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OZET

Amac: Parkinson hastaligi (PH), dopaminerjik néronlarin (DN) kaybiyla karakterize
progresif norodejeneratif bir hastaliktir. Noroinflamasyona bagli mikrogliyal aktivasyon,
TLR4 yolagin1 kullanarak hastaligin patolojisini siddetlendirebilmektedir. Melatonin,
anti-inflamatuvar ve noroprotektif 6zellikli bir antioksidandir. Calismamiz, PH’da ortaya
cikacak TLR4 aracili inflamatuvar yanita karsi melatonin etkisinin degerlendirilmesi

tizerine kurgulanmustir.

Yontem: Uc aylik C57BL/6 erkek fareler; Kontrol (K), Céziicii (C), Melatonin verilen
(M), MPTP verilerek PH olusturulan (P) ve MPTP ve Melatonin verilen (P+M) olmak
tizere 5 gruba ayrildi. MPTP, SF iginde ¢oziilerek giinde 2 sefer ve 2 giin boyunca
toplamda 80 mg/kg dozda intraperitoneal olarak hayvanlara enjekte edildi. 7 giin boyunca
giinde iki kez Melatonin (2x10 mg/kg) M ve P+M gruplarina uygulandi. Deney sonrasinda
davranig analizleri yapildi. Beynin substansiya nigra (SNpc) alaninda; TH, TLR4, a-
siniiklein ve p65 ekspresyonlari immiinohistokimyasal analizlerle, TNF-a ekspresyonu da

western blot analiziyle degerlendirildi.

Bulgular: P grubunda motor aktivitede azalma goriiliirken, melatonin uygulamasiyla
aktivitenin normal seviyeye ulastigi goriildii. TH immunreaksiyonu Parkinson gruplarinda
azalirken, P+M gruplarinda bu ekspresyonun kontrollere yaklastigi goriildii. P grubunda
toksisiteye bagli a-siniiklein, TLR4 ve p65 ekspresyonlarinda artig goriiliirken, P+M
grubunda ekspresyonlarin azaldigi dikkati ¢ekti. P grubunda TNF-a sitokin saliniminin

artt1g1, melatonin uygulamasiyla bu miktarin azaldig goriildii.

Sonug¢: Calismamiz melatonin uygulamasinin PH ile ortaya ¢ikan DN hasarin1 kismen
engellendigini, hasar sonucu ortaya ¢ikan noroinflamasyonun TLR4 ve TNF-a aracili

baskilanabildigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: PH, dopaminerjik néron, MPTP, TLR4, melatonin



ABSTRACT

Objective: Parkinson (PD) is a progressive neurodegenerative disease characterized by
the loss of dopaminergic neurons (DN). Neuroinflammation including TLR4 response in
the activation of microglia play an important role in PD. Melatonin has anti-inflammatory
and neuroprotective effects. The aim of this study was to demonstrate that melatonin play

a role in the suppression of pathogenesis of PD model by using MPTP.

Method: Three-month old male C57BL/6 mice were divided into 5 groups as Control (C),
Sham (S), Melatonin injected (M), MPTP-injected (P) and MPTP +Melatonin injected
(P+M). In our study, MPTP was dissolved in SF and injected into the animals
intraperitoneally at total dose of 4x20 mg/kg for 2 days. Melatonin was administered (20
mg/kg/day) by i.p. to M and P+M groups in two times a day for 7 days. Behavior analysis
was done after end of the injections. In the SNpc expressions of TH, TLR4, a- synuclein
and p65 were evaluated by immunohistochemical and TNF-a in total brain were evaluated

by western blot analysis.

Results: While motor activity decreased in the P group, it was seen that the activity
reached normal level with the effect of melatonin. While TH immunostaining was
decreased in P group, P+M groups expression get close to the control groups. Western
blot analysis showed that TNF-a proteins increased in P group and also the expression

was decreased in melatonin administration group.

Conclusion: In our study showed that melatonin administration could partially prevent
DN damage caused by PD and it could suppress neuroinflammation resulting from
damage via TLR4 and TNF-o.

Key words: PD, dopaminergic neuron, MPTP, TLR4, melatonin
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Tablo. 3.1.

TABLOLAR DiZiNi

Immiinohistokimyasal analizler igin kullanilan primer ve sekonder

antikorlar ile dilisyonlar1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.1.

SEKILLER DIiZiNi

PH’nda beynin SNpc alaninda dopamin miktarinin azalmasiyla

meydana gelen hareket bozukluklar1 gosterilmektedir.

Genel olarak norodejeneratif hastaliklara neden olan faktorler
gosterilmektedir.

Beynin bazal gangliyon alan1 ve niikleuslar1 goriilmektedir.
Dopaminin (DA) direkt ve indirekt yol araciligi ile motor
hareketin diizenlenmesindeki etkin yol ve PH’da meydana gelen
degisimler gosterilmektedir.

Dopamin sentezi goriilmektedir.

PH’nin zamana bagli degisen motor ve motor olmayan
semptomlar1 gosterilmektedir.

Deneysel PH modeli olusturulmasinda kullanilan toksik ajanlar ve
etkileri gosterilmektedir.

PH’na neden olan faktorler ve a-siniikleinin patolojideki rolii
gosterilmektedir.

PH’da norodejenerasyon gosterilmektedir.

TLR’lerin ndroinflamasyon mekanizmasi gosterilmektedir.
TLR ve sinyalizasyonunda yer alan domeyinler goriilmektedir.
Noroinflamasyonda TLR4’iin MyD88 bagimli sinyal yolagi
gosterilmektedir.

Melatonin sentezi goriilmektedir.

MPTP ile olusturulmus PH’da melatoninin etki mekanizmalar1
sematize edilmistir.

Gruplara 6zgii olusturulan deney modeli sekilde
gosterilmektedir

Gruplarda deney 6ncesi ve deney sonrasi agirlik degisimi

gosterilmektedir.
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1. GIRIS

Parkinson hastaligi (PH), Alzheimer hastaligi (AH)’ndan sonra en yaygin goriilen
progresif nérodejeneratif bir hastaliktir (Tansey ve Goldberg, 2010). N6rodejenerasyon,
dopaminerjik néronlarin (DN) kaybiyla karakterize olup, hastaligin seyri ve ilerlemesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Norodejenerasyonda, DN’larin kaybina ek olarak;
noroinflamasyona  bagli  mikrogliyal aktivasyon da hastalifin  patolojisini
siddetlendirmektedir (Hirsch ve Hunot, 2009; Tufekci ve ark., 2011; Ha ve ark., 2012;
Llewellyn ve ark., 2017).

1-metil-4-fenil-1,2,3,6- tetrahidropiridin (MPTP) ile olusturulan PH modellerinde, ortaya
¢ikan toksik etkinin olusturdugu alfa siniiklein (a-siniiklein) birikimlerinin DN’larda
oliime yol agtig1 gosterilmistir (Giraldez-Perez ve ark., 2014). DN 6liimii ya da MPTP
norotoksisitesinin olusturdugu yanitlarin mikrogliyalardaki TLR’leri aktive ettigi
soylenmektedir (Trudler ve ark., 2010). TLR4’iin aktivasyonu NF-kB yanitin1 da
proinflamatuvar sitokinlerin salinimini da destekler bir rol oynamaktadir (Kerfoot ve ark.,

2004; Hua ve ark., 2007).

Melatonin, santral sirkadiyen ritmin ve beraberinde bir¢ok viicut fonksiyonunun
diizenlenmesinde rol alan bir indolamindir. Melatonin nérohormonu iretildikten sonra
hiicre i¢inde depolanmaz; diisiik molekiil agirligina sahip olmasi nedeniyle ve lipofilik-
hidrofilik 6zelligiyle pinealositlerden basit difiizyon ile hizlica atilir ve pineal bezde kan-
beyin bariyeri bulunmadigi igin de direkt kan dolagimina ulasir. Melatonin deneysel PH
modelinde gliyal hiicrelerin aktivasyonuna bagli néroinflamasyonu ve DN’larda ortaya
cikan reaktif oksijen tiirevleri (ROS) bagimli apoptotik yolagi baskilayabilmektedir
(Mayo ve ark., 2005).

Literatlirde melatoninin PH’da TLR4 aracili inflamatuvar yanit iizerine etkisini gosteren
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismada MPTP ile olusturulan deneysel PH
modelinde, TLR4 aktivasyonuna bagli olusan inflamatuvar yanit ve bu yanita melatoninin

etkisi immunohistokimyasal olarak; beynin substansiya nigra alaninda o-siniiklein, TH,



TLR4 ve NF-kB ekspresyonlariyla degerlendirilirken; total beyinde de TNF-a

ekspresyonu western blot yontemi ile degerlendirilmistir.

Melatoninin bu etki mekanizmasi literatiirde daha 6nce tanimlanmadigindan elde edilen
veriler yeni ¢alismalara 1s1k tutabilecek 6zellikle de klinige yansima olanagina sahip
olabilecektir. Bu calismayla PH tedavisi goren bir¢ok hastanin L-DOPA kullanimina ek

anti-inflamatuvar 6zellikli melatoninin de tedaviye eklenebilecegi kanaatindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Hastahgi

Parkinson hastaligi (PH), ilk kez James Parkinson tarafindan 1817 yilinda “Essay on the
Shaking Palsy” isimli monografide tanimlanmis, Alzheimer hastaligi (AH)’ndan sonra en
yaygin goriilen bir norodejeneratif hastaliktir (Mulhearn, 1971; Dorsey ve ark., 2007;
Tansey ve Goldberg, 2010). PH, substantia nigra pars compacta (SNpc)’da yer alan
dopaminerjik noéronlarin (DN) kaybi ve dopamin (DA) miktarinin azalmasma bagh
nigrostriatal dopaminerjik yolun asamali dejenerasyonu ile olusur (Dauer ve Przedborski,
2003; Mullin ve Schapira, 2015). Somatik sinir sistemine ait islev bozukluklar1 PH
belirtisi olarak ortaya g¢ikar. Bu belirtiler; rijidite, bradikinezi, postural denge kaybi,
yuriiylis disfonksiyonu ve titremedir (Litvan ve ark., 2003). Hastalik seyri sirasinda motor
olmayan fonksiyonlardaki bozukluklara siklikla demans, hiposmi ve gastrointestinal
degisiklikler de eslik etmektedir (Buzas ve Max, 2004; Iranzo ve ark., 2006; Chaudhuri
ve Martinez-Martin, 2008) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. PH’nda beynin SNpc alaninda dopaminerjik nérondan salinan dopamin miktarinin azalmasiyla
motor aktivite koordinasyonu hasara ugrar ve hareket bozukluklar1 meydana gelir. Bu bozulma sonucunda
PH’min belirtileri olan tremor, bradikinezi, rijidite ortaya cikar (Gorsel https://www.huffpost.com
adresinden alinip revize edilmistir).

2.1.1. Parkinson Hastaligi’nin Epidemiyolojisi
Hastaligin prevalansi 160 vaka/100.000 kisi, insidans1 ise 20 vaka/100.000 kisidir. Yasa

bagli olarak artan PH, toplam niifusun % 0,3'linii ve 65 yas istii niifusun yaklasik % 1-


https://www.huffpost.com/

3'ini etkilemektedir ve 2030 yilina kadar hasta sayisinin 8,7 milyondan 9,3 milyona
cikacagi diistiniilmektedir (de Rijk ve ark., 2000; Poewe ve ark., 2017).

2.1.2. Parkinson Hastahgi’min Etiyolojisi

Cevresel etmenler, yaglanma ve genetik yatkinlik gegerli nedenler arasinda gosterilse de
PH’nin nedeni heniiz tam anlamiyla bilinmemektedir (Alexander, 2004). Kadinlara oranla
erkeklerde daha sik goriilen PH nin (Cipriani ve ark., 2010), yas artisiyla prevalansi ve
insidans1 da artmaktadir (Driver ve ark., 2009). Yaslanma ve PH iliskisini inceleyen
birgok ¢alismaya gore hastalikla birlikte motor semptomlarda artig, levodopa (L-DOPA)
cevabinda azalma, postiirde bozulmalar, siddetli bilissel bozukluklar ve demans
gelismektedir (Levy, 2007). PH riskini artiran birincil ¢cevresel faktorler; parakuat, herbisit
veya pestisit maruziyeti, agir kafa travmalari, kirsal yasam, B-blokdr ve noroleptik ilag
kullanimi iken; ikincil ¢evresel faktorler sigara ve alkol tiiketimi, uyusturucu bagimliligi
ve steroidal olmayan anti-inflamatuvar ilag kullanimi olarak gosterilmektedir (Noyce ve
ark., 2012).

PH vakalarinin sadece %10’u ailesel yatkinlik gostermektedir. Parkinson hastalarinin
birinci derece yakinlarinda hastaligin goriilme ihtimali, saglikli bireylerin birinci derece
yakinlarma oranla 1.5-9.5 kez daha yiiksek bulunmustur (Vieregge ve Heberlein, 1995).
Birgok genetik mutasyon da PH sebebi olabilir. B-Glukoserebrozidaz ve iliskili genleri
olan ve Alfa siniiklein (SNCA) ve Losince zengin tekrarli kinaz-2 (LRRK2) genleri,
Parkinson hastaligi1 1/4 (PARK1/4) ve Parkinson hastaligi 8 (PARKS) genleri otozomal
dominant mutasyonlar1 PH olusumuna neden olurken; Parkin (PARK2), PTEN indiiklii
kinaz 1 (PINK1), Parkinson hastaligi 6 (PARKG), Onkogen DJ-1 (DJ-1), Parkinson
hastaligit 7 (PARK7) ve ATPaz 13A2 (ATP13A2) genlerindeki otozomal resesif
mutasyonlar da PH’nin nedenleri arasinda gosterilmektedir (Corti ve ark., 2011; Klein ve
Westenberger, 2012; Sidransky ve Lopez, 2012) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Genel olarak norodejeneratif hastaliklara neden olan faktorler gosterilmektedir (Béck, 2014). PH
da ndrodejeneratif bir hastalik oldugundan bu etkenlerden kolaylikla etkilenebilmektedir.

