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OZET

SH-SY5Y Hiicreleri Kullamilarak 6 Hidroksi Dopamin (6-OHDA)
Araciligiyla Olusturulan In vitro Parkinson Modelinde POORSK ve P38

Sinyal Yolaklarimin GSK-3p Diizenlemesine Etkilerinin Arastirilmasi

BEYOGLU, Giiner Gamze

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Ersin O. KOYLU
Temmuz 2014, 68 sayfa

Parkinson hastaligi, kronik ve ilerleyici bir hareket bozuklugudur. Parkinson
hastaliginin siklig1 toplumlara gore degiskenlik gostermekle birlikte, 50 yas iizeri
kigilerin ortalama yiizde dordii Parkinson hastaligi tanisi almaktadir. Parkinson
hastaligi dopaminerjik noronlarin kaybi ile karakterize olmakla birlikte, bu
hiicresel 6liimiin altinda yatan mekanizmalar pek az anlagilabilmistir. Bu yiiksek
lisans tezinin amaci, 6-OHDA ile olusturulmus in vitro Parkinson modelinde
GSK-3 beta ile GSK-3 beta diizenleyicileri olan p90RSK ve p38 sinyal
yolaklarinm dopaminerjik hiicre 6liim mekanizmalarindaki roliinii arastirmaktir.
Bu amagla, SH-SYS5Y hiicrelerinde 6-OHDA ile olusturulan in vitro Parkinson
modeli kullanilmis ve p38, p90RSK ve GSK-3 beta inhibitérlerinin
uygulanmasindan  sonra  dopaminerjik  noronlarin  hiicre = sagkalimi
degerlendirilmistir. WST-1 hiicre sagkalimi testi sonuglari, p38 ve p90RSK
inhibitorlerinin hiicre sagkalimi lizerinde anlamli bir etkiye sahip olmadigini, buna
karsin GSK-3 beta inhibitoriiniin hiicre sagkaliminda etkili olabilecegini
gostermektedir. Sonuglarimiz, 6-OHDA ile olusturulmus in vitro Parkinson
modelinde GSK-3 beta sinyal yolaginin olas1 bir koruyucu etkisinin olabilecegini

diistindiirmektedir.

Anahtar sozciikler: Parkinson, SH-SY5Y, 6-OHDA, GSK-3 Beta, p38,
P9ORSK
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ABSTRACT

Investigation Of The Effect Of P90rsk And P38 Signal Pathways On GSK-3
Beta Regulation In 6-Hydroxydopamine (6-OHDA) Induced In Vitro
Parkinson Model in SH-SY5Y Cells.

BEYOGLU, Giiner Gamze

MSc in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Ersin O. KOYLU
JULY 2014, 68 pages

Parkinson’s disease is achronic and progressive movement disorder.
Although the incidence of Parkinson’s disease varies according to the society,
four percent of the people in average aged over 50 are diagnosed as Parkinson’s
disease. Parkinson’s disease characterizes with selective loss of dopaminergic
neurons yet, underlying mechanisms of this neuronal death is poorly understood.
The aim of this master’s thesis is to investigate the role of GSK-3 beta and GSK-3
beta regulators; p90 RSK and p38 signal pathways in dopaminergic cell death
mechanisms in a 6-OHDA-induced in vitro Parkinson's model. For this purpose,
in vitro 6-OHDA induced Parkinson model was used in SH-SY5Y cells and then
cellular survival of dopaminergic neurons was assessed following p38, p90RSK
and GSK-3 beta inhibitor treatments. WST-1 cellular survival test results show
that, p38 and p90RSK inhibitors have no significant effect on cell survival
whereas GSK-3 Beta inhibitor is likely to be effective on cell survival. Our results
suggest that GSK-3 beta signalling pathway may have a possible protective role
against 6-OHDA induced cell death in this in vitro Parkinsons’s disease model.

Key Words: Parkinson, SH-SY5Y, 6-OHDA, GSK-3 Beta, p38, POORSK






Xi

TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca degerli bilgilerini benimle paylasan, bana
her daim destek olan ve tez galismama yon veren danismanim, sayin Prof. Dr.

Ersin O. Koylu’ya tesekkiirii bir borg bilirim.

Tez caligmalarim sirasinda, bana yardimci olan ve gerek akademik, gerek
sosyal tecriibelerini benimle paylasan, her zaman 6rnek aldigim degerli hocam,
Dog. Dr. Oguz GOZEN’e; laboratuvar ortaminda beraber calistigim Hasibe
SAHIN ve Miizeyyen UGUR’a; tez ¢alismam sirasinda desteklerini esirgemeyen
basta Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Liitfiye KANIT olmak iizere, Fizyoloji
grubunun tiim mevcut iiyelerine; Aylin OZGUR’e, Dr. Alper ERDOGAN’a, Dr.
Meltem KARATAS’a, Dr. Egemen KAYA’ya ve Dr. Saylav BORAya tesekkiir
ediyorum. Ayrica, hayatimda maddi, manevi her zaman ve her anlamda bana
destek olan sevgili hocam Yrd. Dog. Dr. Burcu Erbaykent-TEPEDELEN’e, Yrd.
Dog. Dr. Aylin Sendemir-URKMEZ’e ve sevgili arkadaslarim Yrd. Dog. Dr.
Lokman VARISLI’ya, Dr. Taylan OZTURK’e ve Dr. Hizir SARICA’ya &zel

olarak tesekkiir ederim.

Son olarak, dogdugum giinden beri beni yalniz birakmayan, her tiirlii maddi
ve manevi desteklerini eksik etmeden beni bugiinlere getiren aileme, minnettar

oldugumu belirtmek isterim.

G.Gamze BEYOGLU



Xii



Xiii

ICINDEKILER

Sayfa
OZET oottt vii
ABSTRACT ..ttt ettt e e e et e st e e rb e e n e e e nnteeeareee s IX
TESEKKUR .....cooouiiiteietieeeteeeeteete ettt ta et se st se st se e sesaesestesesaennaeeneas Xi
SEKILLER DIZINT ..ot XVii
CIZELGELER DIZINI ......ocuioiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e Xix
SIMGELER, KISALTMALAR VE BIRIMLER DIZINI .........cccocoviiriinnne, XX
Lo GIRIS oottt ettt 1
1.1 SHNIE SESEEMI .t 1
I O R 14 V1 4 L1167 (3 PP PRSP 2
1.1.2 Sinir sistemi ve enerji gereksinimi.............ccooviiiiiiiiiiiiiiiiie e 4
2. GENEL BILGILER .....cccvoviiitiiiiciccicietceee ettt 6
2.1 Dopamin ve Parkinson HastaliZ1 ...........ccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiccee e 6
2.1.1 Bir merkezi sinir sistemi ndrotransmiteri:Dopamin..............cccccevuveeiinnrnnn, 6
2.1.2 Dopaminle iligkili patOIOJiler..........cccooiiiviiiiiii e, 9

2.1.3 Parkinson hastaligi ve klinik 6zelliKIeri ..........c.cccocovvieiiiiie, 9



Xiv

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
2.1.4 Parkinson hastaligini etkileyen faktorler ...........ccccooviiiiiiie 11
2.1.5 Parkinson hastaliginin nérokimyasal ve noropatolojik 6zellikleri............ 12
2.1.6 Parkinson hastali1 patOZENEZi ..........ccervviiiiriiiiiiesiie e 14
2.1.7. Proteinlerin hatali katlanmasi ve agregasyOon...........ccccevvvveriivieinnneeninnnens 15
2.1.8 Azalmis enerji metaboliZmast..........ovveiiiiiiiiiiiiiiic e 15
2.1.9 Oksidatif Stres. ... .. ..o 17
2.1.10 Serbest radikallerin neden oldugu membran hasarlari..................... 18
2.2 6-OHDA NOIOtOKSISIEESI. . . ueneeneeititiit et 19
2.3 Protein Kinazlar............cooooiiiii 21
2.4 MAPPK Sinyal YOIU.....coviii e 22
2.5 GSK3-BSinyal YOIU....ooviiiiii i e, 24
2.6 p90 RSK Sinyal Yolu......ooiuiiiii 26
2T AN . i 28
3. MATERYAL METOD ...t 30



XV

ICINDEKILER (devam)

Sa
3.2 Hiicre KGIUIT. .. ..oovoee e 30
3.3 Farkllastirma. ......o.ooiie e, 30
3.4 In vitro Parkinson Modeli OIusSturulmast............cceeoeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeee e 31
3.5 WST-1 SitotoKSiSite TeSti. . .euuneeneititieee e, 32
4. SONUGLAR. . ...t 33
4.1 Diferansiye edilen Hiicre hatti.................oooiiiiii i, 33
4.2 6-OHDA Konsantrasyon Araliginin Belirlenmesi.............................. 35
4.3 p38 Sinyal Yolagt THSKiSi.........ouviuieiieiiii i, 36
4.4 p90RSK Sinyal Yolagt THSKiSi.. ... ..oouvveiiniiieiiie e, 37
4.5 GSK-3 beta Sinyal yolagt ilisKisi........c.ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 40
5. TARTISMA . e 41
KAYNAKLAR DIZINI. .. ..o 44

OZGECMIS . ., 66



XVi



Xvii

SEKILLER DiZiNi

Sekil Sa
1.1 Bir Sinir Hiicresinin Yapisi ve Aralarindaki Sinyal Iletim........................ 2
1.2 Schwann Hiicresinin Aksonlarla THSKisi............oooiuieiuiiiiiiiiiien. 2
2.1 Insan beyninde dopaminerjik yolaKIar............coooeveveviirierereiirirereres e, 6
2.2 DA metabolizZmast. . .....ouiueini i 8
2.3 SNpc dopaminerjik ndronlar1 igerisinde LB’ler....................o.oooiit. 13
2.4 Norodejenerasyonun meKaniZmasl. . ........o.ueereereenrenneeneennenneaneennnn 14
2.5 6 -hidroksidopamin’in kimyasal yapist...........cccoiviiiiiiiniiiiiniinnenn.n. 19
2.7 RSK ve MSK kinazlarinin sinyal iletimindeki rolii.............................. 28
4.1 A Diferansiye edilmemis SH-SYS5Y hiicre hatt1 (10X)...............ceovinnen. 33
4.1 B Diferansiye edilmemis SH-SY5Y hiicre hatt1 (40X).................ceeen. 34
4.1 C Diferansiye edilmis SH-SYSY hiicre hatt1 (10X)...........cccevviiinnnn. 35
4.1 D Diferansiye edilmis SH-SYS5Y hiicre hatt1 (40X)..........ccoevviiininnn. 35

4.2 6-OHDA uygulamast WST-1 sonuglari................ooociiiiiiii. 36



XViil

SEKILLER DiZiNi(devam)

Sekil

4.3 p38inhibitor uygulamasmin hiicre sagkalimina etkisi...........

4.4 p90RSK inhibitdr uygulamasinin hiicre sagkalimina etkisi. ..

4.5 GSK-3 beta inhibitér uygulamasinin hiicre sagkalimina etkisi



XiX

CiZELGELER DiZiNi

Cizelge

1.1 Sinir Sisteminin Organizasyonu



XX

SIMGELER, KISALTMALAR VE BIRIMLER DiZiNi

Kisaltmalar Aciklama

AH Alzheimer Hastalig1

AGC Protein kinaz Grubu

AKT Protein Kinaz B

ALS Amyotrofik lateral skleroz
ATP Adenin trifosfat

CAMP Siklik Adenozin Mono Fosfat
CAT Katalaz siiperoksit dismutaz
CDK Siklin bagimli kinazlar

Clk Cdc benzeri kinazlar

CMGC Protein kinaz Grubu

CREB Yanit elemani baglayic1 protein
COMT Katekol-o-metil transferaz
CSS Cevresel sinir sistemi

DA Dopamin

DAT Dopamin tastyicist

DJ-1 Integral Mitokondrial Protein
DNA _PK DNA bagimli Protein Kinaz



XXi

SIMGELER, KISALTMALAR VE BIRIMLER DIiZiNi (devam)

Kisaltmalar

Aciklama

DOPAC

DP

EGF

ER

ERa

ERK 2

FADH2

FGF/ANG Il

GSH

GSK-3

GSK3a

GSK3B

GPCR

HVA

HH

HNE

3,4-dihidroksifenil asetik asit
Dihidroksipiridinyum

Epidermal Biiyiime Faktori
Ostrojen Reseptor

Ostrojen Reseptdr alfa
Ekstraselliiler Sinyal Diizenleyici Kinaz 1/2
Flavin Adenin Diniikleotid
Farklilasma faktorii

Glutatyon

Glikojen Sentaz Kinaz 3

Glikojen Sentaz Kinaz 3alfa
Glikojen Sentaz Kinaz 3beta

G Proteini ile Eslestirilmis Reseptor
3-metoksi-4-hidroksifenil asetik asit
Hidoksihidrojen

Hidroksinonenal

HVA 3-metoksi-4-hidroksifenil asetik asit



XXii

SIMGELER, KISALTMALAR VE BIRIMLER DIiZiNi (devam)

