PH tanis1 almalart i¢cin  bradikineziye ilave olarak
tremor, rijidite ve postural instabiliteden en az birine daha sahip olmas1 gerekmektedir,
PH’ndan c¢ikarilma kriterlerinde tekrarlayan inme, kafa travmasi, MPTP maruziyeti,
Babinski izleri, ensefalit gibi bulgular vardir, hastalar bunlara sahip olmamalidir

(Hughes ve ark. 1992).

3.1.1. Katilimcilarin Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri

= ki veya daha fazla Parkinsonizm bulgusu (tremor, bradikinezi, rijidite, postural
refleks bozulmasi).

= Idiyopatik PH tanis1 almis olmak

3.1.2. Katilimcilarin Arastirmaya Dahil Edilmeme Kriterleri
» Inme ge¢misi, iskemik atak, hipertansiyon, frengi, ensefalit, serebral tiimér,
alkol bagimliligi, seker hastaligi, biling kaybina neden olan kafa yaralanmasi
* Parkinson hastaliginin bulgulariyla Ortlismeyen herhangi bir norolojik bulgu
(serebral sinyaller, supraniikleer gaze palsi, okiilojirik krizler)
* Parkinson hastaliginin haricinde Akut konfiizyel durum ile baglantili her tiirlii
hastalik

* Gecmis birkag ay igerisinde kullanilan néroepilektik ila¢ veya ameliyat varligi
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3.1.3. Kontrol Grubuna Dahil Edilme Kriterleri
» Aile bireyleri olmamalari
» Ailelerinde parkinson hastalig1 ge¢misi olmamasi
= Hasta grubu ile yaslari uyumlu olmasi gibi kriterleri karsilayan rastlantisal

olarak se¢ilen bir grup olusturulmustur.

3.2.Metod

3.2.1.Kullanilan Araglar, Cihazlar

= Nanodrop
= PCR
= RT-PCR

* UV Goriintiileme Cihazi
* [Isitma Blogu
» Yatay Elektroferez Tanki

» Gii¢ Kaynagi

3.2.2. Yontem
3.2.2.1.Periferik Kandan DNA Izolasyonu
Ayiraglar
1. Eritrosit Parcalama Tamponu (Red Blook Cell Lysis Buffer, pH 7.4)

8.74 g Amonyum kloriir, 10 g Potasyum bikarbonat, 2 ml 0.5 M Etilen beher icine
alindi, 900 ml bidistile su eklenerek ¢oziildii. pH’1 1 7.4°¢ ayarlandi. Cozelti 1 litreye
tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti 1s1iya dayanikli cam siseye alinarak 120 0C’de 15 dakika

otoklavlanarak ve + 4°C’de saklandh.
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2. 0.5 MEDTA (pH 8.0)

186.1 g EDTA beher igine alindi ve 800 ml bidistile su eklendi ve ¢oziindirildi, pH
8.0 ‘e ayarlandi. Cozelti 6l¢ii balonuna aktarilarak 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan
¢Ozelti 1s1iya dayanikli cam siseye alinarak 120 %C’de 15 dakika otoklavlandi ve +
4°C’de saklandi.

3. 4 M NaCl (Sodyum Klortir)

233.4 g NaCl. 800 ml bidistile su eklenerek beher igine alind1 ve ¢oziindiiriildii. Cozelti
Olcli balonuna aktarilarak 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 1s1iya dayanikli cam
siseye alinarak 120 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi ve oda sicakliginda

saklandi.
4. Lokosit Parcalama Tamponu (White Blood Cell Lysis Buffer, WLF)

10 ml 4 M NaCl ve 20 ml 0.5 M EDTA 6l¢ii balonunda bidistile su ile hazirlandi. 120
9C’de 15 dakika otoklavlanarak ve + 4°C’de saklandi.