2.1.3. Parkinson Hastalii’min Néroanatomik Mekanizmalari

Bazal gangliyonlar ve motor korteks, motor aktivitelerin yiiriitilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bazal gangliyonlar, eylemlerin ve hedefe yonelik davranislarin
kontroliinde 6énemli islevlere sahip olan birka¢ paralel, ancak anatomik olarak ayrilmis
talamo-kortiko-bazal gangliyon devresinin bir pargasidir (Alexander ve ark., 1990). Bazal
gangliyonlar; telensefalon, diensefalon ve orta beyine yayilan, birbirleri ile baglantili
subkortikal niikleus toplulugudur. Bunlar; Striatum (kaudat niikleus ve putamen), Globus
pallidus (Globus pallidus eksterna (Gpe) ve Globus pallidus interna (Gpi), Substansiya
nigra (Substansiya nigra pars kompakta (SNpc) ve Substansiya nigra pars retikiilata
(SNpr)) ve Subtalamik niikleuslardir (STN) (Albin ve ark., 1989) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Beynin bazal gangliyon alan1 ve niikleuslar1 goriilmektedir (Albin ve ark., 1989).

Hareketi kontrol etmek ve hareket {izerinde ince ayarlamalar yapmakla gorevli olan bu
gangliyonlar, afferent uyarilarla bilgiyi alan ve efferent uyarilarla da bu bilgiyi ileten
alanlardir. Bazal gangliyonlarin afferent girdilerinin biiyiik bir kism1 frontal korteksten,
bir kismu1 ise pariyetal korteksten gelir. Bu afferent sinyallerin bazal gangliyonlara giris
yaptig1 yer striatumdur (Obeso ve ark., 2000). Bazal gangliyonlarda bilgiler islenir, Gpi
ve SNpr’dan ¢ikis yaparlar. Gpi’den ¢ikan bilgiler talamusun ventral anterior segmentine
gelir ve talamustan ¢ikan aksonlar motor kortekse baglanarak dongiiyii tamamlarlar. Bazal
gangliyonlarin efferent sinyallerinin biiyiik bir kismi1, Gpi tizerinden talamusa giderken,
kiiciik bir kism1 ise beyin sapindaki pedinkiilopontin niikleusa gitmektedir (Benarroch,
2016). Noronal aktivite koordinasyonu, bazal gangliyonlarin iizerinden gecen birbirine
paralel noronal aglara baghdir (Alexander ve ark., 1986). Serebral korteks ve bazal
gangliyonlar arasinda korteksin aktivitesini artiran direkt ve korteksin aktivitesini azaltan
indirekt olmak {izere iki yol bulunmaktadir (Brown ve ark., 1997). Bazal gangliyon
devresindeki yolaklar spesifik norotransmitter baglantilar1 araciligiyla organize bir ag
olusturmaktadirlar. Direkt ve indirekt yol GABAerjiktir (Gama-aminobiitiirik asit).
Striatumu Gpi ve SNpr’ya baglayan direkt yolda; frontal ve pariyetal korteksten gelen
bazal gangliyon afferent sinyalleri putamene girer ve dogrudan Gpi ve SNpr’ya giderek
talamus tlizerinden kortekse geri doner. GPi ve SNpr inhibe edici GABAerjik néronlarini

hem talamusa hem de beyin sapindaki pedinkiilopontin niikleusa gondermektedir.



Glutamaterjik lifler araciligiyla ortaya ¢ikan talamik ¢ikti uyaricidir ve prefrontal ve motor
korteksi uyarir. Indirekt yolda ise; korteksten putamene gelen sinyaller Gpe ve STN’a
ugradiktan sonra, Gpi ve SNpr’ya giderek talamus tlizerinden kortekse donerler (Smith ve
ark., 2012). Gpe, GABAerjik baglantilar araciligryla STN iizerinde inhibitor etki yaratir
(Sawle, 1999).

DN’lar; SNpc’da yer alan ve aksonlar striatuma kadar uzanan noronlardir. Nigrostriatal
yolak bilingli motor hareketleri diizenlemede ©6nemli rol oynamaktadir (Chinta ve

Andersen, 2005).

Direkt yolun noéronlar1 D1 tip; indirekt yolun néronlar1 da D2 tip reseptdrlere sahiptirler.
Dopamin reseptorleri guanin niikleotit baglayict protein (G protein) eslesmeli
reseptorlerdir. 5 tane alt tipi bulunmaktadir ve 2 gruba ayrilirlar. D1 benzeri reseptorler;
D1 ve D5’1 igerirler. Adenilat siklaz aktivasyonu ile siklik adenozin monofosfat (cAMP)
tiretimine neden olurlar. D2 benzeri reseptorler ise D2, D3 ve D4’tiir. Bu reseptorler G
proteinlerin alfa alt birimi olan Gi/o proteinleri ile eslesirler. Gi/o proteinleri,
heterotrimerik G protein alfa alt birimleri ailesidir. Eslesme sonucunda adenilat siklazi
inhibe ederek cAMP iiretimini baskilarlar (Kebabian ve Calne, 1979). DA; D1 tip
reseptorlere baglandiginda uyarici, D2 tip reseptorlere baglandiginda ise inhibe edici bir
etki gosterdiginden; bu devrelerin regiilasyonunda anahtar role sahiptir (Alexander ve
ark., 1986) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Dopaminin (DA) direkt ve indirekt yol aracilig1 ile motor hareketin diizenlenmesindeki etkin yol
ve PH’nda meydana gelen degisimler gosterilmektedir (Smith ve ark., 2012). (CM, Sentromedyan niikleus;
Gpe, Globus pallidus dis segment; Gpi, Globus pallidus i¢ segment; PPN, Pedinkiilopontin niikleus; SNc,
Substansiya nigra pars kompakta; STN, Subtalamik niikleus; VA/VL, Ventral enteriyor, ventral lateral
niikleus; SNr, Substansiya nigra pars retikiilata)

2.1.4. Dopamin ve Parkinson Hastahigi

Katekolaminler; adrenal medullanin kromafin hiicrelerinde, serebrum ve sempatik
noronlarda tirozin aminoasidinden sentezlenen epinefrin, norepinefrin ve dopamindir.
Katekolaminlerin sekresyonu egzersiz, hipoglisemi, miyokard infarkti gibi pek ¢ok stresli
durumlarda artar. Katekolaminlerin karaciger, bobrek ve alyuvarlarda monoaminoksidaz
ve katekol o-metil transferaz enzimlerinin etkileriyle metabolize edilirler ve ortaya ¢ikan
son metabolitler idrarla digar1 atilir (Reich ve Savitt, 2019). DA sentezi; Tirozin amino
asidinin, Tirozin hidroksilaz (TH) enzimi ile L-DOPA’ya Kkatalizlenmesiyle
baslamaktadir. L-DOPA, aromatik dekarboksilaz enzimi ile dekarboksillenir ve DA
tiretilir. Uretilen DA vezikiiller igerisine almir ve vezikiiler tastyicilar araciligi ile sinaptik
bosluga salinir. Salinan DA, dopamin reseptoriine baglaninca postsinaptik hiicrede cevap
olusur. DA presinaptik bolgede ya da sinaptik aralikta monoamin oksidaz B ve katekol-
O-metiltransferaz ile enzimatik olarak parcalanir. Fakat enzimatik degredasyon DA nin
inaktivasyonu i¢in yeterli olmaz. DA ayni zamanda dopamin tasiyicilari ile sinapstan geri
almip presinaptik bolgeye tasinir. Tasmman DA vezikiiller halinde tekrar vezikiiler

monoamin tastyicilar1 ile sinaptik vezikiillere alinir ve stimulasyon ile sinir



terminallerinden sinapsa ekzositoz yoluyla bosalir, bu sayede DA sirkiilasyonu saglanmig
olur (Giros ve Caron, 1993; E. Anderson ve Nutt, 2011) (Sekil 2.5).

Striatumdan saliman DA, hareketi kolaylastirmak i¢in hem direkt hem de indirekt
yolaklara etki etmekte, bu durum da uygulanan motorik hareketin ince ayarin
yapmaktadir. Normal sartlarda bu iki yol birbiri ile dengededir. Ancak PH’da DA’nin
azalmastyla bu denge indirekt yolu destekleyecek sekilde bozulur ve talamus {izerinde
indirekt yolun etkisi artarken, kortikal aktivasyon da azalarak PH belirtilerini ortaya

cikartmaktadir (Lewis ve Barker, 2009).
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Sekil 2.5. Dopamin sentezi goriilmektedir (E. Anderson ve Nutt, 2011). (L-DOPA; Levodopa, MAO;
Monoamin oksidaz, COMT; katekol-O-metiltransferaz)



2.1.5. Parkinson Hastalig1 Semptomlar:

Hastaligin motor semptomlari; bradikinezi, tremor, rijidite ve postural bozukluklardir
(Jankovic, 2008). Motor olmayan semptomlar ise; noropsikiyatrik semptomlar
(depresyon, bilissel islev bozukluklar1 ve demans), uyku bozukluklar1 (uykusuzluk ve
hizli goz hareketi bozukluklari) ve otonomik semptomlardir (mesane bozukluklari,

ortostatik hipotansiyon, erektil iktidarsizlik) (Chaudhuri ve Schapira, 2009).

PH’nin teshisi, tipik olarak 50’li yaslarin sonlarinda ortalama 40 ile 80 yaslar1 arasinda
motor semptomlarin (erken evre PH) gerilemesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Motor
semptomlarin goriilmesi genellikle tek taraflidir ve hastalik boyunca asimetri devam eder.
Motor olmayan semptomlar hastalik seyrinde giderek yayginlasir ve belirginlesir, ancak
motor olmayan sorunlarin siddetinin artmasi PH’nin tiim asamalarinda degisken bir
dereceye kadar ortaya cikabilir. L-DOPA'nin neden oldugu motor komplikasyonlarin
artmast ile orta evre PH ve zayif L-DOPA- postural instabilite, yliriiyiis problemleri ile
gec evre PH derecelendirmesi yapilir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. PH’nin zamana bagli degisen motor ve motor olmayan semptomlari gosterilmektedir (Poewe ve
ark., 2017) (REM; Hizli g6z hareketi)
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Bradikinezi (istemli Hareketlerde Yavaslama)

PH’nin en karakteristik klinik bulgusu, hareketlerde yavaslama anlamma gelen
bradikinezidir. Kisi, motor kontrolii saglamakta zorlanir. Hareketi planlama, baglatma ve
yiiriitme ile ilgili zorluklar, sirali ve es zamanli gérevleri yerine getirmede sorunlar ortaya
cikmaktadir (Berardelli ve ark., 2001). Motor aktivitenin azalmasi (hipokinezi) ile
basglayan semptomlar; hastaligin ilerleyen zamanlarinda bradikinezi ve akineziye (hareket

edememe) doniistir (Sekil 2.6).

Tremor (istirahat Halinde Izlenen Titreme)

PH’nin en karakteristik 6zelliklerinden biri olup; hastalarin %70’inde goriilmektedir
(Helmich ve ark., 2012). Ust ekstremite distalinden unilateral olarak baslar ve hareket
sirasinda kaybolur. Tremor siklikla isaret parmagi ve bagparmagin ritmik ve stereotipik
para sayma hareketidir. Hastaligin ilerleyen dénemlerinde yiiz, dudaklar, dil ve ¢enede de
tremor gorilebilir. Tremor giin i¢inde degisen siddetlerde aralikli olarak ortaya cikar,

uyku durumunda kaybolurken stres durumlarinda artmaktadir.

Rijidite (Kas Katihigr)

Agonist ve antagonist kaslarin es zamanli kasilmasidir ve pasif olarak ekstremitenin eklem
boyunca hareketi sirasinda direngle karsilagsmasi olarak ortaya ¢ikar. Rijidite PH’na 6zgii
bir semptom olmamakla birlikte bircok hareket bozukluguna bagli hastalikta ortaya
cikabilir (Riley ve ark., 1989).

Postural Bozukluk
Govdedeki rijidite, bozulmus aksiyal postiire neden olur ve biikiik boyun ve govde, biikiik
bilek ve dizler ile kendini gdsterir. Egilmis postiir ise hastaligin son donemlerinde ortaya

cikmaktadir (S. D. Kim, Allen, ve ark., 2013).

Bilissel Bozukluk ve Demans

15-20 yillik hastalik siirecinden sonra Parkinson hastalarmin %80'inde bilissel
bozukluklar ve demans goriilmektedir (Aarsland ve ark., 2003; Aarsland ve Kurz, 2010;
Biundo ve ark., 2016).
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Depresyon

PH patolojisinde DN ile birlikte seratonerjik ve noradrenerjik noéron kaybi da
gerceklesmektedir ve buna bagli duygudurum bozukluklar1 ve depresyon da ortaya
¢ikmaktadir (Buddhala ve ark., 2015).