Kisaltmalar Aciklama

kDa Kilo Dalton

L-DOPA L-3,4-dihidroksifenilalanin

LB Lewy cisimcigi

LC lokus korelus

MAO Monoamin oksidaz enzimi

MAO-A Monoamin oksidaz enzimi-A

MAO-B Monoamin oksidaz enzimi-B

MAPK Mitojenlerle aktive olan protein kinazlar
MAPK-IJNK  Mitojenlerle aktive olan protein kinazlar-Jun N terminalKinaz
MDA Malondialdehit

MEKK1 MAPK/ERK Kinaz 1

MNK1 MAPK’1n substratlar1

MMP Mitokondri membran potansiyelinin
MPTP 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridin
MRNA Mesajc1t RNA

MSS Merkezi sinir sistemi

mTORc2 Rapamisin Duyarli Kompleks



XXiil

SIMGELER, KISALTMALAR VE BIRIMLER DIiZiNi (devam)

Kisaltmalar

Aciklama

NADH-+H+

NM

NF-kB

NOS

OH

(ON)

PDGF

PDK1

PH

PKA

PKB

PKC

ROS

RSK

ser9

SN

SNPC

Nikotinamid Adenin Dintikleotid
Noromelanin

Niiklear Faktor Kappa-B

Nitrik oksit sentaz

Hidroksil radikali

Oksidatif stres

Trombosit Kokenli Biiylime Faktorii

Fosfoinosit Bagimli Kinaz 1

Parkinson hastaligi

Protein kinaz A

Protein kinaz B

Protein kinaz C

Toksik reaktif oksijen

Ribozomal kinazlar ailesi

Serin 9

Substansia nigra

Substansia nigra pars kompakta



XXIV

SIMGELER, KISALTMALAR VE BIRIMLER DIZiNI (devam)

Kisaltmalar Aciklama

SOD Superoksit dismutaz

TH Tirozin hidroksilaz

Thr Tironin

Tyr Tirozin

TNF Tiimo6r Nekrozis Faktor

TxY Tironin-x-Tirozin

UCH_L1 Ubiquitin C-terminal hidrolaz

6-OHDA 6 hidroksi dopamin



XXV



XXVi



XXVil






1. GiRIS
1.1 Sinir Sistemi

Viicudun en karmasik sistemlerinden biri olan sinir sistemi, ¢ok hiicreli
canlilarda ileri seviyede farklilagsmis bir organizasyona sahip olup; tiim bedensel
islevlerin kontrol ve koordinasyonundan sorumlu sistemdir. Sinir sistemi
fonksiyonel ve anatomik agidan Merkezi Sinir Sistemi (MSS) ve Cevresel Sinir
Sistemi (CSS) olarak iki boliime ayrilir (Cizelge 1.1).

—= g Beyin
—= On Beyin
—= Ara Beyin
& Talamus
¢ Hipctalamus
— Bayin (— Orta Bayin 0, L
Merkezi
e
= gln;r Omurilik Sogar
£ DB s Arka Bayin I
§ - Boyincik
a — Omurilik
=
£
w
E > Somalik
4 Sinr Sistemi
£ Cevresel
* Sinir 2
Sistomni e Sempalik
Sinirler
Lo Otonom

SinrSistemi

L Parasempatik
Sinirler

Cizelge 1.1 Sinir Sisteminin Organizasyonu (Duggan, 2010)

MSS, i¢ ve dis ortamdaki degisikliklere nasil yanitlarmm olusturulacagi
yoniinde degerlendirme mekanizmasmin yiiriitiilmesini saglayan bdliimdiir. I¢ ve
dis ortamdan alinan bilgiler {ist merkezlerde degerlendirildikten sonra, bu
merkezlerde olusturulan komutlar yaniti olusturacak organa (efektdr organ)

iletilir (Ganong, 2002).



1.1.1 Sinir hiicresi

Sinir hiicresi ya da ndron, sinir sisteminin temel fonksiyonel birimidir.
Insan merkezi sinir sistemi (MSS) yaklasik 100 milyar ndron igerir. Bu saymnimn
10-50 kat1 kadar glia hiicresi bulunmaktadir. Sinir sisteminin temel yapitasi olan
noronlar, ¢esitli uyarilara kasilarak yanit veren ilkel ndroefektor hiicrelerin
farklilagmas1 sonucu geligmistir. Daha {ist diizey organizmalarda; hayvanlarda,
kasilma, kas hiicrelerinin 6zellesmis islevi haline gelmis, buna karsilik uyaranlarin
biitlinlestirilmesi ve iletimi ise noronlarin 6zellesmis islevi olmustur. Biitiin
noronlar; sitoplazma, c¢ekirdek ve hiicre organelleri iceren bir hiicre govdesi
(soma) ile bu hiicre gévdesinden ¢ikan ve nérit adi verilen uzantilardan olusur.
Noritler sitoplazmik uzantilar olup hiicre zar1 ile ¢evrilidir. Uyariyr tasidiklari
yone bagl olarak kisa uzantilar dendrit, uzun uzantilar1 akson olarak adlandirilir
Baska hiicrelerden gelen uyarilar dendritlerin ucglarindan govdeye dogru
iletilirken, hiicrenin kendisinde olusan uyar1 akson ucundan diger hiicrelere

iletilir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1 Bir Sinir Hiicresinin Yapist ve Aralarindaki Sinyal letimi (Senel, 2003)
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Bazi noronlarin aksonal uzantilar1 miyelin kilifina sahiptir. Bagka bir deyisle
aksonlar, Schwann hiicrelerinin hiicre zarlarinin birgok tabakasindan olugsmus bir
protein-lipit bilesigi olan miyelin kilifi ile sarilidir. Schwann hiicreleri, periferik
sinirler boyunca bulunan glia hiicreleridir. Bir Schwann hiicresi, zarmni, bir akson
cevresinde bir ¢cok kez dolandirarak sardiginda miyelin olusur (Sekil 1.2). Biitiin
memeli ndronlart miyelinli degildir; omurgasizlardaki noronlarin da ¢ogu
miyelinsizdir. Memelilerin MSS’de ise; ndronlarin ¢ogu miyenlidir; fakat miyelini
olusturan, Schwann hiicreleri yerine oligodendroglia hiicreleridir. Tek bir ndron
iizerinde, miyelin yapan Schwann hiicrelerinin aksine, oligodendroglia hiicreleri
birden ¢ok uzant1 yollayarak g¢evredeki bircok aksonda da miyelin olusturur.
Otoimmiin bir hastalik olan multiple sklerozda, MSS’de, miyelinin yama seklinde
olan hasar1 s6z konusudur. Miyelin kaybma ek olarak miyelinsiz aksonlarda,

iletimin gecikmesi veya bloke olmasi eslik eder (Rogers, 2011).

Myelin

Sekil 1.2 Schwann Hiicresinin Aksonlarla fliskisi (Lewis, 2009)

Sinir hiicreleri uyarilabilen hiicrelerdir. Uyaran; elektriksel, kimyasal veya
mekanik olabilir. Aksonlarin ucunda, sinaptik yumru adi verilen ve iglerinde bol
miktarda vezikiiller igceren ¢ok sayida uzanti bulunur. Vezikiiller iginde
ndrotransmiter olarak tanimlanan ve bir néronda aksiyon potansiyeli olarak ortaya
¢ikan hiicresel aktivitenin diger ndrona kimyasal yolla aktarilmasinda aracilik
eden molekiiller bulunmaktadir (Sekil 1.1). Noronlarin birbirine bilgi aktarimi
yaptiklar1 bu bdlgelere sinaps bolgeleri, iletiye de sinaptik ileti ad1 verilmektedir
(Ganong, 2002).
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Sinir sistemi gelisimi tamamlandiktan ve sinaptik baglantilar olustuktan
sonra, yeni noron olusumu ¢ok sinirli bir diizeye diiser. Buna karsin Alzheimer,
Parkinson ve Huntington gibi ndrodejeneratif hastaliklarda nedeni heniiz
bilinmeyen bir sekilde apoptozun indiiklenerek ndronlarm  Sldigi

diistiniilmektedir (Ulukaya, 2004).

1.1.2 Sinir sistemi ve enerji gereksinimi

Karmagik bir yapida olan sinir sistemi ¢esitli biyokimyasal, fizyolojik ve
anatomik 6zelliklere sahiptir. Noronlar arasidaki etkilesim elektriksel yolla veya
kimyasal haberci molekiiller tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu iletisim
mekanizmasinin  diizenlenebilmesi i¢in beyinin saglikli bir bigimde enerji
ihtiyacmin karsilanmas1 gerekir (Halliwell and Gutteridge, 1985; Evans, 1993;
Strange, 1996).

Beyin dokusu bu enerjiyi sadece oksidatif metabolizmadan elde eder ve
kiiciik bir kiitleye sahip olmasimna ragmen viicuttaki oksijenin biiylik bolimiini
kullanir. Noronal oksidatif fosforilasyon sirasinda, serbest radikallerin olusumu
mitokondrial elektron transport zincirinden yiiksek enerjili elektronlarin kagis ile

gergeklesir.

Beyin dokusu o6zellikle oksidatif strese duyarhidir. Ciinkii beyin toplam
viicut agirliginm % 2’sini olusturmasina ragmen, tiim viicut oksijeninin % 20’ sini
kullanir. Noronlarin membran ylizeyi sitoplazma hacmine oranlandiginda, bu
oranin membran yiizeyi lehine arttig1 bilinmektedir. Beyin hiicre zarlar1 biiyiik
oranda doymamis yag asitlerinden olusur, bunlar lipid peroksidasyon
reaksiyonlarinda serbest radikallerin baslica substratlaridir. Buna ek olarak
beyinin savunma mekanizmasi olduk¢a zayiftir. Dolayisiyla neredeyse hi¢ katalaz
enzimi icermez. Glutatyon peroksidaz ve superoksit dismutaz (SOD) enzimleri ile
glutatyon ve E vitamini diizeyleri smirlidir. Noronal ag anatomik agidan hasara
ugramaya uygundur. Periferik hasara bagli olarak aksonlarin uzama yetenegi de
sinirlidir.  Rejenerasyon kapasitesi smirli olan beyinde, serbest radikallerin
olusmasini saglayan metaller (6rnegin demir) spesifik bolgelerde birikebilir

(Evans, 1993; Halliwell and Gutteridge, 1985).



Yaslanmayla ilgili olan bir ¢aligmada, aerobik organizmalarin hiicrelerinde
veya hiicreleri arasindaki kendiliginden olusan kimyasal modifikasyonlarin

nedeni olarak oksijen kaynakli serbest radikalleri ileri siirtilmiistiir (Weber, 1994).

Beyin, oldukga yiiksek norokimyasal oksidasyon ve otooksidasyona sahip
olan bir organdwr. Belirli beyin bolgelerinde ortak Ozelliklere sahip ndron
popiilasyonlarmin  olusumu sonucunda noérodejeneratif hastaliklar ortaya
cikmaktadir (Gerlach et al., 1996). Heterojen hastalik olarak da bilinen
norodejeneratif hastaliklar, farkli klinik fenotip bulgularma ve genetik etiyolojiye
sahiptir. Bunlar arasinda Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Hungtington
hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarla birlikte, epilepsi, Friedrich ataksisi,
amiyotrofik lateral skleroz (ALS) yer almaktadir (Beal, 1995, 1998; Gerlach et al.,
1996).



2. GENEL BILGILER

2.1 Dopamin ve Parkinson Hastahig
2.1.1 Bir Merkezi sinir sistemi nérotransmiteri: Dopamin

Beyinde en ¢ok ¢alisilmig norotransmiter’lerden olan dopaminin seviyesi
cok sayida mental ve norolojik hastaliklarda ©nemli bir rol oynamaktadir.
Dopaminin kaynagi olan dopaminerjik noronlar, diensefalon, mezensefalon ve

bulbus olfaktoryusta lokalize olmuslardir (Bjérklund and Hokfelt, 2004).

Beyindeki toplam dopaminerjik hiicre sayisinin  %90’m1  olusturan

dopaminerjik noronlar mezensefalonda bulunmaktadir (Shanker et al., 2004).

Mezensefalik dopaminerjik sistem ti¢ grup halinde incelenebilir. Bunlar

nigrostriatal, mezolimbik ve mezokortikal dopaminerjik sistemlerdir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Insan beyninde dopaminerjik yolaklar (Shanker et al., 2004).



Dopamin(DA) metabolizmasi 6 basamakta ortaya ¢ikmaktadir.

1) DA sentezi Tirozin aminoasitiyle baslar ve bir grup enzimatik reaksiyon igerir.
Reaksiyondaki hiz kisitlayic1 basamak olan L-tirozinin, Ldihidroksifenilalanine
(L-3,4-DOPA)’e doniigiimiiniin tirozin hidroksilaz (TH) tarafindan katalizlendigi
basamaktir. L-DOPA daha sonra dekarboksilaz enzimi tarafindan aromatik L-

aminoasit dopamine donistiiriilmektedir.