5. 5x TBE (pH 8.3)

30.285 g Tris baz, 15.45 g Borik asit ve 1.875 g EDTA bidsitile suda ¢oziilerek 500
ml’ye tamamlandi. 120 %C>de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Oda sicakliginda

saklandi.
6. 1 M Tris-HCI Tamponu (Stok)

12.1 g Tris. tizerine 4.2 ul konsantre HCL ve 40 ml bidistile su ile ¢oziindiirildii. 100
ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti 1s1ya dayanikli cam siseye alinarak 120°C’de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
7. 9.5 M Amonyum Asetat

73.22 g amonyum asetat iizerine 80 ml bidistile su eklenerek ¢oziindiiriildii. Olgii
balonuna aktarilarak bidistile su ile 100 ml’ye tamamland: ve 0.22 um’lik filtreden

gecirilerek sterilize edildi. +4°C’de saklandi.
8. %10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS, pH 7.2)

10 g tlizerine 80 ml bidistile su eklenerek manyetik karistirict yardimiyla iyice ¢6ziildii.
pH 7.2°ye ayarlanarak ve bidistile su ile 100 ml’ye tamamlandi. 0.22 pum’lik filtreden

gecirilerek sterilize edildi. Analiz i¢in oda sicakliginda saklandi.
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9. Tris- EDTA

2.5 mL 1M Tris (pH 8.0) ve 0.5 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0) 6l¢ii balonuna alind1 ve
bidistile su ile 250’mL’ye tamamlandi. 120 °C ‘de 15 dakika otoklavlanarak sterilize

edildi ve oda 1s1sinda saklandi.
10. Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

100 mg Etidyum bromiir tartilarak steril bidistile su ile 10 mL’ye tamamlandi. Bu ayirag

DNA bantlarinin UV altinda goriiniir olmasini saglar.
11. Proteinaz K (20 mg/ml)

20 mg proteinaz K steril bir ependorf iginde steril bidistile ile 1 ml’ye tamamlanarak -
20°Cde sakland.

DNA Izolasyon Islemi

10 ml periferik kan 6rnegi steril EDTA’l1 tiiplere alindiktan sonra ¢alisma i¢in
steril falcon tiiplerine gegirildi. Uzerine 30 ml (1:3 oraninda) RBLB eklenerek
karistirildi ve + 4°C’de 10 dakika bekletildi. +4°C’den ¢ikarilan ornekler + 4°C°de 1500
rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek sulu faz atildi ve homojenize pellet ¢okelti lizerine
tekrar 35 ml RBL eklendi ve siispanse edildi, +4°C’de 10-15 dakika santrifiij edilerek
stipernatant fazi atildi. Homojenize pellet tizerine 10 ml. WBL (White Blood Cell Lysis
Buffer), 500 uL SDS ve 50 uL Proteinaz K eklendi ve tiipler 56 OC “de 1 gece inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrast her tiipe 4 ml filtre edilmis 9.5 M amonyum asetat eklenip 8-
10 saniye iyice karigtirildi ve 4500 rpm. ‘de 4 OC “de 25 dakika santrifiij edilerek
proteinler ¢oktiirtildii. Santrifiij isleminden sonra siipernatant steril temiz falkon tiipe
alind1 ve iizerine ayn1 miktarda % 100 etanol eklendi. DNA ‘nin iist kisimda toplanmasi
i¢in oda 1s1sinda yaklasik 20 dakika bekledi.Ust kistmda toplanan DNA‘lar alinarak %
70 alkolde yikandi ve 56 OC “de alkol ugurulduktan sonra DNA ‘lar, 300 pL TE iceren
ependorf tiiplere alinarak ¢6ziindiiriildi DNA 6rnekleri -80 0C’de saklandi.

3.2.2.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu = PCR (DNA’nin PCR ile Cogaltilmasi)

Bu islem i¢in 18-20 niikleotid uzunlugunda hazirlanan ileri dogru ve geriye dogru
iki ayr1 primer siras1 kullanilmaktadir. Birinci basamak kalip DNA zincirlerinin 92-95°C

arasinda denatiirasyonudur. Bundan sonraki asama sentetik primer siralarinin agilmig
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DNA ipliklerine baglanmasi asamasidir. Ortama eklemis oldugumuz Magnezyum iyonu
4 adet deoksiniikleotid trifosfat (dANTP) ve Taq polimeraz (Thermus Adquaticus
bakterisinden elde edilen DNA polimeraz enzimi) enzimi varliginda amplifikasyon

asagida sekildeki gibi gergeklestirilir.