2.1.6. Deneysel Parkinson Hastalii Modelleri
DN dejenerasyonunun indiiklenmesinde; 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydroptridine
(MPTP), 6-hidroksidopamin (6-OHDA), rotenon ve paraquat gibi norotoksik ajanlar
kullanilmaktadir (Raza ve ark., 2019) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Deneysel PH modeli olugturulmasinda kullanilan toksik ajanlar ve etkileri gosterilmektedir (Raza
ve ark., 2019) (Referansa bagli kalinarak revize edilmistir).
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6-OHDA

DA analogu 6-OHDA, monoaminerjik noronal toksisiteyi indiiklemek icin
kullanilmaktadir. Kan beyin bariyerini gecemez, bu nedenle substantia nigraya
stereotaksik islemlerle dogrudan uygulama gerektirmektedir. Biiyiik beyin bolgesinde
toksin iletim kolaylig1 nedeniyle farelerden ziyade siganlarda kullaniimaktadir (Maasz ve
ark., 2017).

6-OHDA’’nin kimyasal yapist katekolaminlere benzer olup; katekolamin DA transport
sistemini kullanarak segici katekolaminerjik hiicre oliimiine neden olur (Cohen, 1984;
Luthman ve ark., 1989) ve toksisitesini; otooksidasyon ve mitokondriyal elektron tasima
zincirinin 1 ve 1V komplekslerinin inhibisyonuyla gostermektedir. Bu mekanizmalar;
noroinflamasyon, mikrogliyal aktivasyon ve hiicre O6liimiiyle sonuglanan apoptotik
yollarin aktivasyonuyla reaktif oksijen tiirevleri (ROS) olusumunu tetiklemektedir (Bove
ve ark., 2005).

MPTP

Bir lipofilik toksin olan MPTP; fare, insan ve diger primatlarin Substansiya nigrasi i¢in
oldukga se¢icidir ve kan beyin bariyerini gegtikten sonra PH'n1 indiiklemektedir (Langston
ve ark., 1984). MPTP’nin en gecerli uygulama yontemi sistemik uygulama olup; en sik
kullanilan hayvan modelleri fare ve maymundur. Siganlar ise MPTP’ye karsi goreceli
olarak daha dayaniklidirlar. MPTP’nin toksisitesini gosterebilmesi i¢in gliya ve
serotonerjik noronlarda monoamin oksidaz B (MAO-B) enzimi ile 1-methyl-4-phenyl-2,3
dihydropyridinium’a (MPDP) ¢evrilmelidir. Hemen ardindan oksidasyonla aktif ve toksik
bir bilesik olan 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+)’a doniisiir. MPP+ organik katyon
tastyicist ekstraseliiler alana salinir, polar yapida oldugundan hiicre igine giremez ve
plazma membran tasiyicilarina ihtiyag duymaktadir (Nicklas ve ark., 1985; Przedborski
ve Vila, 2001). DA tasiyicisindan (DAT) giren MPP*, ROS olusumunu indiikler ve bazal
gangliyonlarin DN’larinda toksisite olusturarak DN kaybina neden olur (G. Anderson ve
ark., 2007).

Yaslh farelerde elektron tagima zincirinin I, III ve IV komplekslerinin aktivitelerini inhibe

ederek toksisiteyi indiikler. Bu arada ortamdaki toksisiteye bagli DN’larda a-siniiklein

13



iceren inkliizyonlar da olusur. MPTP, mikrogliyalar tarafindan toksik olarak algilanir ve

inlamatuvar yanit reaksiyonlari baglatilir (Fornai ve ark., 2005).

Rotenon

Bitki kaynakli toksin olan rotenon; spesifik bir mitokondriyal elektron tasima sistem
kompleks-linhibitoriidiir ve kan beyin bariyerinden hizlica gecebilir (Nicholls, 2008).
Rotenon ile kompleks I’in inhibisyonu, oksidatif strese sebep olan ROS olusumuna neden
olur (Sherer ve ark., 2003). Rotenon ile olusturulan deneysel PH modellerinde si¢anlarin
DN’larinda, ubikitin ve a-siniiklein igeren fibril sitoplazmik inkliizyonlar birikir (Betarbet
ve ark., 2000; Giraldez-Perez ve ark., 2014). Rotenonun kronik intravendz uygulamasi
kompleks I aktivitesinde onemli derecede azalmaya ve SNpc’da DN kaybina neden
olmaktadir (Betarbet ve ark., 2000).

Paraquat

Paraquat (1,1°-dimetil-4,4’-bipiridinium diklorid) yapisal olarak MPTP’ye oldukca
benzeyen bir herbisittir (Tanner ve ark., 2011). Paraquat kan beyin bariyerinden
gecemedigi icin DN’lara DAT’lar araciligiyla girer ve toksik etkilerini hidrojen peroksit,
hidroksil radikali ve stiperoksit radikalleri birikimi yoluyla gerceklestirir (Shimizu ve ark.,
2001; Rappold ve ark., 2011). Paraquatin kronik uygulamasi, DN’larin doz bagimli ve
secici 6limiini ger¢eklestirmektedir (Brooks ve ark., 1999; Goode ve ark., 1999).

2.1.7. Parkinson Hastali31’min Patolojisi

PH’nin 6nemli patolojik 6zelligi, SNpc icindeki DN’larin kaybidir. SNpc'nin striatumun
dorsal putamenlerine yansiyan ndronlari igeren ventrolateral tabakasi en ¢ok etkilenen
bolgedir. PH’da néron kaybi, lokus koruleus, Meynert niikleus basalis, pedinkiilopontin
niikleus, raphe ¢ekirdegi, vagus, amigdala ve hipotalamusun dorsal motor ¢ekirdegi gibi
diger birgok beyin bolgesinde goriiliir (Dickson, 2012). PH'nin patolojsi, a-siniiklein
agregasyonlarindan olusmus ipliksi sitoplazmik inkliizyonlarin birikmesiyle meydana
gelen Lewy cisimcikleridir. a-siniiklein fosforilasyonu ve fibrilizasyonu Lewy cisimcigi
olusumuna yol agar ve DN 6liimiine neden olur (Gorbatyuk ve ark., 2008; Volpicelli-
Daley ve ark., 2011; Volpicelli-Daley ve ark., 2014).
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2.1.8. o-Siniiklein Agregasyonu

Hiicresel protein homeostazi; molekiiler saperonlar, ubiquitin-proteazom yolagi ve
otofaji-lizozomal yolagin koordineli bir sekilde ¢alismasi ile yiiriitiilmekte olup, yanlis
katlanmis proteinlerin ortadan kaldirilmasi veya tamiri ile gergeklesmektedir. Bu
yolaklarin bozulmasi veya inhibisyonu sonucu mutasyona ugramis a-siniiklein gibi hatali
katlanan proteinler agregat olustururlar ve hiicre i¢indeki molekiiler akisi engelleyerek

hiicre 6liimiine yol agarlar (Cookson, 2009; Lim ve Zhang, 2013; Sato ve ark., 2018).

a-siniiklein proteinleri, santral sinir sistemindeki total protein miktarmin %1 ini
olusturmaktadir. a-siniiklein’nin hiicre i¢i homeostazi, ubikitin-proteazom sisteminin ve
lizozomal otofaji sisteminin etkileri ile korunmaktadir (Vekrellis ve ark., 2011). Her iki
sistemin de inhibisyonu protein miktarinda artisa sebep olur (Xilouri ve ark., 2013).
SNCA genindeki mutasyon, o-siniiklein proteininin yanlis katlanmasina, proteinin
sekonder yapisinin degismesine ve ubiquitin ile isaretlenerek proteazomal degredasyona
maruz kalmasina yol agmaktadir (Feany, 2004). a-siniiklein proteini yanlis katlanmalar
sonucunda ¢6ziinmez hale gelir, agregasyona neden olur ve hiicre iginde birikerek Lewy
cisimcigini olusturur (Breydo ve ark., 2012; Karampetsou ve ark., 2017). Yasla birlikte
beynin proteolitik savunma mekanizmalarindaki azalma a-siniiklein birikiminde 6nemli

rol oynamaktadir (Brundin ve ark., 2008; Kaushik ve Cuervo, 2015) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. PH’ na neden olan faktorler ve a-siniikleinin patolojideki rolii gdsterilmektedir (Poewe ve ark.,
2017).

2.1.9. Noroinflamasyon

Noroinflamasyon; PH, AH ve Huntington hastaligi dahil olmak iizere birgok
norodejeneratif hastalikta 6nemli bir role sahiptir (Aid ve Bosetti, 2011). Merkezi sinir
sisteminde akut inflamatuvar yanit, hasarli dokularin onarimini saglarken; yanit
kroniklestiginde kalici beyin hasarlarina neden olmaktadir (Lucas ve ark., 2006;
Eikelenboom ve ark., 2010). Noroinflamatuvar kosullar altinda aktiflesen gliyal hiicreler,
noronal hasar1 ve norodejenerasyonu indiikleyen proinflamatuvar ve nérotoksik faktorleri
serbest birakmaktadirlar (Harry ve Kraft, 2008). Noroinflamasyon sirasinda; aktif
mikrogliyalar, beyin parankimindeki reaktif astrositler’den; sitokinler, kemokinler,
proteoglikanlar, tamamlayici kaskad proteinleri, ROS'lar da dahil olmak iizere ¢ok sayida
inflamatuvar aract madde salinim1 mevcuttur. Bu faktorler kan beyin bariyerine hasar
vererek adaptif bagisiklik sistemi hiicrelerinin merkezi sinir sistemine girmesine izin verir
ve gergeklesen bu olaylar sonucunda beyin hasari siddetlenebilir (Agostinho ve ark.,
2010).
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Beyinde dejenerasyon durumunda, mikrogliya dejenere olan doku etrafinda g¢ogalir,
birikir ve aktif M1 tip formuna doniisiir. M1 tip mikrogliya, interferon-y ve lipopolisakarit
(LPS) tarafindan uyarilir ve proinflamatuvar bir yanit olusturur. M2 tip ise; aktive
oldugunda anti-inflamatuvar etki gosterir. Aktif M1 mikrogliya, proinflamatuvar
sitokinleri diizenler ve Parkinson hastalar1 ve deneysel PH modellerinde indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS), ROS ve RNS (Reaktif NitrojenTiirevleri) tiretimini indiikler
(Sawada ve ark., 2006; Joers ve ark., 2017; Janda ve ark., 2018). Noroinflamasyon ve
mikrogliyal aktivasyon, DN hasarma neden olarak PH patogenezinde onemli rol
oynamaktadir (Hirsch ve Hunot, 2009; Tufekci ve ark., 2011; Ha ve ark., 2012; Llewellyn
ve ark., 2017) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. PH’da norodejenerasyon gosterilmektedir (Yuste ve ark., 2015).

2.2. Toll Benzeri Reseptorler (TLRs)
Toll reseptorii ilk olarak Drosophila Melanogaster'de embriyolarin gelismesinde dorso-
ventral alanin olusturulmasi i¢in gerekli bir reseptor olarak tanimlanmistir (Nusslein-

Volhard ve Wieschaus, 1980; Steward ve ark., 1984; Hashimoto ve ark., 1988).

TLR’ler, birgok patojene karsi dogal immiin cevabin olusmasini saglayan bir grup
transmembran protein ailesidir. TLR ailesi, insanlarda 10 (TLR1-10) ve farelerde 12
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fonksiyonel reseptdrden (TLR1-13; murin TLR10, gen eklemelerinden dolay1 fonksiyonel
olmayan bir psddojendir) olusmaktadir (Hasan ve ark., 2005; Akira ve ark., 2006). Bu
reseptorlerin her biri farkli molekiiler yapilar: tanima ve immiin yanitin baglatilmasina izin

verme yetenegine sahiptirler.

2.2.1. TLR’lerin Yapisi ve Fonksiyonu

Insanlarda TLR’ler interldkin-1 reseptoriiniin (IL-1R) homologu olup, ayn1 zamanda
adaptif immiin cevabin da aktive olmasini saglayarak konak immiinitesinde 6nemli role
sahiptirler (Thompson ve ark., 2011; Browne, 2012). TLR’ler tip I integral membran
glikoproteinleri ile karakterize iic domaine sahiptir. Bu alanlar; 18since zengin
ekstraseliiller domain (LRR), transmembran domain ve interlokin 1 (IL-1) reseptoriine
homolog Toll-IL-1R (TIR) domainidir (O'Neill ve Dinarello, 2000). TLR'ler tarafindan
ligand tanima, "xLxxLxLxx" motifinin 19-25 tekrarli kopyasindan olusan LRR domaini

ile gerceklesmektedir (Jin ve Lee, 2008).