2) Sentezlenen bu DA, dopaminerjik sinir terminallerinin sinaptik vezikiilleri
icerisinde toplanmaktadir. Vezikiil igine DA girisi ATP harcayarak protonlari
vezikiil icine pompalayan ve vezikiil membraninda yer alan bir tasiyici proteinin

stirdiirdiigii hidrojen iyon gradyani olusmaktadir.

3) Presinaptik vezikiillerden DA serbestlenmesi néron terminallerindeki ekzositoz

yoluyla olmaktadir.

4) Sinaptik alandan serbestlenen DA, postsinaptik membran iizerinde olan DA
reseptorlerine  baglanmaktadir. DA reseptorleri  farmakolojik ve yapisal

ozelliklerine gore iki sinifta incelenebilir.

a) D1 sinifin1 olusturan D1 ve D5 reseptorleri, uzun intraselliiler karboksi-
terminal kuyruga sahiptirler . D1 smifi reseptorler adenilat siklazi aktive edip

CAMP sentezini uyarmakta ve fosfatidil inozitol hidrolizini arttirmaktadir.

b) D2 smifin1 olusturan D2, D3, D4 reseptor proteinlerinin ti¢iincii lobu D1
sinifina gore daha uzundur. D2 sinifi reseptorler cAMP olusumunu azaltmakta, K*

ve Ca'" akisini diizenlemektedir.

Dopaminerjik reseptorlerin  tiimii  etkilerini guanin-niikleotid-baglayici
proteinler (Gproteinleri) araciligiyla ortaya koymaktadir. Beyinde farkli anatomik
lokalizasyonlarda DA reseptor tipleri vardir. Bunlardan D1 ve D2 proteinleri
striatumda, D4 ve D5 proteinleri ekstrastriatal olarak, D3 reseptorii ise niikleus

akumbens ve olfaktor tiiberkiilde genis bir dagilim gostermektedir.
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5) Sinaptik alana serbestlenen dopaminin Onemli bir bdliimii presinaptik
membranda bulunan yiiksek afiniteli ATP kullanan bir tasiyic1 tarafindan

presinaptik norona geri alinmaktadir.

6) Sinaptik alana serbestlenmis olan dopaminin daha kiigiik bir kismi ise
enzimatik yontemle doniistiiriilir. MAO ve katekol-0-metil transferaz (COMT)’mn
birbirini takip eden aktiviteleri ile DA oOnce 3,4-dihidroksifenil asetik asit
(DOPAC)’e ve sonra 3-metoksi-4-hidroksifenil asetik asit (HVA)’e
donistirilmektedir. MAO-A ve MAO-B, MAO enziminin iki izoenzimidir.
Striatumda baskin durumda olan MAO-B, dopamin oksidatif metabolizmasinin
esas sorumlusudur. MAO-B presinaptik ugtaki mitokondrilerin dis membraninda

ve sinaptik aralikta bulunmaktadir.
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Sekil 2.2 Dopamin metabolizmast
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Memeli tipine gore incelendiginde mezensefalik dopaminerjik ndronlar
arasmda saysal farkliliklar vardir (Ornegin; yaklasik olarak insanlarda 590.000,
maymunlarinda 165.000, sicanlarda 45.000 civarinda). Yasa bagli olarak yapilan
deneylerde ise insanlarda en ¢ok dopaminerjik ndron igeren mesensefalonda,
dopaminerjik ndéron sayismin 60 yasindan sonra yaklasik %41 oraninda azaldigi

bulunmustur (Bogerts, Hantsch and Herzer, 1983).

DA diizenlenmesi mental ve fiziksel saglik i¢cin 6nemlidir ¢linkii bu
diizenlemenin motor davranis, motivasyon ve hafizada etkin rolleri vardir

(Shanker et al., 2004).

2.1.2 Dopamin ve iligkili patolojiler

Dopaminerjik ndronlar néronlar demir igerigi, yiiksek oksijen metabolizma
hizlar1 ve diislik antioksidan seviyeleri gibi baz1 6zelliklerinden dolay1 oksidatif

strese(OS) kars1 hassastir (Shanker et al., 2004).

Enzimatik ve enzimatik olmayan DA katabolizmasi sonucu toksik reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olusturabilmektedir (Halliwell, 1992). DA oksidasyonu,
hem gecis metal iyonlar1 varliginda kendiliginden hem de MAO enzimi
araciligiyla meydana gelebilmektedir (Shanker et al, 2004). Dopaminerjik hiicre

kaybr ile iliskilendirilen en 6nemli ndrodejeneratif hastalik Parkinson hastaligidir.

2.1.3 Parkinson hastahgi ve klinik ozellikleri

Parkinson hastaligi, ilk kez 1817 yilinda Dr. James Parkinson tarafindan
tanimlanmig (Parkinson, 2002) ilerleyici nitelikli nérodejeneratif bir hastaliktir.
Bu hastalik, beynin substansia nigra pars kompakta (SNpc) bolgesinde dramatik
bir néron kaybi1 sonucunda striatum DA miktarinin azalmasi ile ortaya g¢ikar
(Lotharius and Brundin, 2002). Rijidite, istem dis1 tremor ve bradikinezi
hareketlerinin yavaglamasi gibi belirtilerle seyreder (Kidd, 2000). Normal kosullar
altinda substansia nigrada (SN) diretilen DA, striatuma etki ederek motor
hareketlerin uyarilmasinda ve koordinasyonunda rol oynar. Parkinson hastaliginda
ise SN’deki DA fireten ndronlarin kaybi1 sonucunda korteksin motor hareketleri

diizenleme kapasitesi azalmaktadir (Kidd, 2000).
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llerleyici bir hastalik olan PH, semptomatik agidan istirahat tremoru
(uzuvlarin titremesi), bradikinezi (hareketlerin yavaslamasi), kaslarda sertlik
(rijidite) ve durussal (postural) dengesizlik ile karakterize edilebilir (Ozansoy M,
2004).

Tremor: ‘Istirahat tremoru’ (titreme), PH’nin en iyi tammlanan spesifik
bulgusudur. Istirahat tremoru, dinlenim durumu sirasinda meydana gelir ve istemli
hareketleri azaltir. Dolayisiyla giinlilk yasam aktivitelerini bozacak kadar bir
etkiye sahip degildir (Dauer and Przedborski, 2003). ilk motor semptom olarak
olgularin yaklasik %50-75’inde tremor ortaya ¢ikar (Findley and Koller, 1995).
PH’da klasik istirahat tremor hiz1 4-6 Hz’dir. Tremor siklikla ellerde, bazen de
ayaklarda, dil, ¢ene ya da dudakta bile olabilir.

Rijidite: Rijidite (kas katilig1), tonusun es zamanli olarak agonist ve antagonist
kaslarda artmasi sonucu meydana gelir (Cakmur, 2003). Bu rijidite, proksimal
(boyun, omuz, kal¢a) ve distal (el ve ayak bilekleri) yerlesimli olabilir. Genelde
tremor gibi tek tarafli baslayan rijidite ilerleyerek karsi tarafa yayilabilir (Hughes
et al., 1993). Rijidite, tremora gore daha az degisken bir bulgu olmasina ragmen

hastanin fonksiyonel yetersizligini daha iyi yansitir.

Bradikinezi: Bradikinezi (istemli hareketlerde yavaslama), PH’da bazal
gangliyon fonksiyon yetersizliginin en karakteristik semptomudur (Hughes et al.,
1992). Bradikinezi, harcket yapma yetenegindeki azalma olarak tanimlanir.
Ayrica; hareketin baslatilmasinda gecikme, hareketin amplitiidiiniin kii¢tilmesi,
bir hareketten digerine gecememe, ayni anda iki hareketi yapamama, hareket
yoksunlugu (hipokinezi) ve hareket edememe (akinezi) anlaminda da kullanilir
(Hughes et al., 1992). Bradikinezinin kendine 06zgii belirtileri arasinda yiiziin
ifadesiz goriiniim almasi (bradimimi), monoton konusma (hipokinetik dizartri),
ses volumiinde azalma (hipofoni), yutma islevinin azalmasina bagl agizda salya
birikimi ve akmasi (siyalore), yiirime swrasinda otomatik kol hareketlerinin
azalmas1 veya kaybolmasi ve adim boyunda azalma sayilabilir. Giyinmek ve
yemek yemek gibi giinliik igleri yapmak daha uzun zaman alacagindan bradikinezi

yasam kalitesini anlamli derecede bozabilir (Dauer and Przedborski, 2003).



11

Postural (Durussal) Bozukluk: Kambur bir postur, diisme ile sonuglanabilen
normal postural refleks ve denge kayb1 ve tekerlekli sandalyeye hapsolma sz

konusu olabilir (Dauer and Przedborski, 2003).

Demans (Bunama) ve Emosyonel Degisiklikler: PH’da kavrama siiregleri
yavaglar, Ozellikle yasli hastalarda demans olduk¢a sik goriiliir. Ayrica

Parkinsonlu hastalarda depresyon yaygindir (Dauer and Przedborski, 2003).

2.1.4 Parkinson hastahigim etkileyen faktorler

Yas: PH genellikle 55 yasin iizerindeki insanlarda goriilmekle beraber geng
eriskinler hatta ¢ocuklarda bile goriilmektedir (Andreas, 2004). 40 yas altinda
baglayan olgular ‘Erken Baslangiglhi PH’, 20 yasindan once baslayan olgular ise
‘Juvenil PH’ olarak tanimlanir. Jiivenil parkinsonizm kalitsaldir ve farkli bir
nigral dejenerasyon  goriintiisii vardir (Fahn, 1995). PH’nin tiim hastalarin
%35’inde, 40 yasmdan 6nce basladigi bilinir (Ross et al., 1996). Goriilme siklig1

ozellikle yas ile artan, ilerleyici bir hastaliktir.

Cinsiyet: Calismalarin ¢ogunda, PH’nin prevalansi erkek ve kadinlar arasinda
onemli bir farklilik gostermemektedir. Ancak ayni yas grubundaki kadin ve
erkekler karsilastirildiginda, erkeklerde hastaliga yakalanma riskinin 1,5 kat daha
fazla oldugunu tespit edilmistir (Adler and Ahlskog, 2000; Schoenberg, 1987).

Cevresel Risk Faktorleri: Geng narkotik bagimlilarinda, MPTP iceren sentetik
eroinin intravendz enjeksiyonu ile ortaya ¢ikan toksik parkinsonizm olgulari, bazi
durumlarda ekzojen ajanlara maruz kalmanm, PH’na yol agabilecegini
diisiindiirmistiir.  Cesitli kimyasal maddelerin parkinsonizme yol agtig1
bilinmektedir. Fakat MPTP toksini’ne bagli parkinsonizmin garpici 6zelligi,
daha yaygin santral sinir sistemi harabiyeti yapmasi beklenirken, tamamen PH’nin
anotomik ve klinik 6zelliklerini gostermesidir (Przedborski and Jackson, 1998).
PH’da risk faktorii olabilecegi diisliniilen diger faktorler; ekzojen ndrotoksinler,
eser elementler, siyanid, vernik incelticileri, organik solventler, karbonmonoksid,
karbondisiilfid, hidrojen siilfid ve nitrik oksittir (Adler and Ahlskog, 2000).



12

Travma: Epidemiyolojik ¢caligmalar kafa travmasi ile PH gelisimi arasinda pozitif
bir iliski oldugunu gostermistir ancak bu konuda yapilan g¢aligmalar halen

celigkilidir (Koller et al., 1989; Michele et al., 1996).

Genetik Faktorler: PH durumlarindan ortalama %95’inde agik bir genetik
baglant1 yoktur, fakat kalan durumlarda hastalik kalitimsaldir (Dauer and
Przedborski, 2003). Yapilan genetik ¢alismalarda, hiicrelerde goriilen mutasyonlar
sonucu hastaliga sebep olan ¢esitli genetik lokuslar belirlenmistir. Bunlar 4.
kromozom tiizerindeki alfa-siniiklein (otozomal dominant) ve UCH-L1 (Ubiquitin
C-terminal hidrolaz) (otozomal dominant) genleri, 6. Kromozom iizerindeki
parkin geni (otozomal resesif), 1. kromozom iizerindeki DJ-1 geni (otozomal
resesif) ile 1, 2, 4, 12. kromozomlar iizerinde yeri saptanan ancak fonksiyonlar1
tam olarak aydmlatilmayan gen lokuslaridir (Alan et al., 2003). Ancak
mutasyonlar ile PH patogenezi arasindaki iligki heniiz agik degildir.