TNF-a ve UCP-4 genotiplemesi ticari olarak hazirlanan Primer Prob kullanilarak RT-
PCR cihazinda yapildi.

TNF-a. (rs1800629)

GAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATG(A/G)GGACGGGGTTCAGCCTCCAGGG
TCC

UCP-4 (rs10807344)

AACTACGCTATGTGGGCCTTAGTCAC(C/T)CTTAAAGGAAGATGGTTGCAAC
TAT

PCR asamalari su sekilde 6zetlenebilir:

Tablo 3.1.: Real Time Siklus Islemleri

Initial 95 € 2 Dakika 1X
Denatiirasyon

Denatiirasyon 95 C 15 Saniye 40X
Annealing ve 60 C 1 Dakika 40X
Elongasyon

Tablo 3.2.: TNF-a ve UCP-4 RT-PCR Protokolii

20 ul i¢in Final Conc.
Probe Master Mix 10 ul 1X
Primer Prob Mix 1. ul 300 nM
PCR Grade Su 7. ul
DNA<500ng (Test 2 ul ~ 100ng
basina)
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MnSOD (Alal6Val) ve Nf-kB (-94 ins./del.) i¢in PCR ve devaminda restriksiyon kesim

enzimi uzunluk polimorfizmi ile genotipleme yapildu.

Nf-kB (-94 ins./del.) i¢in uygulanan protokol 50 ng genomik DNA , 2,5 mM MgCl2,
0.25 mM dNTP ve 0.5 mM geri ve ileri dogru primer ¢ifti (ileri dogru primer 5’ —
TTTAATCTGTGAAGAGATGTGAATG-3>  ve  geriye dogru  primer 5°-
CTCTGGCTTCCTAGCAGGG-3’) ile PCR yapildi.

Tablo 3.3.: Nf-kB PCR Protokolii

95 C 5 dak. ilk Denatiirasyon

95 C 30 sn. Denatiirasyon

58 C 30 sn. Primerlerin Baglanmasi

72 C 30 sn. Uzama — [ 35 siklus
72 C 5 dak. Son Uzama

PCR firiinii 254 bp, % 1,5’1ik agoroz jelde test edildikten sonra PfIM I kesim enzimi ile
inkiibe edildi. 37C ‘de 1 gece inkiibe edildi. Kesim firiinleri %2’lik agaroz jelde
yiiriitiildii. Kesim {iriinleri homozigot ins/Ins olanlar 206 bp, 48 bp ve 35 bp. Del/Del
254 bp ve 35 bp heterozigot ins/Del i¢in 254 bp, 206 bp, 48 bp ve 35 bp olarak UV

transilluminatorde gortintiilendi.

MnSOD (Alal6Val) i¢in uygulanan protokol 50 ng genomik DNA , 2,5 mM MgCI2,
0.25 mM dNTP ve 0.5 mM geri ve ileri dogru primer ¢ifti (ileri dogru primer 5° —
CGGGCTGTGCTTTCTCGTC-3” ve geriye dogru primer 5’-
TCAGCCTGGAACCTACCCTT -3°) ile PCR yapildu.
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Tablo 3.4. : MnSOD PCR Protokoli

95 C 7 dak. Ilk Denatiirasyon

95 C 45 sn. Denatiirasyon

58 C 45 sn. Primerlerin Baglanmasi
72 C 45 sn. Uzama

72 C 5 dak. Son Uzama

PCR iiriinii 254 bp, % 1,5’1ik agoroz jelde test edildikten sonra BSaW I kesim enzimi
ile inkiibe edildi. 60 C ‘de 1 gece inkiibe edildi. Kesim tiriinleri %2’lik agoroz jelde
yiriitiildi. Kesim trtinleri homnozigot Ala/Ala 243 bp, heterozigot Ala/Val 196 bp, 47
bp ve homozigot Val/Val 196 bp ve 47 bp UV transilluminatérde goriintiilendi.

3.3.Istatiksel Hesaplama

Arastirmamizda elde ettigimiz sonuglarin analizi i¢in SPSS paket programi kullanildi.
UCP-4, MnSOD, TNF-a, Nf-kB gen polimorfizmleri ve allel dagilimlarin
degerlendirilmesinde ki kare testi (x?) kullanilmistir. istatiksel anlamhhik sir1 p<0.05

olarak kabul edilmistir.