Patojenler tizerindeki evrimsel olarak korunmus molekiiler yapilara ‘Hastalik etkenlerine
eslik eden molekiiler yapilar (Pathogen Associated Molecular Patterns, PAMP)’ adi
verilmektedir. Dogal immiin sistem hiicreleri lizerinde PAMP’lar1 taniyan reseptorler
(PRR) bulunur (Bode ve ark., 2012) ve bugiine kadar bes PRR sinifi karakterize edilmistir:
(1) TLR'ler, (2) C-tipi lektin reseptorleri, (3) Niikleotid baglayict oligomerizasyon
domenine benzer reseptorler, (4) Retinoik aside bagl gen-1 benzeri reseptorler ve (5)
AIM2 benzeri reseptorler (Brubaker ve ark., 2015). TLR'ler patojenlere ek olarak; 1s1 sok
proteinleri, HMGB-1, iirik asit, hiicresel stres, protein agregasyonu veya mutasyonu gibi
doku hasar1 veya hiicre 6liimii ile iligkili ligandlarin molekiiler modellerini (DAMP) de
tanimaktadirlar (Bianchi, 2007; Beraud ve ark., 2011). TLR'ler, PAMP ve DAMP'lar1
tanidiklarinda, patojeni konakgidan temizlemek veya hasart ¢ozmek i¢in immiin sistemi
aktive ederek bir sinyalleme reaksiyonu baslatirlar. Hem proinflamatuvar sitokin
iiretiminin ve fagositozun baslatilmasi gibi spesifik olmayan yanitlardan olusan dogustan
gelen bagisiklik sistemin aktivasyonunda, hem de T ve B lenfositlerinin aracilik ettigi
patojene spesifik bir yanittan olusan adaptif bagisiklik sisteminin aktivasyonunda rol
oynarlar (Hoebe ve Beutler, 2004).
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TLR’ler, hiicre igerisinde farkli lokalizasyonlarda bulunmaktadirlar. Fonksiyonel olarak
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 ve TLR11, PAMP ve DAMP’lar1 tanimak igin hiicre
yiizeyinde; TLR3, TLR7, TLR8 ve TLRY ise hiicre i¢i endozomal veya lizozomal
kompartmanlarda ve endoplazmik retikulumda ekspre edilmektedir (Bode ve ark., 2012).
[k tanimlanan TLR1 olmasina ragmen, bu reseptdrlerden fonksiyonu ilk belirlenen TLR4

olmustur.

2.2.2. TLR’lerin Beyinde ve Noroinflamasyondaki Rolii

TLR’ler beyinde oligodendrositlerde (Bsibsi ve ark., 2002), astrositlerde (Bowman ve
ark., 2003), mikrogliyalarda (Olson ve Miller, 2004) ve néronlarlarda (Prehaud ve ark.,
2005; Wadachi ve Hargreaves, 2006) goriilmekte ve nérogenez ile beyin gelisimde rol
oynamaktadirlar (Ma ve ark., 2007; Rolls ve ark., 2007; Drouin-Ouellet ve Cicchetti,
2012). TLR ekspresyonu mikrogliyalar inaktifken diistiktiir ancak mikrogliya aktivasyonu
ile ekspresyonu artmaktadir (Trudler ve ark., 2010).

Beyindeki inflamatuvar yanit, santral sinir sisteminde yer alan ndron ve gliyalarin geri
dontisiimsiiz hasarini engellemek ve korumak {izerine kurgulanmistir (Ransohoff, 2016).
Ancak noroinflamasyon kroniklestiginde, norodejenerasyon meydana gelir ve beyin,
oksidatif strese kars1 savunmasizdir (Sanders ve Greenamyre, 2013). Olusan néronal hasar
sitokin ve kemokin yanitlarinin ve oksidatif stresin artmasina neden olarak tekrarli bir
dejenerasyon dongiisii olusturur. Bu durum daha fazla néron kaybi ile sonuglanmaktadir

(Gao ve Hong, 2008) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. TLRlerin noroinflamasyon mekanizmasi gosterilmektedir (Herrera ve ark., 2015).

2.3. TLR4

TLR4, ilk olarak gram-negatif bakterilerin ekstraseliiler membraninda LPS veya
endotoksin igin sinyal reseptorii olarak tanimlanmistir (Poltorak ve ark., 1998). TLR4, bir
dizi kinaz yolagin1 ve transkripsiyon faktor aktivasyonunu indiikleyerek patojenlere karst

dogal immun cevabin olugmasini saglamaktadir.

TLR4, astrositlere kiyasla mikrogliya iizerinde daha ¢ok ekspre edilirken, ndronlar
tizerinde ¢ok diisiik veya saptanamayan seviyelerde bulunur (Y. S. Kim ve Joh, 2006;
Tang ve ark., 2007). TLR4 aracili NF-kB sinyali, sinir sistemi hastaliklarinda serebral
inflamasyonun baslatilmasinda hayati bir rol oynamaktadir (Kerfoot ve ark., 2004; Hua
ve ark., 2007). TLR4, a-siniiklein ile indiiklenen mikrogliyal fagositik aktiviteye,

proinflamatuvar sitokin salinimina ve ROS {iretimine sebep olur (Fellner ve ark., 2013).

20



2.3.1. TLR4 Sinyalizasyonu

Konak sisteminde LPS tutulumu, LPS baglayici protein tarafindan kolaylastirilir ve bu
protein LPS’yi, Farklilasma kiimesi 14 (CD14), Miyeloid farklilagsma faktorii 2 (MD-2)
ve TLR4 igeren reseptor kompleksine transfer eder (Sekil 2.11). TLR4 sinyalizasyonunda
miyeloid farklilastirma faktorii 88 (MyD88) bagimli yolak ve MyD88 bagimsiz yolak
olmak iizere iki yolak tanimlanmis olup (Akira ve ark., 2006), MyD88 bagiml
yolaklardaki sinyal yolaklari, proinflamatuvar sitokinlerin, kemokinlerin, eikosanoidlerin
ve ROS gibi dogal immunite etkenlerinin olusumuna neden olmaktadir (Ve ve ark., 2012)
(Sekil 2.11).

LPS

Sekil 2.11. TLR4 ve sinyalizasyonunda yer alan domainler gériilmektedir (Gay ve ark., 2006).

MyD88 bagimli yolakta; bakteriyel LPS’yi taniyan CD14; TLR4 ve MD-2 ile bir
kompleks olusturarak sinyalizasyonu baglatir (Akira ve ark., 2001). TLR4 aktivasyonu
icin, ekstraseliiler bir protein olan MD-2 ve transmembran veya intraseliiler bolgesi
bulunmayan ve LPS reseptorii olan CD14 gereklidir. MD-2, TLR4’lin hiicre yiizeyine
lokalizasyonu ve LPS ile indiiklenen uygun TLR4 cevabinin olusmasinda gorev alirken;
CD14, bakteriyel LPS’nin ve diger PAMP’larin tespit ve taninmasinda, TLR4 ve MD-2
ile birlikte yardimci reseptor olarak gorev alir. MyD88, TIR bolgesi iceren protein
(TIRAP) varliginda TLR4’iin TIR bolgesine baglanir ve komplekse terminal bolgedeki
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karboksil (COOH) kismindan IL-1 reseptor baglantili kinaz kompleksini (IRAK) dahil
eder. Daha sonra IRAK otofosforillenir, kompleksten ¢ikarilir ve yerine TNF reseptor
iligkili faktor 6 (TRAF6) baglanir. TRAF6 ile aktiflesen TGF-beta aktive kinaz 1 (TAK1);
TAB1 (TAK1 baglanma proteini 1) ve TAB2 (TAK1 baglanma proteini 2) ile bir sinyal
kompleksi olusturur ve NF-kB inhibitor protein [IxB] kinaz (IKK) kompleksini aktive
eder. IKK kompleks aktivasyonuyla fosforillenen IxkB kompleksten ayrilarak proteozom
yikim yolu ile yikilir, diizenleyici genler aktiflesir ve NF-kB niikleusa gecer ve xB
bolgesine baglanir. Sonug olarak; NF-kB aktivasyonu ile TNF-a, IL-1, IL-6, INOS ve
MCP-1 gibi inflamatuvar diizenleyici genlerin ekspresyonu gergeklesir (Janssens ve
Beyaert, 2002; Polentarutti ve ark., 2003; Lee ve ark., 2006; Erridge, 2010) (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Noroinflamasyonda TLR4’iin MyD88 bagimli sinyal yolagi gosterilmektedir (J. H. Lee ve ark.,
2006).
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2.3.2. TLR#4’iin Parkinson Hastaliginda Rolii
TLR4'lin PH'nda hem noroprotektif hem de zararli rollere sahip olabilecegini gosteren

yayinlar literatiirde yer almaktadir.

PH patogenezinde mikrogliyal aktivasyonun temel kaynagi olan a-siniiklein
agregasyonlar1 ve toksisite maruziyeti, TLR2 ve TLR4 ekspresyonlarinin artigina sebep
olmaktadir (Watson ve ark., 2012; C. Kim, Ho, ve ark., 2013; Noelker ve ark., 2013;
Drouin-Ouellet ve ark., 2014). Yapilan bir ¢alismada, postmortem kontrol beyinlerinden
transkriptomik verilerin analizi ile TLR4 ve MyD88'in beynin her yerinde
ekspresyonunun oldugu ve ifadelerinin SNpc ve putamende daha yiiksek seviyede oldugu
gosterilmistir (Hughes ve ark., 2019). TLR4 geni susturulmus ve MPTP ile PH modeli
olusturulmus farelerde DN kaybinin kontrol hayvanlara kiyasla daha az oldugu
saptanmustir. Bu durum, TLR4 inhibisyonunun noroinflamasyonu etkileyerek DN hasarini
azalttigini ortaya koymustur (Noelker ve ark., 2013; Conte ve ark., 2017; Mariucci ve ark.,
2018).

Literatiirde yer alan in vitro bir ¢alismada; oligomerik a-siniiklein birikimlerinin TLR4
aracili sitokin iiretimini indiikleyebilecegi ve bu durumun da sitokin yanitlarini
tetikleyebilecegi belirtilmistir (Hughes ve ark., 2019). Bu nedenle TLR4 yolaginin,
oligomerik o-siniiklein ekspresyonunu tetikleyebilecegi ve beraberinde ortaya cikacak

yanitlarin da regiilasyonunu saglayabilecegini diisiindiirmektedir.

2.4. Melatonin
Melatonin, beynin merkezinde bulunan epifiz bezi ve retinadan salgilanan bir
norohormondur (Tan ve ark., 2010). Melatonin, sirkadiyen ritimle diizenlenen bir
sekresyon mekanizmasina sahip olup, ritmi hipotalamusun suprakiazmatik niikleusunda
bulunan bir biyolojik saat tarafindan ayarlanmaktadir. Suprakiazmatik niikleus, giinliik
aydinlik/karanlik siklusu ile 24 saatlik bir periyoda ayarlanmistir. Bu senkronizasyon, 151k
sinyalinin retinal yollarla suprakiazmatik niikleusa iletilmesi ile baglamaktadir. SKN’de
bulunan saat, multisinaptik ndronal yollarla sirkadiyen sinyalleri pineal beze gonderir ve
ritmik melatonin tiretimini yonetir. Sirkadiyen ritmi senkronize etme, oksidatif strese kars1
koruma, enerji metabolizmasini diizenleme, bagisiklik sistemini modiile etme ve
yaslanma siirecini erteleme gibi ¢ok ¢esitli diizenleyici ve koruyucu etkilere sahiptir (Tan
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ve ark., 2007; De Pedro ve ark., 2008; Caballero ve ark., 2009; Shieh ve ark., 2009;
Hardeland, 2010).

Melatonin hormonunun salinmasi pinealosit hiicrelerinin 1518a duyarli olmasiyla direkt
iligkilidir. Bu duyarlilik sayesinde 1sikla ortaya c¢ikan engellenme, karanlikta ortadan
kalkar ve pinealositlerin melatonin salgilamasi tetiklenir. Isigin inaktivasyonuyla, gézde
retina tabakasinda baglayan uyari retinohipotalamik yol ile hipotalamusta bulunan
cekirdeklerden once suprakiazmatik cekirdege ardindan da paraventrikiiler ¢ekirdege
ulagsmaktadir. Arka beyin ve spinal kord yolunu izleyerek superior servikal gangliyona
gelen uyarim, nérepinefrin salinimina sebep olur. Isigin inaktivasyonuyla olusan karanlik
uyarist pineal beze ulastigi zaman, norepinefrin hormonu pinealosit membraninda
bulunan adrenerjik reseptorlere baglanir. Boylece bir dizi reaksiyon baslar. Melatonin
sentezi pinealositlerden triptofan salinimi ile baslar, daha sonra serotonine ve son olarak
dort asamali bir siirecte melatonine doniistiiriilir (Tan ve ark., 2010). Serotoninin
melatonine doniistiiriilmesi i¢in serotonin-N-asetiltransferaz (NAT; aym1 zamanda
arilalkilamin N-asetiltransferaz [AANAT]) ve hidroksindol-O metiltransferaz (HIOMT)
enzimleri gereklidir (Tan ve ark., 2010). AANAT, serotonini N-asetil-serotonine, HHOMT

ise N-asetil-serotonini melatonine doniistiiriir (Ribelayga ve ark., 2000) (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Melatonin sentezi goriilmektedir (Gillette ve Wang, 2014).
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2.4.1. Melatoninin Noroinflamasyon ve Parkinson Hastaligindaki Rolii

Lenfosit, timus, dalak ve kemik iligi ile sentezlenen melatonin, biyotik ve abiyotik
hasarlarin ve stresin indiikledigi dogal bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde ve
inflamatuvar yanitlarda 6nemli rol oynamaktadir (Naranjo ve ark., 2007; Gomez-Corvera
ve ark., 2009; Lardone ve ark., 2011). MT1 ve MT2 reseptorlerinin aktivasyonu, kismen
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve siiperoksit dismutaz gibi antioksidan
enzimlerin ekspresyonu ile néroprotektif etki gostermektedir (Choi ve ark., 2011; Chang
ve ark., 2015).