2.1.5 Parkinson hastahgimin nérokimyasal ve noropatolojik ozellikleri

Parkinson hastaligmin patolojik belirteclerinden ilki, nigrostriatal
dopaminerjik noronlarin kaybidir. Nigrostriatal noronlarin hiicre govdeleri
SNpc’de olup putamene uzanir ve bu néronlar ndéromelanin igerir (Marsden,
1983). SNpc dopaminerjik noronlarm %601 semptomlarmn baslangicinda
kaybedilirken putamende bu oranin %80’¢ vardigi goriilmektedir (Dauer and
Przedborski, 2003). Bu durumun sonucunda SNpc dopaminerjik ndéronlarin
metabolitleri olan HVA ile DOPAC’m, dopaminin biyosentetik enzimi tirozin
hidroksilazin TH’nin ve DA tasiyicisi (DAT) nin azaldigi tespit edilmistir
(Dunnett and Bjorklund, 1999; Jenner and Olanow, 1998). PH ile iliskili
dopaminerjik néron kaybmin topolojisi, normal yaslanmada goriilen modelden
farklidir. PH’da normal yaslanmaya gore néron kaybinin hizi ve yogunlugu daha

fazladur.

PH ve normal yaslanma sirasinda SNpc’deki etkilesim incelendiginde
farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Normal yaslanma swasinda SNpc’nin
dorsomedial yani etkilenirken, PH’da ise hiicre kayb1 SNpc’nin ventrolateral ve

kaudal bolgelerinde yogunlasmustir (Fearnley and Lees, 1991).
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PH’nin ikinci patolojik belirteci olan Lewy cisimcigi (LC) varlig: ilk kez
1912 yilinda F.H. Lewy tarafindan Parkinson hastalarinin beyin sapmda, SN’nin
NM igeren ndronlarmin sitoplazmasinda tanimlanmistir (Pollanen et al.,1993).
LC’lerin yapisinda siniiklein, parkin, ubiquitin gibi ¢esitli proteinler ve
norofilamentler bulunmaktadir (Dauer and Przedborski, 2003). LC’ler
karakteristik olarak 15pum’den daha biiylik ¢apa, yogun hyalin ¢ekirdege ve bunun
etrafinda bulunan net bir 151k halkasina sahiptir (Sekil 2.3).

! Lewy|
/Lisimcigi
o

e

Siniiklein

Sekil 2.3 SNpc dopaminerjik néronlari i¢erisinde Lewy cisimleri (Dauer and Przedborski, 2003)

PH’nin patolojisi yaygin olarak yalnizca dopaminerjik néron kaybi degildir
(Hornykiewicz and Kish, 1987). Norodejenerasyon ve LC olusumu, serebral
korteks, bulbus olfaktoryus ve otonom sinir sisteminde oldugu kadar
noradrenerjik (LC: lokus korelus), serotonerjik (rafe) ve kolinerjik (Meynert’in
bazal ¢ekirdegi, vagusun dorsal motor ¢ekirdegi) sistemlerde de tespit edilmistir
(Dauer and Przedborski, 2003). PH durumlarinin yaklasik olarak 9%30’unda
meydana geldigi bilinen bu nigral olmayan lezyonlar demans gibi kognitif ve
psikolojik bozukluklara sebep olmaktadir (Aarsland et al., 1996). Ozellikle ileri
yaslarda ki Parkinson hastalarinda goriilen demansin nedeni hipokampusun
dejenerasyonu ve kolinerjik sistemin etkilenmesi olarak bilinir. Ancak
serotonerjik ve noradrenerjik yolaklardaki lezyonlar dopaminerjik néronlardaki
lezyonlar kadar kesin karakterize edilmemistir. Bu sistemlerin katiliminin

hastaligin daha siddetli veya daha ge¢ evrelerinde oldugu diisiiniilmektedir.

PH’n1 karakterize eden belli bagh patolojik degisiklikler tespit edilse de

dopaminerjik ndronlarin  §liimiinden sorumlu olan mekanizma ya da
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mekanizmalar heniiz aydinlatilmamistir. Bu sebepten dolayr PH i¢in uygulanan

tedavilerin ¢ogu koruyucu degil, ortaya ¢ikan semptomlart 6nlemeye yoneliktir.

2.1.6 Parkinson hastahgi patogenezi

PH’nin patogeneziyle ilgili olarak iki temel hipotez bilinmektedir. Bu
hipotezlerden birinde SNpc dopaminerjik néronlarinin 6liimiine neden olarak
proteinlerin hatali katlanmas1 ve agregasyonu ileri siiriilmiistiir. Diger hipotezde
ise dopaminin oksitlenmesini kapsayan oksidatif stresin neden oldugu mitokondri
fonksiyon bozuklugunun etkili oldugu diisiiniilmektedir (Dauer and Przedborski,
2003). Giiniimiizde PH calismalarinin hedefi SNpc dopaminerjik ndronlarin
Oliimiinde anahtar rol oynadig diisiiniilen bu sinyal yolaklarinin aydinlatilmsidir

(Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Norodejenerasyonun mekanizmasi (Dauer and Przedborski, 2003)

2.1.7 Proteinlerin hatah katlanmasi ve agregasyonu

Beyin dokularinda goriilen proteinlerin anormal dagilimi PH’n1 da kapsayan
pek cok yasa bagimli nérodejeneratif hastalikta goriilen bir ozelliktir. Farkli

hastalarda protein agregatlarinin kompozisyonu ve yerlesimi farklilik gosterse de
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bu degisimin noronlar i¢in toksik bir etki olusturdugu bilinmektedir. Agregatlar
veya c¢Ozlinebilir hatali katlanmis proteinler ¢esitli mekanizmalar yoluyla

norotoksik olabilir.

Protein agregatlar1 iki farkl yol ile direkt hasara neden olur. Bunlardan biri
hiicre yapisimin bozulmasi, digeri ise noronlarda iletisimi engellenmesidir. Diger
yandan protein inkliizyonlar1 hiicre canlilig1 i¢in dnemli olan proteinleri islevsiz
duruma getirebilir. Bu nedenle inkliizyon olusumu ve nérodejenerasyon arasinda
bir baglant1 olabilecegi ileri siiriilmiisse de bunun aksini gosteren ¢aligmalar da

mevcuttur (Saudou et al., 1998; Cummings et al., 1999).

Oksidatif hasar mekanizmasmin PH patogenezinde anahtar rol oynadigi

uzun zamandir diisiinilmektedir (Przedborski and Jackson-Lewis, 2000).

Yagla birlikte dokularin oksitlenmis protein icerikleri artmaktadir
(Beckman and Ames, 1998). Noronlar postmitotik dzellik gosterdiklerinden doku
icerik artisma kars1 Ozellikle hassas olabilirler. Yapilan in vitro ¢alismalarinda
LC’lerin normal o-siniikleinlere oranla oksidatif olmaya daha yatkin B-
sintikleinleri icerdikleri goOsterilmistir (Giasson et al., 1999). Sonu¢ olarak
proteozomal fonksiyon eksikligi ve bunun sonucunda hatali katlanmis proteinlerin

yigilmasi tehlikeli bir dongiiye sebep olmaktadir.

2.1.8 Azalmus enerji metabolizmasi

Mitokondri, tiim viicut hiicrelerinde oldugu gibi néronlarda da ATP elde
ederek enerji akigsinin yonlendirildigi organeldir. Krebs dongiisinde NADH+H+
ile FADH2’ de toplanan elektronlar, mitokondri i¢ zarinda yer alan enzim

yapisinda proteinler {izerinden elektrokimyasal gradyan olusmasini saglarlar.

Elektron transport zincirinde, bu enzim sisteminin baslangi¢ yolunu NADH
dehidrogenaz (kompleks-1) ve suksinat dehidrogenaz (kompleks-II) olusturur.
Elektronlar bu sistemeflavin mononukleotidler ve kompleks 1 ve 2’nin demir-
stilfiir merkezlerinden giris yaparak,ubikinona (koenzim Q) tasmirlar. Ubikinol-
sitokrom c¢ oksidoreduktaz (kompleks I11) sitokrom b, sitokrom ¢ 1 ve Rieske

demir-kiikiirt proteininden ibaret nemli bir komplekstir.
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Koenzim Q’ den kompleks III ‘e transfer olan elektronlar, bakir iceren ve
enzim olan sitokrom c oksidaza (kompleks V) gecerler. Son olarak da elektronlar
oksijen molekiiliine aktarilarak, ATP sentaz’dan (kompleks V) bir molekiil
ATP’nin sentezini gerceklestirirler. Elektronlar kompleks I/II” den I1I. ve IV.
komplekslere gecis yaparken protonlar da mitokondriyal i¢ zardan gegerek, bir
elektrokimyasal gradyan olusumuna katkida bulunurlar (Bourre et al., 1990; Ikeda
et al., 1996; Lui et al., 1997).

Normal kosullarda elektronlar bir kompleks basamagindan digerine
aktarilirken bazi durumlarda elektron sizintilari meydana gelmektedir. Bu
sizmtilar reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) (6rnegin: siiperoksit radikali, singlet
oksijen, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, hidroperoksil radikali, hipoklorik
asit/hipokloriir) olusumuna neden olur (Stillwell et al., 1993; Lopez et al., 1995).

Parkinson hastaligina sahip bireylerin beyin dokularinda gerceklestirilen
post-mortem arastirmalarda sadece substansia nigra pars kompaktada kompleks-I

aktivitesinde azalma oldugu tespit edilmistir (Brown, 1998).

Parkinson hastaligini, insan ve hayvan modellerin de aktive eden
mitokondrial i¢ membranin elektron transport komplekslerinin inhibitoru olan
MPTP (  1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridin) ( MPP+ metabolitleri
araciligiyla), 6 hidroksi dopamin (6-OHDA) ve rotenon gibi norotoksinler

bulunmaktadir.

Mitokondri hasarlari, normal sartlarda elekrokimyasal proton konsantrasyon
gradyeni ile sirdiiriilen edilen mitokondriyal membran potansiyellerinde
azalmaya ve Parkinson hastaligi tanisinda rol oynayan substansia nigradaki
patojenik degisikliklere sebep olur (Chalon et al., 1998). Elekrokimyasal proton
konsantrasyon gradyeni enerji depolar ve bu enerjiyi ekzoplazmik alandan
vezikiillerin i¢ine tagmmasi amaciyla mitokondrilerin sitoplazmik membran
bolgesindeki adenozintrifosfat (ATP) sentezinin proton transportu araciligiyla
kullanir. ATP sentezi mitokondriyal i¢ membran hasar1 olusmadig: siirece devam

eder.
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Substansia nigrada mitokondriyal i¢ membran hasar1 nedeniyle olusan
patojenik degisiklikler, serbest radikal olusumunu ve mitokondriyal membran

potansiyelinde azalmayi tetikler.

2.1.9 Oksidatif stres

Endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek membraninda yer alan serbest radikaller
araciligi ile olusan oksidatif stres, Parkinson hastaliginda noérodejenerasyon

olusumunda ve ilerleme surecinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Reaktif oksijen tiirlerinden siiperoksid radikal, hidrojenperoksid ve hidroksil
radikali mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon ile molekiiler oksijenin suya

rediiksiyonu sirasinda olugmaktadir.

Uretilen serbest radikal artmis kalsiyum akimma, beta amiloid birikimine,
nitrik oksit sentaz (NOS) aktivasyonuna ve enzimlerde yasa bagl fonksiyon

kaybina neden olur.

Ek olarak yapilan in vitro ¢alismalar, oksijen radikalleri olusumunun
glutamat stimiilasyonu ile iligskili olan noronlarla etkilestiklerini gostermistir.
Olusan radikaller, glutamat serbestlenmesine ve geri aliminin baskilanmasinda

artisa Yol agarlar (Okuyama, 1992).

Mitokondriyal solunum zincirinin kompleks 1 ile inhibisyonu sonucu
hasarlanmasi oksidatif stresi aktive edebilir. Ornek olarak ndronlar1 6-OHDA gibi
norotoksinler veya L-dopa’ya karsi etkiye agik hale getirebilir. Ayrica, 4-hidroksi-
2-nonenal (HNE), malondialdehit (MDA) ve 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-
OHDG) gibi lipid peroksidasyon iiriinlerinin olusumu (Suzuki et al., 1998),
mitokondrial solunum zincirinin inhibisyonuna ( Kompleks Ive Il) ve apoptoz
meydana gelene kadar kaspaz kaskadmin aktivasyonuna neden olur (Brown,
1998).

Giglii antioksidanlar, dopa toksisitesinin etkili blokerleridir (Malcolm,
2003). Dopaminerjik noronlarda  dopaminin  oksidatif ~ deaminasyonu,

otooksidasyonu ayrica hidrojen peroksid ve diger oksijen radikallerinin olusumu
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monoaminoksidaz (MAO) araciligi ile meydana gelir. Boylelikle MAO-
inhibitorlerinin, radikal iretimini inhibe etme Ozelligine sahip oldugu

disiiniilmektedir.

2.1.10 Serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarlari

Hiicrelerin  6nemli  bilesiklerinden olan lipit, protein, DNA ve
karbonhidratlar serbest radikallerden etkilenir (Shankar et al., 2004; Stillwell et
al., 1993). Bu etkileri inceledigimizde hiicre membraninda bulunan kolestrol ve
yag asitlerinin doymamis baglar1 ile serbest radikallerin reaksiyona girerek
peroksidasyon friinleri olusturmasi sonucunda ortaya ¢ikar. Bu duruma lipit
peroksidasyonu denir ve geri doniisii olmayan hasar olusturur (Shankar et al.,

2004;Bogerts et al., 1983).