Tablo 4.1 : UCP-4, TNF-a, MnSOD, Nf-kB Polimorfizmlerine Ait Genotip ve Allel

4 BULGULAR

Dagilimlar
GENOTIP / ALLEL PH GRUBU KONTROL p DEGERI
GRUBU
n (%) n (%)
UCP-4 rs10807344
CIT
cc 50 (56,2) 46 (54,1)
CT 36 (40,4) 25 (294
TT 3 (34 14 (16,5) p<0,05
C 136 (76,4) 117 (68,8)
T 42 (23,6) 53 (31,2) p>0,05
TNF-a -308 G/A
rs1800062
GG 69 (82,1) 62 (72,9)
GA 15 (17,9) 23 (27,1) p>0,05
AA - -
G 153 (91,1) 147 (86,5)
A 15 (8,9) 23 (13,5 p>0,05
MnSOD Alal6Val
AlaAla 14 (18,9) 13 (24,5)
AlaVval 45 (60,8) 24 (45,3)
ValVal 15 (20,3) 16 (30,2) p>0,05
Ala 73 (49,3) 50 (47,2)
Val 75 (50,7) 56 (52,8) p>0,05
Nf-kB -94 insersiyon
/Delesyon
Ins/Ins 3 (41.2) 32 (49.2)
Ins/Del 40 (47,1) 22 (33,8)
Del/Del 10 (11,8) 11 (16,9) p>0,05
Ins 110 (64,7) 86 (66.2) 00,05
Del 60 (3573) 44 (33,8)
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Tnf-alfanin UCP-4 ile ikili kombinasyonu IPH ve kontrol arasinda anlamli
bulunmustur. Calistigimiz Nf-kB, Mn-SOD’da polimorfik bolgeler TNF-alfa ve UCP-4
ile kombinasyonlar1 hasta ve kontrol grubumuz arasinda anlamli farklilik

gostermemistir.

Tablo 4.2 : TNF-a -308 G/A(rs1800629) / UCP-4 C/T (rs10807344) kombinasyonunun
dagilim1

TNFo -308 G/A/

e /T idiyopatik Parkinson Hasta KONTROL
n (%) n (%)
GG/CC 38 (45,2) 32 (37,6)
GG/CT ) )
GG/TT Q) Q)
GA/ CC 37 (44,0) 33 (38,8)
GA/CT ©) Q)
GAITT ) Q)
AA/CC 3(3,6)* 11(129)
AA/CT ) )
AA/TT ) Q)

*Kontrol grubuna gore p<0,05 degerinde anlaml.
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TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda IPH’da TNF-a, Nf-kB, MnSOD, UCP-4 gen lokuslarinda
belirlenen polimorfik bolgelerin analizi ve hastalik {izerine iliski olup olmadigi
arastirilmistir. Parkinson hastaliginin olusumuna katki sagladigini diisiindiiglimiiz gen
polimorfizmlerine oksidatif stres, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve inflamasyon

mekanizmalarimin katkis1 oldugu bilinmektedir.

Belirledigimiz gen bolgeleri ile ilgili yapilan diger ¢alismalar, arastirmamizin
sonucunu destekler nitelikte olup, baz1 gen bdlgeleri ile ilgili elde ettigimiz bulgular PH
icin bir ilk bilgi olma 6zelligini tasimaktadir. Literatiirde ndronal UCP-4 ile sizofreni
hastalig1 arasindaki iliskiyi anlamak, mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun hastalikla
olan iligkisini gosterebilmek i¢in igin yapilan bir vaka-kontrol ¢alismasinda UCP-4
rs10807344 bolgesinin sizofreni hastalig ile iliskili oldugu tespit edilmistir. (Yasuno
ve ark. 2007). Eslesme bozucu proteinlerin noral koruyucu gorevleri oksidatif stresin ve
bozulan kalsiyum homeostazinin diizenlenmesinde etkin rol oynamaktadir (Mouffak ve
ark. 2016). Yapilan literatiir taramasinda UCP-4 rs10807344 lokusunun Parkinson
hastaligini ile iliskilendirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Caligmamizda UCP-4
rs10807344 TT genotipine sahip olan hastalarin Parkinson Hastaligindan korunma
yoniinde anlamli olarak iliskili oldugu bulunmustur. Calismamiz bu iliskiyi gostermesi

yoniinden ilk ¢alisma 6zelligini tasimaktadir.