Ayrica MPTP ile olusturulan deneysel PH modeli ¢alismalarinda, melatoninin antioksidan
bir etkiyle (lanas ve ark., 1991; Ozsoy ve ark., 2015) SNpc’da TH pozitif néronlarin
ekspresyonlarini korudugu ve motor fonksiyonlari olumlu etkiledigi goriilmiistiir (Absi ve
ark., 2000; S. T. Chen ve ark., 2002; L. J. Chen ve ark., 2005; Patki ve Lau, 2011; Zaitone
ve ark., 2013; Naskar ve ark., 2015) (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. MPTP ile olusturulmus PH’da melatoninin etki mekanizmalar1 sematize edilmistir (Mayo ve
ark., 2005).

Bu bilgiler 1s1ginda, MPTP ile olusturulan deneysel PH modelinde melatonin, TLR4

aracili ndroinflamasyonu baskilayarak inflamatuvar yanita bagl olusan sitokin salinimini
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inhibe eder ve dopaminerjik noron kaybini azaltir hipotezimizden yola c¢ikarak,
calismamizda MPTP ile olusturulacak PH modelinde; DN kaybina bagli olarak ortaya
cikacak mikrogliyal aktivasyon ile bu yanitlarla tetiklenmesi beklenen TLR4
aktivasyonunun yaratacagi noroinflamatuvar yanitlarin degerlendirilmesi planlanmustir.
MPTP etkisiyle aktive olmasi tahmin edilen proinflamatuvar yanitlarin melatonin
uygulamasiyla nasil sekillendigi de ¢alismamizla ilk defa ortaya konmustur. Melatoninin
a-siniiklein katlantilari, TLR4 yolagi ve proinflamatuvar sitokinler {izerine etkisi PH

modelinde bu ¢alismayla ilk defa literatiire kazandirilacaktir.

26



3. GEREC ve YONTEM

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji ile Fizyoloji Anabilim
Dallarinin laboratuvarlarinda gergeklestirilen ¢calismamizda 80 adet 8-10 haftalik, 25-30
gr agirhiginda erkek C57BL/6 fareler kullanildi. Deney siiresince (7 giin) hayvanlar ortam
1s1s1 23 + 2°C olan ve 12 saat aydinlik/karanlik dongii otomasyonuna sahip Deney
Hayvanlar1 Unitesi Laboratuvari’nda barindirildi. Tiim gruplardaki hayvanlar normal
ticari kemirgen yemi ve musluk suyu ile beslendi. Calisma siiresince hayvanlarin yem ve

su alimi1 serbest birakildi.

3.1. Deney gruplari

C57BL/6 fareler caligmamiz igin rastgele 5 gruba ayrilmustir.
1) Kontrol grubu (K) (n=10)

2) Coziicii (EtOH) verilen grup (C) (n=10)

3) Melatonin verilen grup (M) (n=20)

4) Parkinson hastaligi modeli olusturulan grup (P) (n=20)

5) Parkinson hastaligi modeli olusturulan ve melatonin verilen grup (P+M) (n=20)

3.2. MPTP ve Melatonin i¢in Kullamlacak Dozun Belirlenmesi

MPTP dozu; ¢alismamizda MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
hydrochloride) (Cayman; #16377-100 mg) toksini serum fizyolojikte ¢6ziildii (3 mg/ml)
ve C57BL/6 farelere 12 saat araliklarla 2x20 mg/kg/giin dozda, 2 giin boyunca,
intraperitoneal (i.p.) olarak verildi. Literatiirde ¢ogunlukla 4x20 mg/kg dozda, 2 saat
araliklarla uygulama yapildigi belirtilmektedir (Conte ve ark., 2017). Fakat daha 6nce
yapilan ¢alismalarimizda 12 saat aralikli uygulama sonrasinda da modelin olustugunu ve
hayvan kaybinin ¢ok daha az oldugunu gérdiigiimiiz i¢in bu yolla uygulama tercih edildi
(Aras ve ark., 2014).

Melatonin dozu; melatonin (Sigma; #M-5250-5 gr) %6’lik absol alkol (EtOH) (Merck;
#1.00986.2500) icerisinde ¢oziildii ve giinde 2 kez 2x10 mg/kg dozda 7 giin boyunca i.p.
olarak uyguland1 (Yildirim ve ark., 2014). Melatoninin uygulama saatleri sabah 8.%°-9.%

ve aksam 17.%9-18.% olarak belirlendi. Bunun sebebi, sabah azalan melatoninin eksikligini
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i.p olarak eklemek ve aksam salinim sirasinda bu oranit biraz daha arttirarak anti-

inflamatuvar etkinligini gosterip gostermeyecegini degerlendirebilmek icindir.

EtOH dozu; Literatiirde melatoninin %10’luk EtOH’de ¢6ziildiigi belirtilmistir (Yildirim
ve ark., 2014) fakat calismamizda etanoliin zararli etkisini en aza indirebilmek i¢in
dereceli olarak etanol miktarin1 azaltip ¢oziinme degerlendirildi. Buna goére %6’lik
etanolde de ¢oziinebildiginden etanol orani diisiiriilerek ¢alismaya baslandi. %6°1ik EtOH
1 ml. olacak sekilde i.p olarak enjekte edildi.

3.3.Deneysel Parkinson Hastalii Modelinin Olusturulmasi

Deney baslangicinda ilk 2 giin MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
hydrochloride) (Cayman; #16377-100 mg) toksini, P ve P+M gruplarina, serum
fizyolojikte ¢oziilerek (3 mg/ml), toplamda 4x20 mg/kg dozda (12 saat araliklarla 4 doz
olacak sekilde 2 giin boyunca), intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi. M grubuna 7 giin
boyunca %6’lik absol alkol (EtOH) (Merck; #1.00986.2500) igerisinde ¢Oziinmiis olan
Melatonin (Sigma; #M-5250-5 gr) giinde 2 kez, sabah 8.°-9.%° ve aksam 17.99-18.%°
saatlerinde i.p. olarak uygulandi. C, melatoninin i¢inde ¢6ziindigi %6’lik EtOH
enjeksiyonu yapildi. Kontrol grubu hayvanlarina sadece enjeksiyon stresi ig¢in Serum

fizyolojik (SF) verildi.

1. K (n=10): MPTP ¢oziiciisii olarak kullanilan SF (3 mg/ml) 2 giin boyunca 12 saat
araliklarla giinde 2 doz i.p. olarak uygulandi.

2. C (n=10): Melatonin ¢oziiciisii olarak kullanilan %6’lik EtOH 7 giin boyunca
sabah 9.%° ve aksam 17.% saatlerinde giinde 2 doz (2x1ml) i.p. olarak uygulandu.

3. M (n=20): 10 mg/kg doz Melatonin %6’lik EtOH igerisinde ¢6zdiirtildii ve 7 giin
boyunca sabah 09.% ve aksam 17.%saatlerinde giinde 2 doz i.p. olarak 1ml olacak
sekilde verildi.

4. P (n=20): MPTP toksini, SF’de ¢oziilerek (3 mg/ml), 4x20mg/kg dozda, 12 saat
araliklarla toplamda 4 doz olacak sekilde 2 giin boyunca, sabah 08.%° ve aksam
20.% saatlerinde i.p. olarak uyguland.

5. P+M (n=20): %6’lik EtOH igerisinde ¢oziinmiis olan 10 mg/kg Melatoninin ilk
dozu i.p. olarak 1ml olacak sekilde sabah 08.% de verildi. 09.°° da MPTP toksini,
SF’te ¢oziilerek (3 mg/ml), 4x20 mg/kg dozda i.p. olarak enjekte edildi. Toksin 12
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saat araliklarla toplamda 4 doz olacak sekilde 2 giin boyunca uygulandi. Melatonin
enjeksiyonu sabah 09.%° ve aksam 17.%saatlerinde i.p. olarak 1ml. olacak sekilde

7 glin boyunca uygulandi (Sekil 3.1).
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SF enjeksiyonu Motor aktivite testleri

""" Sabah 08:00 Sakrifikasyon
Akgam 20:00
K GRUBU I | I I I
1.gin 2.giin 3.gin 4.giin 5.gin 6.giin 7.gin 8.giin

Motor aktivite testleri
. %6 EtOH enjeksiyonu
- Sabah 09:00 Sakrifikasyon
Akgam 17:00 ‘

C GRUBU
R A

1.giin 2.giin 3.giin 4.gin 5.glin 6.giin 7.giin 8.giin

Welstonin snjekalyony Motor aktivite testleri

(2x10 mg/kg/giin)
‘1 - i::::‘ 297::)% Sakrifikasyon

T 1 ]
1.giin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin 6.giin 7.giin 8.gin
MPTP enjeksiyonu Motor aktivite testleri
2x20 mg/kg/giin
( o/kglgiin) Sakrifikasyon
Sabah 08:00
Akgam 20:00
T |1 |
1.giin 2.giin 3.giin 4.gin 5.gin 6.giin 7.giin 8.giin

Motor aktivite testleri

Melatonin enjeksiyonu
- (2x10 mg/kg/giin) )
i Sabah 09:00 Sakrifikasyon
Akgam 17:00 ‘

P+M GRUBU I | I | I I I
1.gln 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin 6.gin 7.gin 8.giin
MPTP enjeksiyonu
(2x20 mg/kg/giin)
Sabah 09:00
Akgam 20:00

Sekil 3.1: Gruplara 6zgii olusturulan deney modeli sekilde gosterilmektedir. (K; Kontrol, C; Coziicii, M;
Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin gruplari, SF; Serum fizyolojik, EtOH; Etanol olarak
kisaltilmustir)

30



3.4.Agirhik takibi
Deney gruplarimizda uygulanan norotoksinin baska herhangi bir etkisi olup olmadigini ve
melatoninin olasi etkilerini degerlendirmek igin, farelerin deneyden 6nce ve deneyin son

giinli agirliklar ol¢iildii.

3.5.Periferik Kan Yayma Analizi

Her grupta yer alan 10 hayvandan alinan periferik kan ornekleri lamlar {izerine 45
derecelik ag1 ile yayma yapilip hematoksilen-eozin ile boyandi. Periferik kandaki
inflamatuvar yanitlar1 degerlendirmek igin yapilan analizlerde monosit, lenfosit ve
no6trofil miktarlart sayildi. Bu islem igin; her hayvandan 2 slayt periferik kan yaymasi elde
edildi ve bu 2 slaytta 10 farkli alanin fotografi ¢ekildi. Her fotografta sayilan hiicrelerde

istatistiksel analizler yapildi ve sonuglar degerlendirildi.

3.6.Davrams Deneyleri: Motor aktivite tayini

Deney modeli olusturulduktan sonra 3. 4. ve 5. giinlerde toplamda 3 kez davranis testi
alistirmasi yapildi. Deney hayvanlar1 Rotorod testi igin sirayla 3’er tekrar olacak sekilde
5-10-20-30-40 rpm hizlarda toplamda 300 sn yiiriitiildii. Hayvanlar sakrifiye edilmeden
hemen 6nce (8.giin) davranis testleri yapildi. Bu deneylerle Parkinson hastaligi modelinin

hayvan davraniglarina yansiyip yansimadig test edildi.

3.6.1. Lokomotor Aktivite Testi

Lokomotor aktivite; PH modelinde hayvanlarin hareketindeki kisitlanmalari,
ekstremitelerdeki koordinasyon bozukluklarin1 ve bunlarin siddetini belirlemek yapilan
bir test olup; bu test i¢in acik alan aktivite goriintiileyici sistem (MAY 9908 model
Aktivite Gorilntiilleyici Sistem: Commat Ltd, Tirkiye) kullanilmaktadir. Bu sistem,
kizil6tesi fotoseller ile donatilmis sekiz plastik cam kafesten (42 cm x 42 cm x 30 cm)
olugmaktadir. Kafeslerin yan bloklarinda, yerden 4,5 cm yiikseklikte ve 2,5 cm araliklarla
15 yayici ve algilayici fotosel ¢ifti bulunmaktadir. Diger 15 fotosel cifti ise yerden 11,5
cm yukariya yerlestirilmistir. Fotosel 1sinlarinin kesilmesi bilgisayar sistemi ile
belirlenmektedir. Deney hayvaninin lokasyonu ise 0,1 s hassasiyetteki yazilim ile
hesaplanmaktadir. Eger deney hayvanmin lokasyonu tamamen degisirse bu durum
ambulatuvar aktivite olarak ifade edilmektedir. Isinlarin kesilmesine neden olan fakat

lokasyonu degistirmeyen diger davranigsal cevaplar horizontal aktivite olarak ifade
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edilmektedir. Yiikselme gibi vertikal hareketler ise yerden 11,5 cm yukariya yerlestirilen
fotoseller araciligiyla belirlenmektedir. Sistem ayrica, toplam lokomotor aktivite ve alinan
mesafeyi de vermektedir. Tiim parametreleri test etmek icin deney hayvani agik alanin

tam ortasia konulmus ve 5 dakika boyunca kayit alinmistir.

3.6.2. Bradikinezi Siddetinin Belirlenmesi

Deneysel PH modeli olusturulduktan sonra, motor aktiviteyi belirlemek i¢cin PH’nin
spesifik semptomlarindan bradikinezi degerlendirildi. Bradikinezinin derecesini 6l¢gmek
i¢in kiiclik modifikasyonlara ugratilmis olan ‘Pole Test = Cubuk Testi’ metodu kullanildi.
Kelime anlami istemli hareketlerde yavaslama olan bradikinezi, genellikle hareketin
baslatilmasinda gecikme seklinde tanimlanmaktadir. Bu gecikme siiresinin uzamasi
bradikinezi siddetinin arttigin1 gostermektedir. Test i¢in yaklasik olarak 0,8 cm capinda
ve 50 cm uzunlugunda metal c¢ubuk, sargi bezi ile sarilarak hayvanin daha iyi
tutunabilmesi i¢in uygun hale getirildi. Fare, ¢ubugun en {ist noktasina basi yukariya
bakacak sekilde birakildi ve bu konumdayken tamamen geriye doniip zemine dogru

hareket etme anina kadar gecen toplam siire kaydedildi.