Proteinlerin  serbest radikal hasarindan etkilenmesi ile aminoasit
kompozisyonuna bagimlilik durumu meydana gelir. Siilfir ve karbon merkezli
radikallerin olusumu daha ¢ok doymamis bag veya siilflir iceren amino asitlerin
serbest radikaller ile etkilesimi sonucunda meydana gelir. Serbest radikaller igin

Ozellikle hem proteinleri 6nemli birer hedeftir (Bogerts et al., 1983).

MonosakKaritlerin otooksidasyonu ile H,O,, peroksitler ve okzoaldehitler
olusur. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda
capraz baglar olusturabilmesinden dolay1 bazi hastaliklarin patolojisinde 6nemli

rol oynarlar ( Bogerts et al., 1983). (burasi kalip degismez)

Parkinson hastaliginin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte oksidatif
stres, mitokondriyal disfonksiyon ve apoptotik yolaklarin aktivasyonu gibi
faktorler Parkinson patolojisinde 6nemli bir rol oynadigi kabul edilmektedir
(Banerjee et al., 2009; Mattson et al., 2002; Schon and Manfredi, 2003).

2.2 6-OHDA Norotoksisitesi

In vivo ve in vitro Parkinson modelleri hastahgin patogenezinin daha iyi
anlagilmas1 ve ¢esitli kimyasal maddelerin hastalik {izerine potansiyel etkilerinin

arastirilabilmesi agisindan O6nem tagimaktadir. Deneysel Parkinson modeli
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olusturulmasinda kullanilan kimyasal maddeler arasinda ozellikle son yillarda
dikkati ¢eken paraquat, rotenon ve maneb gibi tarim kimyasallar1 ile 6-OHDA (6-
hidroksidopamin) ve MPTP  (1-metil-4-fenil-1236-tetrahidropiridin)  gibi
katekolaminerjik sistem iizerinden secici etki gOsteren ndrotoksinler yer
almaktadir (Schober 2004). 6-OHDA giiglii bir norotoksin olmasi sebebiyle ve
spesifik olarak dopaminerjik hiicrelerde apoptozu tetikledigi i¢in, insan
noroblastoma hiicre hatt1 olan SH-SYSY hiicrelerinde Parkinson hastaligi modeli
olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Cheung et al., 2009; Ju et al.,
2010; Lee et al., 2011).

6-OHDA, Senoh tarafindan 1959 yilinda orijinal olarak izole edilmistir
(Senoh and Witkop, 1959 a,b; Senoh et al., 1959 ab) ve dogal dopamin

norotransmitterinin hidroksillenmis tiirevidir (Sekil 2.5).

[k olarak Porter ve Stone tarafindan otonomik sinir sistemininde biyolojik
etki olarak farelerin kalbinde noradrenalin aliminda azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (Porter et al., 1963,1965; Stone et al., 1963). Daha sonra yapilan
pek cok calismada sinir hiicrelerini, 6zellikle de katekolaminerjik néronlar1 tahrip

etme yeteneklerine sahip oldugu gosterilmistir (Thoenen and Tranzer, 1968).
PO
HO OH
Sekil 2.5 6 -hidroksidopamin’in kimyasal yapisi

Bazi ¢aligmalarda 6-OHDA’nin sistemik enjeksiyonundan sonra kan-beyin
bariyerini gecemedigi, dogrudan intraserebral uygulama sonranda ise merkezi
ndronal lezyonlara neden oldugu gosterilmistir. Lateral ventrikiil igerisine 6-
OHDA uygulamasinin, merkezi katekolaminerjik noriinlarda hasara neden oldugu

rapor edilmistir (Ungerstedt, 1968; Bloom et al., 1969; Uretsky and Iversen, 1970)

Dopaminin hidroksillenmis analogu olan 6-OHDA, katekolaminerjik
noronlarda dejenerasyona neden olarak DA sentez ve serbestlenmesi azaltan ve bu

yolla santral dopaminerjik aktiviteyi bozan bir nérotoksindir (Blum et al., 2001;



20

Orth and Tabrizi 2003; Schober 2004; Tolwani et al., 1999). 6-OHDA, dopamin
veya noradrenalin tasityict molekiillerle hiicre i¢ine alinarak sitoplazmada
birikmekte ve hiicrenin 6liimiine yol agmaktadwr. 6-OHDA reaktif oksijen
tirlerinin tiretimine (ROS) yol agarak toksik etkisini gostermektedir (Ju et al.,
2010; Lee et al.,, 2011). 6-OHDA hiicre i¢ine almir alinmaz okside olarak
parakuinon ve hidrojen perokside doniismekte ve hidroksi radikallerin olusmasi
araciligiyla ilk toksik etkisini olusturmaktadir (Schober 2004). Bununla birlikte
6—OHDA siiperoksid serbest radikallerinin olusumuna da yol agarak oksidatif
stres araciligiyla mitokondriyal kompleks-1’in inhibe olmasina neden olmaktadir
(Orth and Tabrizi 2003; Schober 2004; Tolwani et al., 1999). Hidroksil ve
stiperoksid radikalleri; lipid peroksidasyonu, protein hasari, glutatyon (GSH) ve
katalaz siiperoksit dismutaz (SOD ve CAT), anti-oksidan seviyelerinin azalmasi
ve mitokondriyal disfonksiyon gibi oksidatif hasarlara neden olmaktadir
(Andersen 2004; Perry et al., 1982; Riederer et al., 1989; Saggu et al., 1989;
Surendran and Rajasankar, 2010; Vincent et al., 2004).

Bu hasarlar sonucu gozlenen pro-apoptotik faktorlerin ve sitokrom c’nin
serbestlenmesi, kaspaz-3 ve 9 aktivitesi mitokondri membran potansiyelinin
(MMP) azalmasi ile sonuglanir. Cekirdege transfer edilen pro-apoptotik sinyaller

ise hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Galluzzi et al., 2009; Kroemer et al., 2007).
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Sekil 2.6 6-OHDA toksisitesinin hipotetik mekanizmas: (Blum et al., 2001)

2.3 Protein Kinazlar

Serin ve treonin artiklarindaki protein fosforilasyonlari, hiicre ylizey
reseptorleri ile iliskili ikinci haberci sistemi tarafindan kullanilan ya da stres
uyarist ve onkogenik transformasyon gibi hiicresel diizensizlikler ile uyarilan
temel diizenleyici mekanizmalardir. Protein kinaz yolagi tarafindan iletilen hiicre
dis1 sinyaller proliferasyon, farklilagsma, apoptoz, sekresyon ve hareketlilik gibi
cesitli hiicresel yanitlara yol a¢gmaktadir. Mitojenler tarafindan aktive edilen
protein kinaz sinyal yolaklar1 (MAPK) 6karyotik organizmalarda sinyal iletimi ile
iliskili olan ve her yerde bulunan temel kinazlardir (Kyriakis and Avruch, 1996;
Cohen, 1997; Lewis et al., 1998; Kyriakis and Avruch, 2001; Robinson and Cobb,
1997). MAPK, MAP2K ve MAP3K gibi mitojenler tarafindan aktive edilen
kinazlara ait sinyal yolaklarinda yer alan enzimler hiicre disindan gelen farkli
uyaricilarla diizenlenmekte ve hiicre icinde ilgili metabolik yollara sinyalleri

ileterek hiicresel cevabin olusmasina neden olmaktadirlar.
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2.4 MAPK Sinyal yolu (p-38)

Ik kez 1987 yilinda tanimlanan MAPK ’lar sekiz biiyiik 6karyotik protein
kinaz ailesinden biri olan CMGC ailesine dahildir (Ray and Sturgill 1988).
CMGC ailesi; CDK (siklin bagimli kinazlar), MAPK (mitojenlerle aktive olan
protein kinazlar), GSK3 (glukoz sentez kinazlar) ve Clk (Cdc benzeri kinazlar)
gibi farkli gruplar icermektedir. MAPK alt grubu; CMGC ailesinin prototipi
olarak kabul gormektedir (Schenk and Snaar-Jagalska, 1999; Kannan and
Neuwald, 2004). MAPK ailesi iiyeleri, P+1 bdlgesinde Pro bulunan substratlari
fosforillemeleri ve fosforilasyonda Ser aminoasitlerini tercih etmeleri nedeniyle
“proline directed ser-thr kinases” olarak isimlendirilmiglerdir (Schenk and Snaar-
Jagalska, 1999). MAPK ailesi liyelerinin olusturdugu sinyal ileti agi, 6karyotik
hiicre regiilasyonunda gorev alan en genis mekanizmalar arasinda yer almaktadir
(Schenk and Snaar-Jagalska, 1999). Biitiin dkaryotik hiicrelerde birbirinden ayri
kiimeler olusturan sinyal gruplarma cevap olusturabilmek maksadiyla 6zellesmis
birden fazla sayida MAPK sinyal yolagi bulunmaktadir. Boylelikle hiicreler ayni
anda farkli kiimelerden gelen sinyallere kars1 uygun hiicresel cevabi
olusturabilmektedir (Schenk and Snaar-Jagalska, 1999; Kyriakis and Avruch,
2001).

MAPK yolagi, farkli sinyal molekiilleri araciligiyla uyarilan serin-tirozin
kinaz, sitokin ve GPCR gibi hiicre yiizey reseptorleri tarafindan aktive olmaktadir
(Robinson and Cobb, 1997; Schenk and Snaar-Jagalska, 1999; Kyriakis and
Avruch, 2001; Pearson et al., 2001). Bu sinyal molekiilleri arasinda ise hormonlar,
biiylime ve farklilasma faktorleri (instiliny EGF, PDGF, FGF / ANG II, endotelin,
TNF gibi), viral enfeksiyonlar, kanser yapicilar ve gevresel stresler yer almaktadir
(Kyriakis and Avruch, 2001; Johnson and Lapadat, 2002). Bununla birlikte
MAPK’lar; mayoz, mitoz ve farklilagmis hiicrelerde olusan mitoz sonrasi
fonksiyonlara da katilmakta ve hareket, metabolizma, programli hiicre 6liimii gibi

hiicresel aktiviteleri diizenlemektedirler (Pearson, Robinson et al., 2001).

MAPK sinyal aglar1 evrimsel olarak korunmus ardisik bir sekilde aktive
edilen ii¢ bilesenden meydana gelmektedir. Tiim MAPK yolaklarmin merkezinde

iic grup enzim (MAPKKK, MAPKK, MAPK) bulunmaktadir ve MAPKKK—
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MAPKK— MAPK siralamasiyla birbirlerini fosforillemektedirler (Johnson and
Lapadat, 2002; Bardwell, 2006; Pearson, et al., 2001, Kroemer et al., 2007). Bu
modiiliin en {stiinde bulunan MAPKKK {iyelerinin N-terminal kisimlarinda
diizenleyici alanlar bulunurken C-terminal kisminda protein kinaz alani
bulunmaktadir. Genellikle STE20/PAK kinazlar tarafindan fosforillenerek ya da
kiigiik GTP-baglayici proteinler ile (Ras ve Rho ailesi iiyeleri gibi) etkilesime
girerek aktive edilmektedirler. (Gustin et al., 1998; Gutkind 2000) . Ser/Thr kinaz
olan MAPKKK’lar aktive edildiklerinde modiildeki ikinci grup kinazlar
(MAPKK) Ser ve Thr aminoasitlerinden fosforilleyerek aktive etmektedirler
(Gustin et al. 1998; Widmann et al., 1999).