Inflamatuvar  sitokin TNF-a. hava kirliligi  durumunda NO; artis1
gergeklestiginde ve pestisitlerin varliginda -308 G/A rs18000629 poliformizminin PH
igin bir risk faktorii oldugu bildirilmistir (Wahner ve ark. 2007). TNF-a -308 homozigot
allel tasiyanlar yiiksek risk tasimakla beraber, TNF-a -308 polimorfizminin degisken
allelleri, genel olarak yaygin allel 1’den daha ¢ok transkripsiyonel aktive edicidir
(Wilson ve ark. 1991). Parkinson hastalarina sahip bireylerin substantia nigralarinda
TNF-a mikrogliyada bulunmasina ragmen yapilan bir ¢alismada higbir allel ve genotip
iligkisi TNF -308 ve PH’da arasinda bulunamamistir (Ross ve ark. 2004). Bu ¢alismaya
bir elestiri TNF-o -308 homozigot genotipin nadir bulunmasindan kaynaklanan
istatistiksel olarak zayif olmasidir (Wahner ve ark. 2007). Calismamizda -308 G/A
genotipinin hastalarimiz ve kontrol grubumuz arasinda dagilimlari birbirine benzer

bulunmus, aralarinda anlamli bir fark bulunamamistir. Calismamizla ayni yonde
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Wahner ve ark. yaptigi calisma -308 G/A genotipiyle ilgili olarak IPH ile kontrol

arasinda anlamli bir farlilik bulamamaislardir.

Calismamizda TNF-alfa -308 AA ve UCP-4 CC genotip kombinasyonunun
[PH’da koruyucu olarak kontrol grubu sonucuna gére anlamli sekilde diisiik oldugunu
bulduk. Parkinson hastaliginin ortaya c¢ikmasinda oksidatif stres, inflamasyon,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu yanisira eslesme bozucu proteinlerde belli

genotiplerin birarada olmasinin 6nemli olabilecegini diisiinmekteyiz.

ROT olusumuna baghh noral kayipta oksidatif stresin etkisi ortaya c¢ikmaktadir.
Antioksidan sistem yetersiz kaldiginda ve ROT miktar1 arttiginda oksidatif stres
meydana gelmektedir. Mangan igeren siiperoksit dizmutaz MnSOD  siiperoksit
radikalinin zararli etkilerine karsi mitokondriyi korur, MnSOD aktivitesi azaldiginda
hiicre i¢ginde oksidatif stresin zararl etkilerine karsi savunma gerceklesemez, siiperoksit
radikaline bagli ndérodejenerasyon gerceklesir (Akyol ve ark. 2004). Serbest radikale
kars1 savunma mekanizmalarinda meydana gelen anormal tutumlar ve oksidatif stres ile
iligkili hastaliklarda -9Ala ile iliskili bulunmustur, bu hastaliklar Parkinson Hastalig
(Shimoda-Matsubayashi ve ark. 2003), diyabetik noropati (Nomiyama ve ark. 2013),
ankilozan splondilit (Yen ve ark. 2003), sporadik motor néron hastaligi (Van
Landeghem 1999) olarak bulunmustur. Japon sizofreni hastalarinda Val allelin
miktarinda artig, Tardif Diskinezi (TD), hastalarinda -9Ala alelin TD igin oksidatif
strese bagli hasara karsi koruyucu bir gorev istlendigini goster. -9 Val allel
polimorfizmi sizofreni hastarinda eger TD mevcutsa daha yiiksek miktarda
goriilmektedir (Hori ve ark. 2000). Sizofreni hastaliginda koruyucu faktér olarak,
oksidatif stresin etkisi azaltan, hiicrenin kendisini detoksifiye etme kabiliyetine
yardimci olan MnSOD faaliyetinin, -9 Ala allelinin diisiik miktarda bulundugu sizofreni
hastalarinda artmis oldugu gozlemlenmistir (Akyol ve ark. 2004). Ala-9Val
polimorfizminin Parkinson Hastalig: ile iliskisinin bulunamadig1 6rneklemler mevcuttur
(Farin ve ark. 2001). MnSOD’un mitokondri igerisine tasinmasi, mitokondrinin
membraninda yer alan reseptorlerle iligkilidir ve Ala-9 Val polimorfizmi MnSOD’un
mitokondiriye tasinmasindaki verimi etkileyebilmektedir (Lemire ve ark. 1989).
Polimorfizm nedeniyle diisiik miktarda antioksidan aktivite gézlenmektedir , MnSOD