3.6.3. Rotarod Testi

Farelerin motor performans ve koordinasyonunu test etmek igin kullanildi. Hayvanlar 3
ardisik giin boyunca rotarod aletine (Ugo Basile, Biological Research Apparatus, Varese,
Italy) alistirildi. Her giin ayni saatte, deneye baslamadan 30 dakika Once, hayvanlar
laboratuvara alinarak ¢evreyle iligski kurmalar1 saglandi ve 5 dakika arayla 2 ardisik 6l¢iim
yapildi. Hayvanlar bireysel bolmelerine, donen ¢ubugun (7,3 cm gapta) tersi yoniinde
yerlestirildikten sonra ¢ubuk tizerinde kalma siireleri tespit edildi. Rotarod sisteminde,
donen ¢ubuk lizerinde kalma siiresi kaydedildi. Kayit alma siiresi 300 sn olarak belirlendi.
Degisen hizlarda (5-40 rpm (dakikada donme sayisi)) Olgiim yapildi ve rotarod
performansi hizlanan ¢ubuk iizerinde gegirilen toplam saniye cinsinden ifade edildi.
Hayvanlarda meydana gelebilecek stres ve yorgunlugu azaltmak amaciyla farkli hizlar

arasinda 5 dakika dinlenme periyodu uyguland.
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3.7. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Cikarilmasi

7. giiniin sonunda, motor aktivite tayinini takiben hayvanlar 1/2 ml dozda ketamin (Pfizer;
Ketalar-500 mg/ 10 ml) ksilazin (Bioveta; XYLAZINBIO %2-ROMETAR 20 mg/ml)
¢ozeltisinin intraperitoneal uygulanmasi ile anesteziye alindiktan sonra orta hat kesisi
yapilarak abdomen ve gogiis kafesleri agildi. Aortanin iliak bolgesine yerlestirilen bir
braniil ile (1/1000) oraninda serum fizyolojik (SF) ile seyreltilmis heparinize SF ¢ozeltisi
verilerek dokularin perfiizyonu saglandi. Bu esnada sag atrium kesilerek heparinize SF
bosaltildi. Iimmiinohistokimyasal analizler i¢in kullanilacak hayvanlar heparinize SF’e ek
olarak %10’luk formalin (Merck; #1.03999.2500) ile perfiize edildi, perfiizyon sonrasi
beyin dokulart ¢ikartildi. Alinan dokularin bir kismi1 parafin (Tissue-Tek; #4509-10 kg)
takip i¢in %10’luk formalin icine alinirken, bir kism1 da Western Blot yontemi i¢in

ependorflara alinarak -80°C’de saklandi.

3.8. Doku Takibi ve Kesitlerin Alinmasi

%10’luk formaline alinan beyin dokular1 24 saat fiksatifte bekletildi. 1 giiniin sonunda
dokulardan fiksatifi uzaklastirmak i¢in 4 saat akarsuda yikandi. Suyu uzaklagtirmak i¢in
artan alkol serilerinden %70 ve %80 alkolde 2 giin, %90 alkolde 1 giin bekletildi.
%100’ lik alkolde 3 saat bekletilen dokular daha sonra seffaflastirma asamasi i¢in Ksilol
(Interlab; # 990-019-2501) serilerinden gegirildi. Ksilol I’de 5 dakika, Ksilol 1I’de ve
Ksilol 11I’de 3 dakika alkoliin dokudan ¢ikmasi ile seffaflastirma islemi tamamlandi.
Ardindan dokular 56°C’ye ayarlanmis etiivde siv1 parafin serilerinden gecirilip, toplamda
5 buguk saat ksiloliin parafinle dokudan uzaklastirilmas: saglandi ve dokular temiz

parafine gomiildii.

3.9. Immiinohistokimyasal Analizler
Fare beyin dokularinin SNpc bolgesinde; TH, a-siniiklein, TLR4 ve p65 proteinlerinin

ekspresyonlarini géstermek amaciyla immiinohistokimyasal analizler ger¢eklestirildi.

3.9.1. Kullanilan Soliisyonlar
e 1XPBS (Phosphate Buffer Saline) (0,2M) Tamponu;
2,85 gr Disodyum Hidrojen Fosfat (Na2HPO4) (Merck; #1.06585.5000)
0,8 gr Potasyum Hidrojen Fosfat (KH2PO4) (Merck; #1.05101.1000)
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16 gr Sodyum Kloriir (NaCl) (Merck; #1.06400.1000)
Yukaridaki kimyasallar 2 litre distile su igerisinde ¢6ziildii ve pH’s1 2M NaOH ile pH=7,4
olacak sekilde ayarlandi.

Sitrik Asit Tamponu: 2,1 gr sitrik asit (CeHsO7.H20) (Merck; #1.00241.5000) 900 ml
distile suda ¢oziildi. pH’s1 2M NaOH ile pH=6,0 olacak sekilde ayarlandi.

o 9%3’liikk H202 Soliisyonu; 63 ml metanol (CH3OH) (Merck; #1.06009.2511) ve 7
ml %35’lik H.O2 (Merck; #1.08600.1000) karistirtlarak aliiminyum folyo ile
sarilmis sale icerisinde hazirlandi.

e Bloklama Soliisyonu; Ultra V Block (Thermo; #TA-125-UB)

e Streptavidin Peroksidaz Kompleksi; HRP (Scytek; #ABG125)

e Kromojen; 3,3'-Diaminobenzidin tablet (DAB) (Sigma; #D4168)

e Mayer Hematoksilen; Mayer's hemalum soliisyonu (Merck; #1.09249.2500)

e Kapatma Soliisyonu; Entellan (Merck; #1.07960.0500)

Immiinohistokimya boyamasi i¢in parafine gomiilen dokular bloklar halinde mikrotom
cihazinda (Leica; #RM2125RT) kesit alma islemi i¢in hazirlandi ve Spm kalinligindaki
kesitler Poly-L-Lizin’li lamlara (Thermo Fisher; #10143265) alindi. Alinan kesitler gece
boyu 60°C etiivde bekletilerek lama yapigsmasi saglandi. Deparafinizasyon asamasi igin,
parafin kesitler 2 defa 10’ar dakika ksilolden gegirildi. Kesitler daha sonra azalan alkol
serilerinde (%2100, %90, %80, %70) 5’er dakika bekletildi. Distile su ile 5 dakika muamele
edildi. Dokudaki antijenik epitoplarin ortaya ¢ikmasi i¢in kesitler, sitrik asit tamponu
(pH:6,0; 900 ml distile suda 2,1 gr sitrik asit) i¢ine alinarak 1 defa 7 dakika mikrodalga
firinda 750 watta tutuldu. Mikrodalga uygulamasindan sonra kesitler sitrik asit i¢erisinde
20 dakika boyunca oda 1s1sinda sogutuldu. Kesitler fosfat tamponuna (PBS) alinip 3 kere
5’er dakika yikandiktan sonra dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini yok etmek i¢in
metanolle hazirlanan %3’liik hidrojen peroksit soliisyonunda 25 dakika bekletildi.
Ardindan, kesitler 3 defa 5’er dakika PBS’ten ge¢irildi. Dokularin ¢evresi hidrofobik
kalemle ¢izildi ve 6zgiil olmayan antikor baglanmasini dnlemek amaciyla, bloklama
soliisyonu ile 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Serum Kkesitler {izerinden

uzaklastirildiktan sonra primer antikorlarla asagidaki tabloda belirtildigi gibi +4°C’de
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gece boyu inkiibe edildi. Ertesi sabah tekrar PBS ile 3 kez 5 dakika yikanip, biyotinli

sekonder antikorlar ile 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 3 defa 5

dakika PBS ile yikandi ve streptavidin-peroksidaz kompleksi ile 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben PBS ile yikama sonrasinda DAB substrati (Sigma; #D4168)

damlatilarak enzim substrat iligkisi sonucunda reaksiyon bolgelerinin kahverengi olmasi

icin beklendi. Bu basamak slaytlar1 suya almak kaydiyla durduruldu. Kesitlere Mayer

hematoksileninde zit boyama yapilip ardindan entellan ile kapatildi. Isik mikroskobu

diizeyinde beynin SN bolgesinde TH, TLR4, a-siniiklein ve p65 proteinlerinin dagilimlari

ve immiinoreaktivite dereceleri tespit edilip fotograflandirildi.

Tablo 3.1. immunohistokimyasal analizler i¢in kullanilan primer ve sekonder antikorlar ile diliisyonlar

gosterilmektedir.
Primer  Antikor/ | Firma Adyv | Sekonder Antikor/ | Firma Ady/
Kullanilan Katalog Kullamilan Diliisyon
- Katalog
Diliisyon Numarasi
Numarasi
TH (1:200) Santacruz; Biyotinlenmis Keci Anti-Fare | Vector Lab.;
a-siniiklein (1:200) | Cell signaling; | Biyotinlenmis  Ke¢i  Anti- | Vector Lab.;
#4179 Tavsan IgG / 1:600 #BA 1000
TLR4 (1:750) Abcam; Biyotinlenmis  Ke¢i  Anti- | Vector Lab.;
#ab13556 Tavsan IgG / 1:600 #BA 1000
p65 (1:1000) Cell signaling; | Biyotinlenmis Ke¢i  Anti- | Vector Lab.;
#8242 Tavsan IgG / 1:600 #BA 1000
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3.10. Western Blot
Fare total beyininde Timor nekroz alfa (TNF-o) proteinin varligindaki degisimleri

gostermek amaciyla western blot analizleri gerceklestirildi.

3.10.1. Dokularin Homojenizasyonu ve Lizat Elde Edilmesi
0,1 M Tris: 0,6 gr Tris (Merck, # 1.08387.0500) 40 ml distile suda ¢oziildii, saf HCI ile

pH 7,4’e ayarland1 ve hacim distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

100X Na-Ortovanadat: 0,184 gr Na-ortovanadat (Sigma; #S6508-50G) 10 ml 0,1 M

Tris ile ¢Ozdiriildii.

Liziz tamponu: 10 ml 0,1 M Tris (pH: 7,4) 90 ml distile su ile ¢oziildi, 1 ml 100X Na-
Ortovanadat ve 1 gr SDS (Bio-Rad, #161-0302) eklendi.

Protein Inhibitor Kokteyli: 1 adet Proteaz inhibitdr kokteyl (PiK) tableti (Roche-
Complete; #11697498001) 2 ml steril suda ¢oziilerek 25X’lik PIK hazirland1 ve steril
suyla 1X’e diliie edilip kullanildi.

Farelerden alinan ve -80°C’de saklanan beyin dokulari, altinda buz olan cam levha tizerine
alindi ve bistiiri yardimiyla mekanik olarak parcalandi. Uzeri isimlendirilmis yeni
ependorflarin darasi alind1 ve parcalanan her bir doku tartilarak miktarlar1 (gr) not edildi.
Tartilan dokular yeni ependorflara aktarilarak buza alindi ve ependorflarin igerisindeki
her 0,2 gr doku i¢in 600 ul liziz tamponu ve 10 ul PIK soliisyonu eklendi. Bir saat boyunca
+4°C’de inkiibe edildi ve her 15 dakikada bir vortekslendi. Daha sonra sonikator yardimi
ile homojenize edildi. Tiim 6rnekler +4°C’de 15.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve
slipernatant kisimlart yeni ependorflara alinip pelet kisimlart atildi. Bu homojenatlar

icerdikleri protein konsantrasyonunu belirlemek iizere -20°C’ye kaldirildi.
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3.10.2. Protein Miktarinin Belirlenmesi
Homojenize edilmis beyin dokularinda protein miktar1 tayini Bicinchoninic Acid Kit

(BCA) yontemi ile yapildi.

Kullanilan Soliisyonlar ve Cihazlar:

e BCA protein assay Kit (Thermo; #23225)

e Niive EN 500 inkiibator

e uQuant BioTek Spektrofotometre
BCA yonteminde standart protein olarak BSA kullanildi. 1 mg/ml BSA (S0) hazirland,
hazirlanan BSA steril suyla diliie edildi ve S1 (500 pg/ml protein), S2 (250 pg/ml), S3
(125 pg/ml), S4 (62,5 ng/ml), S5 (31,3 pg/ml), S6 (15,6 pg/ml), S7 (7,8 pg/ml) standart
proteinler elde edildi. Lizatlar, 1:50 oraninda liziz tamponu (600 ul) ve PIK (10 pl)
karisim ile diliie edilerek vortekslendi. Liziz tamponu-PIK karisimi “blank” olarak
kullanildi. BCA kit igerigindeki Bicinchoninic asit soliisyonu Reagent A’dan 10 ml ve
Bicinchoninic asit soliisyonu Reagent B’den 200 pl karigtirilarak g¢alisma soliisyonu
hazirlandi. Bu yontem i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplari kullanildi. Her kuyucuga iki tekrar
olacak sekilde 25 pl standartlar, ardindan iki tekrar olacak sekilde 25 pl 6rnekler eklendi.
Daha sonra standartlarin ve 6rneklerin tizerine her kuyucuga toplam 200 pl olacak sekilde
calisma soliisyonu eklendi ve kap aliiminyum folyoya sarilarak 60°C’lik inkiibatorde 15
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda
okuma yapildi. Standartlar ile karsilastirilarak her bir 6rnegin protein konsantrasyonu
tespit edildi. Ornekler protein konsantrasyonlari esit olacak sekilde Laemli tamponu
(Sigma; #S-3401) ve steril su kullanilarak hazirlandi. Ornekler 5 dakika kaynatildiktan

sonra kullanima hazir hale getirildi.