Bir organizmada MAPK modiiliinii olusturan {i¢ bilesen iginde
MAPKKK’larin sayist MAPK’larin sayisina esit ya da daha fazla olmaktadir
(Widmann et al., 1999). MAPKKK larin genellikle sayica daha fazla olmasinin
olas1 sebebi ise; organizmanin/hiicrenin karsilastigi yiiksek ¢esitlilikteki sinyal
sayisindaki fazlaliga karsi secici bir cevap olusturulabilmesine olanak tanimasidir.
Bu yolla sinyaller ayirt edilebilmekte ve uygun cevap es zamanli olarak
olusturulabilmektedir. Bir diger olasilik da MAPKKK’larin substratlarinin sadece
MAPKK ’lar ile sinirlt olmamasidir. Bir MAPKKK olan MEKK1’in hem MAPK-
JNK yolagin1 hem de NFxB yolagini diizenlemesi bu duruma 6rnek olarak
verilebilir (Widmann et al., 1999; Chang and Karin, 2001; Orth and Tabrizi,
2003; Kyriakis and Avruch 2001). MAPKKK’lar tim MAPK modiilii i¢inde
“sinyal toplayict — dagitic1” tek birimdir (Powell et al., 2005). MAPKKK’lar
tarafindan fosforillenen MAPKK’lar substratlar1 olan MAPK’lerin aktivasyon
loplarinda bulunan hem Thr hem de Tyr’ni fosforile edebilme 6zelliklerinden
otirii ¢ifte spesifiteli kinazlar olarak bilinmektedirler (Zheng and Guan 1993;
Powell et al., 2005). Sinyal modiiliniin merkezinde yer alan MAPKK’lar,
MAPKKK ’lar kadar yiiksek sinyal 6zgiinliigiine sahip degildirler, dolayisiyla da
sadece sinyal toplayici noktalar olarak gorev yapmaktadir ve genellikle sayica
MAPKKK ve MAPK’lardan daha az bulunmaktadirlar MAPK’ler ise ag icinde
yukaridan asagiya dogru toplanan sinyalleri uygun efektorlere iletmekle gorevli
sinyal dagiticilardir (Widmann et al., 1999; Powell et al., 2005). MAPKK lar
tarafindan fosforillenerek aktive edilen MAPK ailesi iiyeleri aktivasyon loplarinda

TxY motifi tagimalari ile diger iiyelerden ayrilirlar.
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Mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz (MAPK) ailesi sinyal
yolaklar1 iginde yer alan c-Jun terminal kinaz, P38 MAPK, ekstraselliiler sinyal
diizenleyici kinaz 1/2 (ERK1/2), serin/treonin kinaz ve fosfatidilinositol 3-kinaz
(PI3K)/Akt yolaklar1 da oksidatif stres aracilikli néronal hiicre hasarinda benzer
rollere sahip olan molekiiler mekanizmalardir (Schroeter et al., 2002,; Fuenzalida,
et al. 2007).

2.5 GSK3-p Sinyal yolu

Hiicre biiytimesi, farklilagmasi ve sagkalimi gibi mekanizmalar i¢inde yer
aldig1 bilinen fosfoinozidit 3-kinaz (PI3K) gen ailesi, yap1 ve fonksiyon
farkliliklarina gore 3 sinifa ayrilmakla beraber bunlardan ancak 1. Smmif PI3K'in

rolii 6nemli oranda aydinlatilabilmistir (Rameh and Cantley, 1999).

1. Smif PI3K molekiilleri bir katalitik alt {inite (p110) ile onun kinaz
aktivitesini diizenleyen bir diizenleyici alt iiniteden (p85) meydana gelen

sitoplazmik heterodimer komplekslerdir (Garcia et al., 2006).

PI3K molekiilleri lipid kinaz ailesine aittir ve PI (4,5)P2 fosfoinositidlerin
(PIP2) 3' OH grubunu fosforlayarak onlar1 fosfatidilinositol (3,4,5)P3 (PIP3)
dontstirtrler (Whitman et al., 1988). PI3K'nin lipid kinaz aktivitesi diginda
protein kinaz aktivitesi de vardir en iyi bilinen substrat1i AKT'dir (Chan et al.,
1999). PI3K'nin sitoplazmik substratlarinin aktivasyonu genel olarak bir serin
treonin kinaz olan PDK1 araciligiyla olmaktadir (Anderson et al., 1998). PDK1,
PI3K aktivasyonu sonucu olusan PIP3'e baglanmak iizere membrana gegerek

orada fosforlanir ve aktive olur (Casamayor et al., 1999).

AKT, AGC ailesine ait bir serin/treonin protein kinazdir (Peterson and
Schreiber 1999). Memelilerde birbirine olduk¢a benzer yapida 3 farkli AKT
izoformu vardir (Brodbeck et al., 1999; Jones et al., 1991). Hepsi de ortak olarak
NH2 ucunda bir PH alani, ortada oldukga biiytik bir kinaz alan1 ve COOH ucunda
da bir diizenleyici alandan meydana gelmektedir. PI3K'nin olusturdugu PIP3,
AKT'n PH domeyni i¢in bir baglanma bdlgesi olusturur ve AKT bunlara

baglanmak iizere membrana hareket ederek buraya yerlesir (Frech et al., 1997).
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AKT membrana yerlestikten sonra buraya daha Onceden yerlesmis ve
aktive olmus olan PDKI1 tarafindan 308. Treonin aminoasidi iizerinden

fosforlanarak ilk aktivasyonu saglanir (Alessi et al., 1997).

AKT'm bu ilk fosforilasyonu onun mTORc2 veya DNA-PK tarafindan
serin 473 fosforilasyonunun saglanmasimi kolaylastirir (Feng et al. 2004;
Sarbassov et al. 2005). AKT'im ve AKT disindaki kinazlarin, hiicre dongiisii
kontroliindeki temel rolii GSK3p araciligryla olmaktadir.

GSK-3; beyinde hem ndron hem de glialarda olmak {izere her ikisinde de

bol miktarda bulunur. (Ferrer, Barrachina et al., 2002)

Memelilerde GSK-3, birbirine yiiksek homoloji gosteren GSK3p ve GSK3a
olmak tizere iki adet forma sahiptir (Leroy and Brion 1999). Her iki kinaz da
benzer substrat 6zelliklere, transkripsiyon faktor regiilasyonuna, enzim ve yapisal
protein regiilasyonuna sahiptir (Frame and Cohen, 2001). Diger klasik protein
kinazlarin aksine GSK-3 dinlenme kosullar1 altindaesnasindaki inaktivasyonu

aracilifiyla regiile edilir.

GSK3p viicutta pek ¢ok eksprese edilen ve inhibitor sinyal olmadigi siirece
stirekli aktif olan bir serin/treonin kinazdir (Harwood, 2001). Hiicre
metabolizmasinda GSK3B'nin  hiicre dongiisii, protein yikimi ve enerji
metabolizmas1 gibi pek ¢ok hiicresel faaliyetle beraber (Rayasam et al., 2009),
kanser, diyabet, inflamasyon ve noérolojik bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarla da
iliskili oldugu gosterilmistir (Luo et al., 2007). GSK3 aktivitesinin diizenlenmesi
her ne kadar tam olarak anlasilamamissa bile fosforilasyon, lokalizasyon ve
GSK3B baglayan proteinlerle etkilesim temelli olarak {i¢ ana diizenleyici
mekanizmanin varlig1 gosterilmistir (Jope and Johnson, 2004). Bu mekanizmalar
arasinda GSK3f'min fosforilasyon bagimli aktivasyon-inaktivasyonu en iyi
anlagilmis olanidir. GSK3 iizerindeki 216. Tirozin aminoasidinin fosforilasyonu
molekiiliin  aktivasyonuna, 9. Serin aminoasidinin  fosforilasyonu ise
inhibisyonuna neden olmaktadir (Hughes et al., 1993; Stambolic and Woodgett
1994; Wang et al., 1994).
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GSK3B, hiicre sagkalimmin diizenlenmesinde, mikrotiibiil dinamiklerinin
modulasyonunda ve glikojen metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bir kinazdir.
(Kaytor and Orr, 2002). Son zamanlarda oksidatif stres, hiperosmotik stres,ve
endoplazmik retikulum (ER) stresi gibi hiicresel streslerin GSK3 nin aktivitesini
modiile ettigi gosterilmistir (Meier, Thelen et al. 1998; Kaytor and Orr, 2002;
Song, De Sarno et al. 2002). Diger bir ¢calismada ER stresinin GSK3p’y1 Ser9
iizerinden defosforile ederek aktive edebilecigi gosterilmistir (Song, De Sarno et
al. 2002).

6-OHDA’nin, ER stresini tetikleyerek GSK3p fosforilasyonunu regiile
ettigi belirtilmistir. 6-OHDA aracilikli olan GSK3p’nin bu aktivitesi Serin 9
(Ser9) fosforilasyonu iizerinden negatif olarak, Tirozin 216 (Tyr216)
fosforilasyonu iizerinden ise pozitif olarak diizenledigi gosterilmistir (Grimes and
Jope, 2001). Ayrica; Akt/protein kinaz B (PKB), protein kinaz C (PKC), p70 S6
kinaz, p90Rsk ve protein kinaz A (PKA) gibi cesitli kinazlarin da GSK3p’y1 Serin
9 tizerinden fosforile ettigi bilinmektedir (Grimes and Jope, 2001; Kaytor and
Orr, 2002).

2.6 POORSK Sinyal yolu

ERK substratlar1 arasinda bulunan 90 kDA p90 ribozomal kinazlar ailesi
icinde (RSK; p90RSK ya da mitojen aracilikli aktive olan protein kinaz-1,
MAPKAP-K1) gibi iiyeler yer almaktadir (Jones et al., 1988; Sturgill et al., 1988;
Alcorta et al., 1989; Zhao et al., 1995).

RSK, 1985 yilinda Erikson ve Maller tarafindan Xenopus laevis oositlerinde
40S ribozomal proteinin S6 alt {initesini fosforilleyen bir hiicre i¢i kinaz olarak
kesfedilmistir (Erikson and Maller 1985; Erikson, 1991; Blenis, 1993). S6
fosforilasyonunun ise, hiicre biliylimesi i¢in secilmis mRNA translasyon
mekanizmasinin diizenlenmesini tesvik ettigi diisiiniilmektedir (Jefferies et al.,
1997). Molekiiler agirligi 90kDa olan iki adet S6 protein kinaz (S6KI ve S6KII)
tanimlanmustir (Jones et al., 1988). S6KI ve S6KII homologlari (yeni isimleriyle
p90rsk veya RSK) siwrasiyla fare, tavuk, sican, Drosophila melanogaster ve

Caenorhabditis elegans’dan klonlanmistir (Alcorta et al., 1989; Grove et al,
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1993; Wassarman et al., 1994). Insanlarda RSK kinaz ailesi; RSK1, RSK2 ve
RSK3 olmak iizere 3 adet izoforma sahiptir, bu izoformlar farkli genler tarafindan
kodlanir ve % 75-80 amino asit benzerligi gostermektedir (Jones et al., 1988;
Moller et al., 1994; Zhao et al., 1995). Genel olarak dagilmig halde bulunmalarina
ragmen bu li¢ RSK ailesi iiyelerinin organizmada farkli fonksiyonlarda gesitli
proteinlerin  ekspresyon  seviyelerinin  regiilasyonunda rol oynadiklari

distiniilmektedir.

RSK, serin-treonin kinazlar arasinda tek olup C- terminal ve N- terminal
olmak iizere iki adet fonksiyonel kinaz alanina sahiptir. N-terminal kinaz, protein
kinaz C (PKC) ve protein kinaz A (PKA)’y1 kapsayan kinazlarm AGC grubuna
sahiptir. N-terminal kinaz, RSK’nin substratlarin1 fosforillemekle sorumludur ve
tanidig1 konsensiis bazofilik motifleri ise Arg:Lys-X-Arg-X-X-Ser:Thr ya da
Arg-Arg-X-Ser:Thr dizileri olarak belirlenmistir (Leighton et al., 1995). C-
terminal kinaz ise, kalsiyum-kalmodulin bagimli kinaz grubuna aittir ve ERK ve
p38 MAPK’1n substratlar1 olan MNK1 ve MAPKAP-kinaz-2 ile yiiksek benzerlik
gostermektedir (Zhao et al. 1995; Smith et al. 1999). N-terminal kinaz RSK’nin
substratlarmi fosforillerken, C- terminal kinaz ise RSK aktivasyon mekanizmalari

ile iligkilidir.

RSK izoformlari, Rask-ERK sinyal yolagini uyaran peptit hormonlar1 ve
norotransmitterlerin yani sira biiylime faktorleri ve sitokinler gibi tiim hiicre dis1
sinyal molekiilleri tarafindan aktive edilmektedir. RSK substratlar1 ise cAMP
yanit elemani baglayici protein (CREB),0strojen reseptor-o (ERa), IkBoa/NFkB ve
c-Fos benzeri transkripsiyon faktorlerini igermektedir (Xing et al., 1996; Ghoda et
al., 1997; Schouten et al., 1997; Joel et al., 1998). (Sekil 2.7) Bununla birlikte
RSK, transkripsiyonel koaktivator proteinleri CREB-baglayict protein (CBP) ve
p300 ile de iliskilidir (Nakajima et al., 1996). RSK, poliribozomlara baglanir ve
ribozomal kompleksteki birgok proteini fosforillemektedir (Angenstein et al.,
1998). Ayrica RSK’nin; noral hiicre adhezyon molekiilii (L1 CAM), Ras
GTP:GDP-degisim faktorii, Sos ve p34cdc2-inhibitoér kinaz (Mytl) ve glikojen
sentaz kinaz 3 (GSK3)’ii fosforilledigi yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir
(Sutherland et al., 1993; Wong et al., 1996; Douville and Downward, 1997;
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Palmer et al., 1998). RSK substratlarinin ¢ok ¢esitli olmasi, RSK’nin hiicresel

fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip oldugunu gdstermektedir.

TNFa

UV radiation
H202

Osmotic stress
Chemical stress

Cytoplasm

Growth factors e Hormones

—

Nucleus

Proliferation, differentation, cell survival, cell function

Sekil 2.7 RSK ve MSK kinazlarimnin sinyal iletimindeki rolii.