geninde Ala-9Val’in islevsel polimorfizmi sizofreni hastaligi ile ve sizofreni
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hastaliginin tedavisinin bir yan etkisi olarak ortaya ¢ikan TD ile iligkilidir (Hori ve ark.

2000). Calismamizda IPH ile MnSOD Ala9Val arasinda anlamli iliski bulunmamustir.

Oksidatif strese bagli hiicre 6liimlerinde Nf-kB’nin aktivasyonunu 6nemi bilinmektedir.
PH olan bireylerin substantia nigralarinda bulunan TNF-a inflamatuvar sitokini Nf-
kB’nin aktif hale gelmesinde onemli rol oynamaktadir. Yapilan bir ¢alismaya gore
dopaminerjik noronlarda Nf-kB translokasyonu, kontrol grubuna gore daha fazla
gozlenmistir (Hunot ve ark. 1997). a-siniiklein geninin ve Nf-KB1 geninin nin ortak
lokusu 4q kromozomu belirlenmistir (Wintermeyer ve ark. 2002). Nf-kB. -94 Ins./Del.
bolgesi ile ilgili norodejeneratif hastaliklarda calisma bulunamamistir. 2014 yilinda
Chen ve ark. sizofrenide yaptiklar1 dizileme ¢alismasinda Nf-kB aktive edici proteinin
bir SNP rs1635 bolgesi calismislardir ve sonucunda sizofreni hastalarinda saglikli

kontrollere gore daha anlamli olarak daha yaygin ve sik oldugunu bulmuslardir.

Caligmamiza aldigimiz hasta ve kontrol sayilarimiz Onemli simnirlayici
etkenlerden olmakla birlikte; bu konuyla ilgili olarak ilk g¢alisma verileri olmasi
acisindan O6nem kazanmaktadir. En yakin zamanda vakalarimizin sayilarini arttirip
iligkili olabilecek gen bolgelerini ve calisilan genlere ait serum protein diizeylerini de

calismay1 ve aralarindaki iliskiyi arastirmayi1 amaglamaktayiz.
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FORMLAR

Ek 3. Goniillii Bilgilendirme ve Onay Formu

GONULLU ONAY FORMU

Bir arastirma projesine davet edilmektesiniz. Bu arastirmanin yiiriitiilmesi, Istanbul

Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun ............ tarih

......... sayili karar1 ile onaylanmistir.

Arastirmaya katilmaya karar vermeden Once arastirmanin neden ve nasil

yapilacagini anlamaniz ¢ok dnemlidir.

Arastirmaya katillm tamamen goniillilik ilkesine bagli olup katilmay1
reddetmeniz herhangi bir cezaya ya da elde edilecek herhangi bir yararin

kaybedilmesine kesinlikle yol agmayacaktir.

Ayni sekilde arastirmaya katilmay1 kabul ettikten sonra da aragtirmanin herhangi
bir yerinde hi¢bir neden gostermeksizin herhangi bir zarar ya da elde edilmesi

beklenen bir yarar kaybina yol agmadan arastirmadan cekilebilirsiniz.

Liitfen biraz zaman ayirin ve asagidaki bilgiler1 dikkatlice okuyun, Acik
olmayan bir boliim varsa ya da daha ayrintili bilgiye ithtiya¢ duyuyorsaniz liitfen
bizi araym. Ancak arastirmaya katilmak isteyip istemediginize dair kararinizi
bize bildiriniz.