3.10.3. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi)
Protokolii

%30 Akrilamid-Bisakrilamid Soliisyonu: 154 gr 37,5:1 oranindaki akrilamid-
bisakrilamid (Bio-Rad, #161-0125) 40 ml distile su igerisinde ¢6ziildii.
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4X Tris-HCI/SDS (pH: 6,8): 6,05 gr Tris (Merck; # 1.08387.0500) 40 ml distile su
icerisinde ¢ozildi. pH, saf HCl ile 6,8’¢ ayarlandi. Distile su ile toplam hacim 100 m1’ye
tamamlandi ve tizerine 0,4 gr SDS (Bio-Rad, #161-0302) eklendi.

4X Tris-HCI/SDS (pH: 8,8): 40 ml distile su igerisinde 18,15 gr Tris (Merck; #
1.08387.0500) ¢oziildii. pH saf HCl ile 8,8’¢ ayarlandi. Son hacim distile su ile 100 ml’ye
tamamlandi ve 0,4 gr SDS eklendi.

%10’luk Amonyum Persiilfat (APS): 0,1 gr APS (Bio-Rad; #161-10700) 1 ml distile su

igerisinde ¢oziildii.
N, N, N, N>>-Tetramethylethylenediamidine (TEMED): Sigma; #T-7024

5X Yiiriitme Tamponu (Elektroforez soliisyonu): 9 gr Tris (Merck; # 1.08387.0500) ve
43.2 gr Glisin (Bio-Rad; #161-0718) 600 ml distile su icerisinde ¢oziildii. Uzerine 3gr
SDS (Bio-Rad, #161-0302) eklendi. 180 ml 5X stok 720 ml distile su ile 1X seklinde diliie
edilerek kullanildi.

10X TBS Tamponu (Tris tamponlu salin): 60.55 gr Tris (Merck; # 1.08387.0500) ve
87.66 gr NaCl 800 ml distile suda ¢oziildii. pH’1 7,4’e ayarlandi. pH ayarlandiktan sonra

toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamland.

TBS-T Soliisyonu: Hazirlanan 10X TBS’ten alinan 100 ml soliisyon distile su ile 1 litreye
tamamlandi ve boylece 1X TBS elde edilmis oldu. Elde edilen 1 litre 1X TBS igerisine
1000 ul Tween-20 (Merck; #8.22184.0500) eklendi.

Transfer Tamponu (Blotlama soliisyonu): 14,3 gr Glisin (Bio-Rad; #161-0718) ve 3 gr
Tris (Bio-Rad; #161-0719) 700 ml distile su igerisinde ¢oziildii. Coziilen soliisyona 200
ml Metanol (Merck; #1.06009.2511) eklendi ve toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi.

Bloklama Soliisyonu (%5’lik siit tozu): 2 gr siit tozu (Bio-Rad; #170-6404) 40 m|l TBS-

T igerisinde ¢6ziildii ve +4°C’de en fazla 24 saat kalacak sekilde muhafaza edildi.

Ayiricl %10’luk poliakrilamid jel hazirlamada kullanilan soliisyonlar;
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e %30 Akrilamid-bisakrilamid: 5 ml

e 4X Tris-HCI/SDS (pH: 8,8): 3,75 ml
e dH20: 6,25 ml

e %10 Amonyum persiilfat: 50 pl

e TEMED: 10 ul

Toplayici poliakrilamid jel icin kullanilan soliisyonlar;

e %30 Akrilamid-bisakrilamid: 650 ul
e AX Tris-HCI/SDS (pH: 6,8): 1250 ul
e dH20: 3050 pl

¢ %10 Amonyum persiilfat: 25 pl

e TEMED: 5 ul

Proteinlerin kilodalton (kDa) agirligi dikkate alinarak uygun yiizdelerde jeller hazirlandi.
Kaynatilip yiiklenmeye hazir hale gelen 6rnekler molekiiler agirlik standardi basta olmak
tizere her kuyucuga 30 ug protein igerecek sekilde 15 ul yiiklendi ve 15 dakika 80 voltta,
2-3 saat de 100 voltta yiiriitiilecek sekilde jel elektroforezi hazirlandi. Jelde molekiiler
agirliklarina gore ayrilmis proteinlerin poliviniliden diflorid (PVDF) membrana transferi
icin membranlar kesildi ve 5 dakika metanolde c¢alkalandi. Elektroforez sonrasinda
blotlama yapildi ve jeldeki proteinlerin membrana gegmesi i¢in +4°C’de 32 voltta gece
boyu akim uygulanarak transfer islemi gergeklestirildi. Proteinlerin membrana
transferinin tamamlanmasindan sonra membran ii¢ kez 10 dakikada bir degistirilerek
TBS-T tamponu ile yikandi. %5°1ik siit tozu hazirlanarak membran oda 1si1sinda bir saat
bloklandi. Ardindan membranlar TBS-T igeren 1:1000 oraninda seyreltilen TNF-a
(Thermo; #PA5-19810) ve beta aktin (Cell signaling; #8457) antikoru igeren soliisyon ile
gece boyunca, 4°C’de, galkalayici tizerinde inkiibe edildi. Gece boyu primer antikorla
muamele edilen membranlar TBS-T ile 30 dakika boyunca ii¢ kez yikandi ve 1:3000
oraninda seyreltilmis Horseradish Peroksidaz (HRP) konjuge anti-tavsan IgG (kegide
tiretilmis) (Vector lab.; #BA-1000) sekonder antikor igeren %5’lik siit tozu soliisyonu ile
1 saat oda sicakhiginda calkalanarak inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda

membranlar tekrar 30 dakika TBS-T ile yikanarak goriintilemeye hazir hale getirildi.
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3.10.4. Goriintiileme ve Degerlendirme

Sekonder antikorla konjuge peroksidaz enziminin kemiluminesans olusturan {iriinii igin
substrat iceren ECL reaksiyon karisimi (Thermo; #34580) ile muamele edilen membranlar
3-5 dakika bekleme siiresinin sonunda Azure c280 Jel Goriintiileme Cihazi ile
goriintiilendi. Antikorlarin baglanma yerleri bantlar seklinde tespit edildi ve bu bantlarin
Image J paket programi ile yar1 kantitatif analizleri yapildi. TNF-a icin elde edilen
matematiksel degerler beta aktin igin elde edilen degerlere oranlanip gruplar arasi

karsilastirma istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.11. Image-J Analizi

Immiinohistokimyasal boyanmalar1 ve western blot sonuglarmi degerlendirmek, her
antikorun ekspresyon derecesini bir digeri ile kiyaslamak ve kantitatif bir deger belirlemek
gerektiginden; tiim boyanma reaksiyonlari gruplara gore Image-J (Image Processing and

analysis in Java—NIH) analizleri yapilarak degerlendirildi.

3.12. Sonug¢larin Degerlendirilmesi

Her grup i¢in ayr1 ayr1 hesaplanan Image-J verileri Varyans Analizi (ANOVA) istatistiksel
olarak degerlendirildi, ortalama + standart hata (SEM) hesaplandi. Coklu karsilastirmada
post-hoc Tukey testi kullanilarak gruplar arasindaki istatiksel anlamlilik p<0,0001 olarak
kabul edildi. Istatistiksel analiz ve hesaplamalar GraphPad Prism versiyon 5 ile

gerceklestirildi.

40



4. BULGULAR

4.1. Genel Goriiniim
Deneye alinan hayvanlarda genel goriinim ve saglik agisindan herhangi bir farklilik

gbzlenmedi.

4.2. Agirhk Degisimi

Deneyin ilk ve son giinii deney hayvanlarinin viicut agirliklart tartildi. Gruplarin kendi
icinde deney Oncesi ve deney sonrasi agirlik ortalamasi alindi ve istatistiksel analizler
yapildi. Gruplar aras1 analiz yapilmadi ¢iinkii P ve P+M gruplarinda toksisiteye bagli 6liim
riski oldugundan hayvanlarin agirliklart en az 25 g olarak secildi. K grubu hayvanlarinda
bu agirlik 20-25 g arasinda degiskenlik gostermekteydi.

Deney gruplar1 kendi i¢lerinde degerlendirildiginde; P grubunda toksisiteye bagl agirlik
azalis1 oldugu fakat bu azaligin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p>0.05).
P+M grubunda ise deney sonrasinda agirlik ortalamasi deney dncesiyle benzerlik gosterdi

(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: Gruplarda deney Oncesi ve deney sonrasi agirlik degisimi gosterilmektedir. (K; Kontrol, C;
Coziicli, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin gruplar1 olarak kisaltilmistir)
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4.3. Periferik Kan Yayma Analizi

MPTP; deneysel PH modeli olusturmak i¢in siklikla kullanilan toksik bir madde
oldugundan inflamatuvar bir yanit olusturmaktadir. Olusan bu yanitlar1 kanda test etmek
icin yapilan periferik yayma analizleriyle; gruplar arasinda inflamatuvar yanit monosit,

lenfosit ve notrofil sayilart ile degerlendirildi.

Yapilan analizler monosit sayist acisindan degerlendirildiginde; K grubu ile
kiyaslandiginda; C grubunda etanol etkisi ile artis oldugu fakat bu artisin istatistiksel
olarak anlamli olmadig: (p>0.05), P grubunda ise MPTP toksisitesine bagli olarak anlamli
artis oldugu goriildii (p<0.0001). P+M grubunda monosit sayisinda azalma oldugu ancak
bu azalmanin istatistiksel olarak anlamlilik ifade etmedigi goriildii (p>0.05) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: Periferik kan yayma analizi sonucunda monosit sayisinin gruplara gére dagilimi gosterilmektedir.
Uygulanan norotoksine bagli olarak P gruplarinda monosit sayisindaki artig istatistiksel olarak anlamlilik
sergilemektedir (*). (*; p<0.0001). (K; Kontrol, C; Cboziici, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M;
Parkinson+Melatonin gruplari olarak kisaltilmistir)

Lenfosit sayis1 agisindan degerlendirildiginde; K grubuna oranla C ve P grubunda artis
oldugu goriildii. C grubunda gozlenen lenfosit artig1 (p<0.05) etanoliin toksik etkisiyle
ortaya ¢ikabilecek bir yanit olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle; M grubundaki artis da
melatoninin i¢inde ¢oziildiigii etanolden kaynaklaniyor olabilir. Ancak bu artisin K grubu
ile kiyaslandiginda anlamlilik ifade etmedigi goriilmektedir. P grubundaki artis (p<0.001)
toksisiteyle iligkilendirilirken; P+M grubunda ise azalmanin oldugu ancak bunun bir
anlamlilik ifade etmedigi gorildii (p>0.05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: Periferik kan yayma analizi sonucunda lenfosit sayisinin gruplara gore dagilimi gosterilmektedir.
K grubuyla kiyaslandiginda; C grubunda lenfosit sayisinda istatistiksel olarak anlamli artis goriilmektedir
(*). M grubunda da artig vardir fakat anlamli degildir. Benzer sekilde P grubunda da MPTP toksisitesine
baglt anlamli artig oldugu, P+M grubunda ise P grubuna oranla lenfosit sayisinin azaldig1 fakat anlamli
olmadig goriilmektedir (**). (" p<0.05 ve "p<0.001). (K; Kontrol, C; Céziicii, M; Melatonin, P; Parkinson,
P+M; Parkinson+Melatonin gruplari olarak kisaltilmigtir)

Notrofil sayisi agisindan degerlendirildiginde; C (p<0.05) ve P (p<0.0001) gruplarinda, K
grubuna gore anlamli artis oldugu, P+M grubunda ise; P grubuna oranla anlamli bir
azalma oldugu gorildii (p<0.05). C grubundaki artisin etanoliin toksik etsinden

kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Periferik kan yayma analizi sonucunda nétrofil sayisinin gruplara gére dagilimi gosterilmektedir.
K grubuna gore C grubunda etanoliin etkisi anlamh artigla nétrofil sayisina yansirken (*), P grubunda da
MPTP kaynakli nétrofil sayisinda artig goriillmektedir (**). P grubuna gore melatonin uygulanan P+M grubu
ise, notrofil sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalis sergilemektedir (***) (*/"" p<0.05 ve ™ p<0.0001).
(K; Kontrol, C; Coziici, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin gruplar1 olarak
kisaltilmigtir)

4.4. Davranms Deneyleri: Motor Aktivite Tayini
Hayvanlarda meydana gelen motor aktivite degisimlerini incelemek igin ¢ubuk testi,

lokomotor aktivite ve rotarod testleri yapildi.