Yapilan ¢aligmalar ile RSK-B ile mitojen ve stres tarafindan aktive edilen
protein kinazin (MSK) RSK-iligkili kinaz ailesine ait {iyeler oldugu belirlenmistir.
(Deak, et al. 1998; Pierrat et al., 1998; New et al., 1999). MSK, ERK’in
substratidir ancak p38 MAPK tarafindan da ayrica fosforillenebilmektedir, bu
nedenle TNF-a ve hiicresel stres tarafindan uyarilabilmektedir (Sekil 2.7). MSK;
CREB, ATF-1 ve AP-1 aracili transkripsiyonu da regiile edebilmektedir.

Enflamasyon siirecinde ve adaptif immunitede anahtar rol oynayan
transkripsiyon faktorii NF—kB, reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1 oldukga
duyarlidir (Kaltschmidt et al., 2005; Mattson, 2005). Bir¢ok norodejeneratif
hastalikta oksidatif strese karsi NF-kB aktivasyonu gozlenmektedir. Yapilan iki
caligmada ise RSKI1’in  NF-kB aktivasyonunu uyarabilecegi gdsterilmistir
(Ghoda et al., 1997; Schouten et al., 1997). Gegtigimiz on yilda Parkinson
hastalikli bireylerdeki dopaminerjik noronlarda arttigi rapor edilen NF-kB, 6-
OHDA aracilikli dopaminerjik ndron hiicrelerinin olimiinde onemli bir rol

oynamaktadir. Bu nedenle, NF-kB norolojik hasarlara karsi temel teropatik
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yaklagimlarin gelistirilmesinde Onemli bir hedef molekiil haline gelmistir

(Mattson, 2005).

2.7 Amag

Bu yiiksek lisans tezinde, 6-OHDA ile olusturulmus in vitro Parkinson
modelinde GSK-3 beta ile GSK-3 beta diizenleyicileri olan p90RSK ve p38 sinyal
yolaklarinin dopaminerjik hiicre 6liim mekanizmalarindaki rolii arastirilmistir. Bu
amacgla, SH-SY5Y hiicrelerinde 6-OHDA ile olusturulan in vitro Parkinson
modeli kullanilmis ve p38, p90RSK ve GSK-3 beta inhibitérlerinin
uygulanmasindan  sonra  dopaminerjik  noronlarin  hiicre = sagkalimi

degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1 Kollajen ile kaplama

Hiicre kiiltiiriinde kullanilmak tizere plakalar kollajen ile kapland:.
Kollojen (Rat tail collogen Roche), % 20 asetik asit varliginda son
konsantrasyonu 2 mg/ml olarak ¢oziildii. Ana stoktan diliisyon yapilarak
(50mg/ml) hiicre kiiltiiriinde kullanilacak olan plakalarin toplam hacimlerine gore;
cm? basma 5 ug olacak sekilde hesaplamasi yapilarak kaplama islemi
gerceklestirildi. Daha sonra plakalar 24 saat boyunca laminer akisli kabin altinda

bekletilerek kaplama islemi tamamlanda.
3.2 Hiicre Kiiltiirii

SH-SYSY hiicre hatti ATCC (CRL-2226) dan temin edildi. SH-SY5Y
hiicre hatt1 i¢in vasat; DMEM/F12 1:1, %10 oraninda inaktive edilmis Fetal
Bovine Serum (FBS), %1 oraninda L-Glutamin ve %]1 oraninda Penisilin +
Streptomisin i¢erecek sekilde hazirlandi. Vasat ortamui hazirlandiktan sonra SH-
SYS5Y hiicrelerinin ortami 2 giinde bir degistirildi. Isik mikroskobu analizleri
sonucu hiicrelerin yogunlugu toplam plaka alaninin tamamma yakin olarak bir
artis gosterdiginde pasaj islemi gergeklestirildi. In vitro kiiltiirlerde degerli hiicre
hatlariin korunabilmesi, pasaj sayismin ilerlemesine bagh fenotipik ve genotipik
degisimlerin Onlenmesi ve ayrica bu calismalar sirasinda giivenli geriye
donebilme olasilig1 nedeniyle hiicre hatlarinin kisa veya uzun siireli stoklanmasi
gerekmektedir. Bu nedenle hiicreler % 10 DMSO ile -196 siv1 azot igerisinde
yedeklendi. Boylelikle SH-SYSY hiicre hattinin saglikli bir sekilde in vitro

devamlilig1 saglandi.
3.3 Farkhlastirma

Hiicreler diferansiyasyon amaciyla, 10uM retinoik asit ve % 2 FBS igeren
hiicre ortamu ile 6 giin siiresince muamele edildi. Hiicrelerin 2 giinde bir ortamlar1
degistirildi.  Isik mikroskobu analizleri sonucunda SH-SY5Y hiicre hattinin

optimum farklilasma araligmin 3-6 giin oldugu gosterildi (Lopes, Schroder et al.
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2010). Diferansiye edilmis hiicre hattma, belirli dozlarda (20-100 uM) %0.1
askorbik asit igeren 6-OHDA (Sigma H116) uygulamasi yapildi. Sonuglarin
tayini i¢in WST-1 test kiti (Cell Proliferation Kit 11/Roche) kullanildi. SH-SY5Y
hiicre hattinda boylelikle in vitro Parkinson modeli olusturularak uygulanacak en

ideal 6-OHDA doz aralig1 kontrol grubu hiicrelerine kiyasla belirlendi.

Olusturulan in vitro Parkinson modelinde GSK3p, p-38 ve p90RSK
inhibitorleri  kullanilarak bu yolaklarin  Parkinson hastahiginda goriilen

dopaminerjik hiicre 6liimiindeki rolleri arastirildi.

Yukarida s6z edilen amagla deney gruplar1 asagidaki gibi olusturuldu;

Grup 1 : Diferansiye edilmeyen SH-SY5Y hiicre hatti

Grup 2 : Retinoik asit varligida diferansiye edilen SH-SY5Y hiicre hatti

Grup 3 : Diferansiye edilmis ve 6-OHDA uygulamasi yapilan SH-SYS5Y hiicre

hatt1 (in vitro Parkinson Modeli)

Grup 4 : In vitro Parkinson modelinde GSK3p inhibitdér (Lithium Carbonate)

uygulamasi yapilan hiicre hatti

Grup 5: In vitro Parkinson modelinde p90RSK inhibitér (RSK Inhibitor 11 BID-
1820) uygulamasi yapilan hiicre hatt1

Grup 6: In vitro Parkinson modelinde p-38 inhibitér ( SB203508) uygulamasi
yapilan hiicre hatt1

3.4 In vitro Parkinson Modeli Olusturulmasi

Bu modeli olugturmak i¢in ¢aligmada toksik ajan olarak 6-OHDA (Sigma H116)
kullanildi. 6-OHDA ana stok konsantrasyonu 20 mM olacak ve %0.1 askorbik asit
icerecek sekilde dH,O igerisinde ¢oziildii. Optimum doz araligini belirlemek igin
diferansiye edilmis hiicre hattinda, 24 saat siiresince 6-OHDA’nin farkli

konsantrasyonlar1  (20-100uM) denendi. Sonuglar1 analiz etmek i¢cin WST-1
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sitotoksite testi uygulandi. Verilerin istatistiksel analizini degerlendirmek igin
SPSS paket programi 16 nolu siiriimii kullanildi. Daha sonra tiim degerler,

kontroliin %/’si olarak ifade edildi.

3.5 WST-1 Sitotoksisite Testi

WST-1 testi hiicresel proliferasyonu degerlendiren renk degisimine dayali
(kolorimetrik) standart bir testtir. Calisma prensibi WST-1 soliisyonunda bulunan
tetrazolyum halkasinin, canli veya apoptozun erken evresindeki hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimlerince parcalanarak renkli

formazan kristalleri olusturmasi esasina dayanir (Jost, Kirkwood et al. 1992).

Hiicre canlilik testi WST-1 kiti (Cell Proliferation Kit I1I/Roche) protokoliine
uygun olarak yapildi. WST-1 analizinde, uygun sayida 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiirti plakalarina ekilen hiicreler, planlanan deney setlerine goére madde
uygulamasi yapildiktan sonra, bu hiicreler lizerine her 100 pl i¢in 10ul WST-1
soliisyonu eklenerek ve her yarim saat sonrasinda olusan renkli formazan
kristallerinin miktar1 450 nm dalga boyunda okutma yapilarak, kitte Onerilen
‘450nm-650nm-kor’  formiiliine uygun olarak degerlendirildi. Elde edilen

sonuglarin yiizde kontrolden farklar1 T-testi ile analiz edildi.
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4 SONUCLAR

4.1 Diferansiye Edilen Hiicre Hatti

SH-SYS5Y hiicreleri, literatiir taramasindan yola ¢ikilarak diisiik serumda
hazirlanan (% 2 FBS ve 10uM retinoik asit i¢eren) hiicre ortamui ile bir hafta
boyunca muamele edildi. Hiicrelerin iki giinde bir ortamlar1 degistirilerek, 151k
mikroskobu analizleri sonucunda SH-SYSY hiicre hattinin en ideal farklilasma
diizeyinin tgiincii giinden itibaren basladig1 tespit edildi. Diferansiye edilmemis

hiicre hatt1 (Sekil 4.1.A ve 4.1.B) ile ideal sartlarda diferasnsiyasyonun gorildigi

hiicre hatt1 (Sekil 4.1.C ve 4.1.D) asagidaki resimlerde goriilmektedir.

Sekil 4.1.A Diferansiye edilmemis SH-SY5Y hiicreleri 10 x
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Sekil 4.1 B Diferansiye edilmemis SH-SY5Y hiicreleri 40 x

Sekil 4.1 C Diferansiye edilmis SH-SYSY hiicreleri

% 2 FBS ve 10uM retinoik asit uygulamasi ile diferasnsiye edilmis SH-SY5Y hiicreleri (10 x).
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Sekil 4.1 D Diferansiye edilmis SH-SY5Y hiicreleri

% 2 FBS ve 10uM retinoik asit uygulamasi ile diferasnsiye edilmis SH-SY5Y hiicreleri (40 X).
4.2 6-OHDA Konsantrasyon Araliginin Belirlenmesi

Planlanan in vitro Parkinson modelini olusturmak tiizere Oncelikle
néroblastoma hiicreleri 96 kuyu iceren plakalara, her kuyuda 1,5x10* hiicre olacak
sekilde ekildi. 24 saat sonra hiicreleri farklilastrma uygulamasina baslandi. 72
saat sonunda hiicreler, 24 saat siire boyunca 6-OHDA’nin farkli dozlarina (20-
100uM) maruz birakilarak WST-1 testi aracilifiyla degerlendirildi. Modelin
calistig1 en ideal konsantrasyon araligi kontrol grubuna kiyasla 100 uM 6-OHDA
olarak belirlendi ve yapilan T-testi sonucunda istatistiksel olarak da anlamli
oldugu gosterildi (Sekil 4-2).
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Sekil 4.2 6-OHDA uygulamast WST-1 sonuglar1

72 saat siireyle farklilagtirilmis SH-SYSY hiicre hattinda farkli dozlarda 6-OHDA uygulamasi
WST-1 sonuglar1 (* M=33.4, SD=29.1 t(31)=7.2 p<0,0001)

4.3 p38 Sinyal Yolag iliskisi

SH-SY5Y hiicreleri, 96 kuyu iceren plakalara sayica 1,5x10* olacak sekilde
ekildi. 24 saat sonra hiicreleri farklilastirabilmek i¢in daha 6nce anlatildig: sekilde
retinoik asit uygulandi. Uygulamanin 72. saatinde hiicreler, iki saat boyunca farkli
doz araliklarinda (0,25uM- 20uM) p-38 inhibitoriine (Sigma-SB203508) maruz
birakildi. Bu siire sonunda hiicrelere 24 saat siiresince, daha once etkili oldugu
tesbit edilen dozda (100 puM) 6-OHDA uygulamasi yapilarak WST-1 testi
araciligiyla sonuglar belirlendi. Daha sonra tiim veriler, kontroliin ylizdesi olarak
degerlendirildi. Yapilan analiz sonucunda, 6-OHDA uygulamasmin kullandigimiz
modele uygun olarak hiicre canliliginda bir azalmaya neden oldugu ancak, p38
sinyal yolagmin SB203508 ile inhibisyonun 6-OHDA ile ortaya ¢ikan bu
azalmanin Oniine gegemedigi degerlendirildi (Sekil 4.3). Bu nedenle 6-OHDA
toksisitesi ile meydana gelen hiicre dliimiinde p-38 yolaginin 6nemli derecede

etkili olmadig1 sonucuna varildi.
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Sekil 4.3 p38 inhibitér uygulamasinin hiicre sagkalimina etkisi.