Arastirmanin adi “Parkinson Hastaligi’nda Transkripsiyon Faktorii, Oksidatif
Stres ve Inflamasyon Iliskisi” 'dir. Arastirma katilimci sayis1i 60 olarak

hedeflenmektedir.

Arastirmanin amaci , Norodejeneratif hastaliklara sahip bireylerin beyinlerinde
olugan DNA hasarmin ortaya ¢ikmasi ile yeni bir ilgi alani olan DNA onarim
sistemlerinin yaslanma ve noérodejeneratif hastaliklara etkisini  anlamaya

caligmaktir.

Bu arastirma Parkinson hastalarindan alinacak kan Orneginin laboratuvar
ortaminda incelenmesi ile, Parkinson Hastaligi'na neden olan faktorlerin

altyapisi ile ilgili bilgi almay1 hedeflemektedir.
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Kan alma isleminin hastalar iizerinde herhangi bir yan etkisi yoktur.
Aragtirma katilimcilarindan sadece kan 6rnegi alinacaktir.
Arastrmanin toplam siiresi 6 ay olarak belirlenmistir.

Bu arastirmaya katilimiz sayesinde Parkinson Hastalifimin neden olan
kaynaklar1 anlamaya katki saglayabilecek onemli bir yardimda bulunmus

olacaksiniz. Katiliminiz i¢in tesekkiir ederiz.

GONULLU HAKLARI

Arastirmaya katilmayi red etme hakkina sahipsiniz.

Arastirmaya katilmay1 kabul ettiginiz takdirde, istediginiz anda arastirictya
haber vererek ¢ekilebilirsiniz. Arastirict gerek gordiiriigii takdirde katilimciyt

arastirma dis1 tutabilir.

Gondillii arastirmadan herhangi bir nedenle ¢ikarildiginda veya katilmayi
reddetme durumu oldugunda tedavisi hig bir sekilde bu durumdan

etkilenmeyecektir.

Arastirma goniilliiliik esasina dayandigindan, katilimcilara herhangi bir 6deme

yapilmayacaktir.
Goniilliiden alinacak kayitlar sadece bu arastirma i¢in kullanilacaktir.

Goniilliiye ait kimlik bilgileri kesinlikle gizli tutulacaktir.
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Bu boliim katllimci tarafindan doldurulacaktir.

v

Sayin Prof.Dr. Elif Ozkok tarafindan  Istanbul Universitesi Aziz Sancar
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Sinirbilin Anabilim Dali’nda tibbi bir
arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler
bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilime1” olarak

davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmas1 gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiilk 6zen ve saygi ile
yaklagilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarmin egitim ve bilimsel
amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi

konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilar1 zor durumda birakmamak igin
aragtirmadan ¢ekilecegimi oOnceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi

kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dist da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk

altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasimdan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya
¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli
giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik

altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Prof Dr.Elif Ozkok 0212 414 20 00 - 33355 ‘ten arayabilecegimi

biliyorum.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davramisla karsilasmis degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan

iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.
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v' Bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde
“katilimc1” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti

bliyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

v' Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.
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GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi

kabul ediyorum.

Goniilliinin;
Adi-Soyadr :
Adresi (varsa telefon no., faks no,...):

Imzasi:

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar igin;
Veli veya vasinin Adi-soyadt:
Adresi (varsa telefon no., faks no,...):

Imzasi :

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin;
Adi-soyadi:

Imzast:

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin;
Adi-soyadi:
Gorevi:

Imzasi:
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. % . T.C.
(&/@ iISTANBUL UNIiVERSITESI
.i iSTANBUL TIP FAKULTESI
KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
Say1: 17 Tarih : 12.01.2017

Konu : Prof. Dr. Elif 9ZKOK hk.

Sayin Prof. Dr. Elif 5ZKOK
Sinirbilim Anabilim Dal

ilgi: Sinirbilim Anabilim Dalinin 06/12/2016 giin ve 439794 sayili yazisi
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-

Prof. Dr. A.Yagg URESIN
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Etik Kurul Bagkani

Eki: Istanbul Tip Fakiltesi Klinik Aragtirmalari Etik Kurulu Karar Formu
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