72 saat siireyle farklilagtirilmis SH-SYSY hiicre hattinda, SB203508 ve SB203508 + 100uM 6-
OHDA uygulamasi WST-1 sonuglar1 (* M=43.1, SD=31.0 t(14)=5.065 p<0,0001)

4.4 p90RSK Sinyal Yolag iliskisi

SH-SY5Y hiicreleri, 96 kuyu igeren plakalara sayica 1,5x10” olacak sekilde
ekildi. 24 saat sonra hiicreleri farklilastirabilmek i¢in daha dnce anlatildig: sekilde
retinoik asit uygulandi. Uygulamanin 72. saatinde hiicreler, iki saat boyunca farkl
doz araliklarinda (10nm-30nm-100nm ve 1uM) p90RSK inhibitdriine (Sigma-

BID-1820) maruz birakildi. Bu siire sonunda hiicrelere 24 saat siiresince, daha
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once etkili oldugu tesbit edilen dozda (100 uM) 6-OHDA uygulamas1 yapilarak
WST-1 testi araciligiyla sonuglar belirlendi. Daha sonra tiim veriler, kontroliin
yiizdesi olarak degerlendirildi. Yapilan analiz sonucunda, 6-OHDA
uygulamasinin kullandigimiz modele uygun olarak hiicre canliliginda bir
azalmaya neden oldugu ancak, p90RSK sinyal yolaginin BID-1820 ile
inhibisyonun 6-OHDA ile ortaya ¢ikan bu azalmanin Oniine gegemedigi
degerlendirildi (Sekil 4.4). Bu nedenle 6-OHDA toksisitesi ile meydana gelen
hiicre 6liimiinde p90RSK yolaginin 6nemli derecede etkili olmadig1 sonucuna

varildi.
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Sekil 4.4 p90RSK inhibitér uygulamasinin hiicre sagkalimima etkisi.
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72 saat siireyle farklilastirilmis SH-SYS5Y hiicre hattinda, farkli dozlarda BID-18820 ve BID-
18820+100uM 6-OHDA uygulamast WST-1 sonuglart (* M=19.9 , SD=12.9 t(13)=8.417
p<0,0001)

4.5 GSK-3 beta Sinyal yolag iliskisi

Néroblastoma hiicreleri, 96 kuyu iceren plakalara sayica 1,5x10* olacak
sekilde ekildi. 24 saat sonra hiicreleri farklilastirabilmek i¢in daha 6nce anlatildig1
sekilde retinoik asit uygulandi. Uygulamanin 72. saatinde hiicreler, iki saat
boyunca farkli doz araliklarinda (0.2mM - 8mM) GSK-3 beta inhibitoriine
(Lityum) maruz birakildi. Bu siire sonunda hiicrelere 24 saat siiresince, daha dnce
etkili oldugu tesbit edilen dozda (100 uM) 6-OHDA uygulamas1 yapilarak WST-1
testi araciligiyla sonuclar belirlendi. Daha sonra tiim veriler, kontroliin yilizdesi
olarak degerlendirildi. Yapilan analiz sonucunda, 6-OHDA uygulamasinin
kullandigimiz modele uygun olarak hiicre canliliginda bir azalmaya neden oldugu
ancak, p90RSK sinyal yolaginin lityum ile inhibisyonun 6-OHDA ile ortaya ¢ikan
bu azalmanin oniine gegemedigi degerlendirildi (Sekil 4.5). Ayrica, GSK-3 beta
sinyal yolagmmm farkli dozlardaki lityum ile inhibisyonun, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 6-OHDA ile ortaya c¢ikan azalmanin Oniine gegtigi
degerlendirildi. Bu nedenle 6-OHDA toksisitesi ile meydana gelen hiicre
olimiinde GSK-3 beta sinyal yolaginin 6nemli derecede etkili oldugu sonucuna

varildL



40

1501

100-

50+

Kontroliin yilizdesi (%)

Sekil 4.5 GSK-3 beta inhibitdr uygulamasinin hiicre sagkalimina etkisi.

72 saat siireyle farklilagtiritlmis SH-SYS5Y hiicre hattinda, farkli dozlarda Lityum ve
Lityum+100uM 6-OHDA uygulamast WST-1 sonuglar1 (* M=71.6SD=19.25 t(10)=3.017
p=0,013), (A M=108.0 SD=12.0 t(10)=-3.927 p<0,01), (¢ M=113.6 SD=20.3 t(10)=-3.680
p<0,01), (+ M=107,11SD=16.5 t(10)=-3.427 p<0,01), (¢ M=109.6 SD=24.7 t(10)=-2.969
p=0,014)
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5. TARTISMA

Parkinson hastaliginin etiyolojisi heniiz tam olarak anlagilmamis olmasina
ragmen in vitro deney setlerinde Parkinson modeli olusturularak, epidemiyolojik
calismalar ve genetik analizler yapilabilmektedir. Bu calismalar Parkinson
hastaliginin patogenezinin anlasilmasinda dnemli bir bakis acist saglamaktadir
(Dawson and Dawson, 2003). Yaygm olarak primer sican orta beyin hiicre
kiiltiirii, Parkinson hastaliginda biyokimyasal ¢calismalar i¢in kullanilmaktadir. Bu
hiicrelerin kékeni insan kaynakli hiicre kiiltiirlerine ait degildir. Dolayisiyla bu
hiicreler, Parkinson modeli olusturmak {izere potensiyel farklilagma nitelikleri
smirlt olan % 6-15 oraninda TH-positif ndron hiicreleri igerirler (Liu et al., 2008).
Bu nedenle, PH ¢alismalari i¢in erisilebilir bir model olusturmak oldukg¢a zordur.
Idiyopatik PH’nda molekiiler ve ndrokimyasal parametreleri ¢calismak icin insan
noroblastoma veya sigan feokromasitoma hiicre hatlar1 (SH-SY5Y ve PC12)
kullanilmaktadir (Lee et al., 2002; Gomez-Lazaroet al., 2008). Bu hiicre hatlari
timor hiicresi olmasma ragmen, onkojenik ve mitojenik Ozelliklere sahiptir
(Biedler et al.,1978). In vitro hiicresel Parkinson modeli olusturmak iizere, 7 giin
stiresince dislik serum ve retinoik asit varliginda insan noroblastoma SH-SY5Y
hiicre hattinin, morfolojik ve kimyasal 6zelliklerine bakilarak dopaminerjik néron
benzeri yapilara farklilagtigi gosterilmistir. Parkinson hastaligiin in vitro modeli
olarak kullanilmasi i¢in insan ndroblastoma SH-SYS5Y hiicre hatt1 iizerinde
retinoik asitin farklilastrrma 6zellikleri (Miloso et al., 2004; Guarnieri et al.,
2009), morfolojik ve noéronal belirleyiciler kullanilarak genis bir sekilde
arastirilmistir (Tieu et al., 1999; Cheung et al. 2009). Calismamizda SH-SY5Y
hiicrelerinin retinoik asit ile farklilastirilmasi 1sik mikroskobu analizi sonucunda
morfolojik olarak gosterilmistir. Dolayisiyla farklilagtirma verilerimizin (Sekil 4.1
A, B, C, D) morfolojik acidan oOnceki yapilan c¢alismalarla tutarli oldugu

goriilmektedir.

In vitro Parkinson modelini olusturmak icin, farklilastirilmis néroblastoma
hiicre hatt1 tizerine farkli dozlarda 6-OHDA toksisitesi uygulanarak sonuglar
WST-1 hiicre sagkalim testi ile degerlendirilmistir. Yapilan 6nceki ¢aligmalar,
farklilastirilmig néroblastoma hiicrelerinin bu ndrotoksine olan duyarliligini hem
sitotoksisite testi ile, hem de hiicrenin apoptotik yolu iizerinden gostermislerdir
(Tieu et al., 1999; Cheung et al., 2009).
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Memelilerde p38 MAPK’lar ¢esitli hiicresel streslerle aktive olurlar. Bu
kaskadlarin aktivasyonun, hiicre apoptozuna neden olarak Parkinson hastaliginin
ilerlemesinde onemli bir rol oynayabilecegi ileri sirilmistir (Wilms et al.,
2003, Karunakaran and Ravindranath, 2009 ve Yasuda et al., 2011).

Bu sebepten dolay1 noronlardaki p38 MAPK sinyal yolagi, Parkinson
hastaligi gibi norodejenaratif hastaliklar igin tedavi yaklasimlar1 agisindan bir
hedef haline gelmistir. Erken hayvan hiicre aktarim (translant) deneylerinde, p38
MAPK inhibitorii kullanarak transplante edilmis dopaminerjik hiicrelerin sag
kaliminda bir artis oldugu gostermilmistir (Zawada et al., 2001). Diger
calismalarda, p38 MAPK inhibitorlerinin (SB239063, PD169316) in vitro
Parkinson modelinde uygulanan norotoksisiteye karsi hiicreleri  korudugu
bulunmustur (Choi et al., 2004, Wang et al., 2005,Karunakaran et al.,
2008 ve Karunakaran and Ravindranath, 2009). Bu tez ¢alismasi i¢in kullanilan
Parkinson modelinde ise, p38 inhibitérii olarak kullanilan SB203508’in
noroblastoma hiicreleri iizerinde 6- OHDA toksik ajanina karsi koruyucu olmadigi
goriilmektedir. Bu durumun, calismamizda kullanilan deneysel yOntemlerden

kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir.

RSK, ERK tarafindan aktive olmakta ve Ras-ERK yolagini aktive edebilen
bliylime faktorleri, hormonlar ve ndrotransmitterlere yanit olarak hiicre igi
sinyallere aracilik etmektedir. RSK; gen transkripsiyonu, protein sentezi ve
proliferasyon gibi farkli hiicresel siiregler ile iliskili olan sitozolik ve niikleer
proteinleri fosforillemektedir. MSK, ERK ve p38MAPK tarafindan aktive
olmakta ve Ras aktivatorlerinin yanmi sira hiicresel stres uyarilarma da yanit
vermektedir. MSK baskin olarak nukleusta lokalize olmaktadir ve transkripsiyon
faktorlerini fosforillemektedir (Morten Frodin et al., 1999). Yapilan ¢alismalar ile
RSK-B ile mitojen ve stres tarafindan aktive edilen protein kinazin (MSK) RSK-
iliskili kinaz ailesine ait iiyeler oldugu belirlenmistir. (Deak, et al. 1998; Pierrat et
al., 1998; New et al., 1999). MSK, ERK’in substratidir ancak p38 MAPK
tarafindan da ayrica fosforillenebilmektedir, bu nedenle TNF-a ve hiicresel stres
tarafindan uyarilabilmektedir. Calismamizda elde edilen sonuglar, néroblastoma
hiicrelerine uygulanan norotoksik strese karst RSK sinyal yolaginin iliskili

olmadigin1 diisiindlirmektedir.
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GSK3p, hiicre sagkaliminin diizenlenmesinde, mikrotiibiil dinamiklerinin
modulasyonunda ve glikojen metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bir kinazdir
(Kaytor and Orr, 2002). Son zamanlarda oksidatif stres, hiperozmotik stres ve
endoplazmik retikulum (ER) stresi gibi hiicresel streslerin GSK3f’nin aktivitesini
modiile ettigi gosterilmistir (Meier, Thelen et al. 1998; Kaytor and Orr, 2002;
Song, De Sarno et al. 2002). 6-OHDA’nin, ER stresini tetikleyerek GSK3p
fosforilasyonunu regiile ettigi belirtilmistir. 6-OHDA aracilikli olan GSK3p’nin
bu aktivitesi Serin 9 (Ser9) fosforilasyonu iizerinden negatif olarak (Song, De
Sarno et al. 2002), Tirozin 216 (Tyr216) fosforilasyonu fiizerinden ise pozitif
olarak diizenledigi gosterilmistir (Grimes and Jope, 2001).

Yapilan bir calismada 6-OHDA indiikleyici in vitro Parkinson modelinde
dopaminerjik hiicre 6liimiinde GSK-3 beta sinyal yolaginin koruyucu bir etkiye
sahip oldugu gosterilmistir. Bu nedenle GSK-3 beta’nin selektif inhibitorlerinin
kullannminin Parkinson hastaligina kars1 gelistirilecek ila¢ hedefli tedavide 6nemli
bir potansiyele sahip olabilecegi sonucuna varilmistir (Gang Chen et al., 2004).
Calismamizda elde ettigimiz sonuglar, kullanilan GSK-3 beta inhibitoriiniin
(Lityum) 6-OHDA toksisitesi ile meydana gelen hiicre 6liimiinde onemli bir

etkiye sahip oldugunu géstermektedir.

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda oncelikle in vitro Parkinson modeli
olusturulmus, daha sonra bu model iizerinde Ozellikle hiicre metabolizmasinin
diizenlenmesinde etkili olan bazi sinyal yolaklarmin etkisi arastirilmustir. Elde
ettigimiz sonuglar, GSK-3 beta sinyal yolaginin olusturulan modelde rol
oynayabilecegini  gdstermektedir. Bu sonucun, Parkinson hastaligmin
etyopatogenezinin daha iyi anlasilabilmesi ve buradan yola ¢ikarak, hastaliga

kars1 yeni tedavi stratejileri gelistirilebilmesi i¢in aracilik edecegi umulmaktadir.
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