4.4.1. Pole (Cubuk) Testi

Bradikinezi siddetinin belirlenmesi ic¢in yapilan ¢ubuk testinde, hayvanlarin ¢ubukta
donme siiresi (Sekil 4.5a) ve yere inme zamaninin (Sekil 4.5b) P grubunda, K grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede uzadigr goriildi (p<0.001). Ayrica; P+M grubu
P grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir azalma gézlendi (p<0.001). Sonug olarak; MPTP
verilerek PH olusturulan grupta; PH’nin bradikinezi siddetini arttirdigi, MPTP ile PH
olusturulup Melatonin verilen grupta ise bradikinezinin anlamli olarak azaldig: tespit
edildi (p<0.001).
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Sekil 4.5: P grubunda ¢ubuk testi donme (a) ve yere inme siiresinin (b) K grubuna gore anlamli derecede
arttig1 (*), P+M grubunda ise P grubuna oranla anlamli derecede azaldigi (**) goriilmektedir (*/** p<0.001).

4.4.2. Lokomotor Aktivite Testi

Lokomotor aktivite kafesinde Ol¢iilen toplam mesafe ve toplam lokomotor aktivite
degerleri incelendiginde ambulatuvar (Sekil 4.6a) ve horizontal (Sekil 4.6b) aktivitenin P
grubunda K grubuna gore azaldigi (p<0.0001), P+M grubunda ise anlamli olarak arttig1
goriildii (p<0.0001). Toplam mesafenin (Sekil 4.6¢) P grubunda K grubuna kiyasla
azaldig1 bulundu (p<0.05). P+M grubunda ise siirenin uzamasiyla birlikte mesafede artis
oldugu tespit edildi (p<0.0001). Toplam lokomotor aktivitenin (Sekil 4.6d) P grubunda K
grubuna gore azaldigi (p<0.001), P+M grubunda ise melatonin ile aktivitenin arttigi
goriildii (p<0.0001).
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Sekil 4.6: Lokomotor aktivite testi ambulatuvar hareket (a), horizontal hareket (b), lokomotor aktivite
mesafesi (c) ve toplam lokomator aktivite sonuglar1 (d) gosterilmektedir. Ambulatuvar (a) ve horizontal
hareketin (b) P grubunda K grubuna kiyasla anlaml sekilde azaldigi (p<0.0001), P+M grubunda ise P
grubuna kiyasla anlaml olarak arttigi goriilmektedir (p<0.0001). P grubunda K grubuna gore toksisite
kaynakli davranigsal bozukluk nedeniyle lokomotor aktivite mesafesinde (C) azalig olurken (p<0.05)
melatonin uygulamasi ile P+M grubunda P grubuna goére hareketin arttigi ve buna bagli mesafede artis
oldugu goriilmektedir (p<0.0001). Toplam lokomotor aktivite degerlendirildigine (d) K grubuna gore P
grubu toplam lokomotor aktivitede azalma gosterirken (p<0.001), P grubuna gére melatonin uygulanan
P+M grubu ise istatistiksel olarak anlaml artis sergilemektedir (p<0.0001).

4.4.3. Rotarod Testi

Hayvanlarin motor koordinasyonunu ve dengeyi tespit etmek amaciyla yapilan rotarod
testinde degisen hizlarda (5-40 rpm) kayit alinarak hayvanlarin donen ¢ubuk iizerinde
kalma siireleri kaydedildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gorilmedi.
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4.5. immunohistokimyasal Analizler
C57BL/6 fareler sakrifiye edildikten sonra beyin dokular1 immunohistokimyasal analizler

i¢in ¢ikartildi ve doku takibi isleminin ardindan parafine gomiildii.
Dokulardan seri kesitler alinarak serebrumun SNpc bolgesinde;

Dopaminerjik noron belirteci TH (Tirozin hidroksilaz),
PH’da arttig1 bilinen a-siniiklein,

Inflamasyonda rol alan ve mikrogliyalar iizerinde lokalize oldugu bilinen TLR4,

Y V VYV V

NF-kB yolaginda aktif olan p65 proteinlerinin ekspresyonlari immiinohistokimya

yontemiyle degerlendirildi.

Calismamiz; her grupta yer alan en az 6 hayvanin ayni alanlarindan elde edilen en az 5
fotografin degerlendirilmesiyle yapildi. Buna gore yapilan Image J analizleri sonrasinda
elde edilen boyanma siddetleri grafik haline getirildi ve gruplar arasindaki farklar

istatistiksel olarak degerlendirildi.

45.1. Tirozin Hidroksilaz (TH) immiinohistokimya Analizleri
TH immunohistokimyasi; DN’lar1 isaretlediginden 6zellikle gruplar arasindaki DN farkini

gosterebilmek ve modelimizi test etmek icin kullanildi.

Parkinson modeli olusturulan grubumuzda K, C ve M gruplarina gore DN sayisinda ciddi
bir azalmanin oldugu dikkati ¢ekmekteydi. Parkinson grubunda TH ekspresyonunun
azalmasina karsin; P+M grubunda DN sayisinin biiyiik oranda korundugu goriildii. Bu
durum, P+M grubunda uygulanan melatoninin dopaminerjik néronlar1 6liim yolagindan
korudugunu  diislindiirmektedir. Bu da P+M grubundaki isaretlenen TH

immunreaksiyonlarindan net olarak anlasilmaktadir (Sekil 4.7a, 4.7b).
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Sekil 4.7a: Serebrumun SNpc boélgesinde goriilen TH immunohistokimyasal reaksiyonlarinin gruplara gére
dagilimi goriilmektedir. Kutu igerisine alinan alanlar 40x biiyiitme ile panele yansitilan alanlardir. Skala bar
100um’dir. (K; Kontrol, C; Coziicli, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin gruplari, NK;
Negatif kontrol).

Sekil 4.7b: Serebrumun SNpc bolgesinde DN ve liflerinin TH immiinohistokimyasal boyanmalar: sonucu
gruplara gore dagilim goriilmektedir. Oklar TH ile boyannmig DN’lar1 isaret etmektedir. P grubunda
DN’larin ndrotoksin etkisiyle 6liimii bu alanda az sayidaki TH boyanmasiyla goriilmektedir. K, C ve M
gruplarinda yogun olarak goriilen hiicresel dagilimin P grubunda azalisi ve P+M grubunda da ndronlarin
olim yolagindan korundugunu diisiindiirmektedir. Skala bar 100pm’dir (K; Kontrol, C; Coziici, M;
Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin gruplari, NK; Negatif kontrol olarak kisaltilmistir).
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SNpc alaninda degerlendirilen TH ekspresyonlar1 Image J analizi ile istatistiksel olarak
yorumlandi. K ve M gruplarinda gériilen TH ekspresyonunun C grubunda biraz azaldigi
dikkati ¢ekti. Bu durum melatoninin ¢6ziiciisii olarak kullandigimiz etanoliin etkisinden
kaynaklaniyor olabilecegini diistindiirdi  (p<0.0001). Ancak P grubunda; TH
ekspresyonunun diisiik olmasi; SNpc alaninda DN sayisinin az olusu ile iligskilendirilmistir
(p<0.0001). P+M grubunda ise degerin kontrollere yaklasmasi Parkinson sonrasi

melatoninin koruyucu etkisini gostermektedir (p<0.0001). (Sekil 4.8).

SNpc
*% *% %
*
301 I—
2 SR
g S i—
z 20'
i 1 l:l "
=l e
& 1ol E e
Y S e e
w e g
S e
0 & — T t
K C M P P+M

Sekil 4.8: Serebrumun SNpc bolgesinde bulunan DN’larin, TH immiinohistokimyasal reaksiyonlarinin
Image J analizi sonrasi gruplar arasi istatistiksel degerlendirilmeleri sonucu elde edilen grafik
goriilmektedir. K grubuna goére C grubunda daha az ekspresyonun olmasi ¢oziiciiniin toksik olabilecek
etkinligini gostermektedir. P grubunda TH reaksiyonunun oldukga diismesi bu alandaki néron sayisinin da
azalmasiyla iligkili olup; P+M grubundaki ekspresyon da melatoninin ndronlar: 6liim yolagina girmekten
korudugunu gostermektedir (*/**/***; p<0.0001). (K; Kontrol, C; Coziicii, M; Melatonin, P; Parkinson,
P+M; Parkinson+Melatonin gruplart).

45.2. o-Siniiklein Immunohistokimya Analizleri
Beyinde yanlis katlanan a-siniiklein proteinlerinin degrade edilememesi sonucu olusan

norodejenerasyon, PH’ nin tipik bulgularindan biridir. MPTP ile olusturulan deneysel PH
modellerinde 6zellikle SNpc alanindaki néronlarda a-siniiklein ekspresyonlari net olarak
goriilmektedir (P; ok). Kontrol, ¢oziicii ve melatonin gruplarinda ekspresyonlarin
gozlenmemesi beklenen bir durum olup; parkinson sonrast melatonin uygulanan grupta
ise Parkinson grubuna gore daha az bir ekspresyon dikkati ¢cekmektedir (P+M; ok)(Sekil
4.9).
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Sekil 4.9: Serebrumun SNpc bolgesinde a-siniiklein ekspresyonlarinin gruplara gore dagilimi
goriilmektedir. Panelde P grubunda MPTP toksisitesine bagli DN’larda gozlenen a-siniiklein
immunoreaktivitesi sitoplazmik ve niikleerdir (0k). P+M grubunda daha az néronda ekspresyonun olmasi
dikkat cekicidir (ok). Skala bar 100um’dir. (K; Kontrol, C; Coziicii, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M;
Parkinson+Melatonin gruplari, NK; Negatif kontrol)

a-siniiklein ekspresyonunun MPTP ile ortaya ¢ikan toksik etkiye bagli olarak arttigi
goriilmektedir. Yapilan istatistiksel analizlerde; a-siniiklein ekspresyonunun K grubu ile
kiyaslandiginda, P grubunda toksisite kaynakli olarak arttig1 (p<0.0001); P+M grubunda
ise bu ekspresyon profilinin anlamli olarak azaldigi goriildii (p<0.001) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: Serebrumun SNpc boélgesinde bulunan o-siniiklein immiinohistokimyasal reaksiyonlarinin
Image J analizi sonras1 gruplar arasi istatistiksel analizleri sonucu elde edilen grafik goriilmektedir. K
grubunda neredeyse hi¢ goriilmeyen o-siniiklein agregasyonunun, P grubunda MPTP toksisitesiyle anlaml
sekilde arttig1 goriilmektedir (p<0.0001). P+M grubunda ise; toksisitenin melatonin etkisiyle azaldigi ve P
grubuna goére daha az a-siniiklein ekspresyonu istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001). (K; Kontrol, C;
Coziicli, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin gruplari).

4.5.3. TLR4 immunohistokimya Analizleri

PH patogenezinde mikrogliyal aktivasyonun temel kaynagi olan a-siniiklein
agregasyonlar1 ve toksisite maruziyetinin, norogliyalarda TLR4 ekspresyonlarinin artigina
sebep oldugu ve bu artisin da mikroglial aktivasyona bagli olarak ortaya ¢ikacak yanitlar
aracili DN hasarima da ayrica sebep oldugu bilinmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda TLR4
immiinohistokimyasal boyanmalar1 gerceklestirildi ve ekspresyonlar Image J analizi ile

degerlendirilip istatistiksel olarak yorumlandi (Sekil 4.11).

Immiinohistokimyasal boyanmalar sonucunda dopaminerjik néronlarda TLR4
ekspresyonu oldugu ancak PH olusturulan grupta ekspresyonun ciddi olarak arttigi
goriildii. Zurolo ve arkadaslari tarafindan yapilan epilepsi ¢alismasinda, hastalardan alinan
fokal kortikal displazi 6rneklerinde TLR4 immiinohistokimyasal boyanmasi1 yapilmis ve
kortikal noronlarin sitoplazmalarinda TLR4 ekspresyonunda artis oldugu goriilmiistiir

(Zurolo ve ark., 2011). Bu durum ¢alismamizin boyanma paternini destekler sekildedir.
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Sekil 4.11: Serebrumun SNpc bdlgesinde mikrogliyalarin membraninda lokalize olan TLR4
immiinohistokimyasal boyanmalarinin gruplara gore dagilim goriilmektedir. K grubunda nadir olarak
gozlenen TLR4 ekspresyonunun, P grubunda toksisiteyle birlikte mikrogliya membraninda ve
sitoplazmasinda arttigi, P+M grubunda ise; melatoninin etkisi ile ekspresyonun azaldigi goriilmektedir. Ok
baslar1 TLR4 ile isaretlenmis mikrogliyalari, oklar ise; TLR4 ile isaretlenmis DN’lar1 gostermektedir. Skala
bar 100pm’dir. (K; Kontrol, C; Coziicii, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin gruplari,
NK; Negatif kontrol)

TLR4 immunohistokimya boyanmalarina ait Image J analizlerinde ekspresyonlar
istatistiksel olarak degerlendirildi. K grubunda nadir gézlenen TLR4 ekspresyonunun, C
grubunda etanoliin toksik etkisiyle arttigi fakat istatistiksel olarak anlamli olmadig:
goriildii (p>0.05). P grubunda toksisiteyle birlikte mikrogliya sayisinin artisina baglt
olarak TLR4 ekspresyonunun anlamli olarak arttigi (p<0.0001), P+M grubunda ise;
melatoninin etkisi ile aktif mikrogliya sayisinin azalmasiyla ekspresyonunun da azaldig
goriilmektedir (p<0.001) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: Serebrumun SNpc bolgesinde bulunan TLR4 immiinohistokimyasal reaksiyonlarinin Image J
analizi sonrasi gruplar arasi istatistiksel degerlendirilmeleri sonucu elde edilen grafiktir. K grubuyla
kiyaslandiginda nadir olarak goriilen TLR4 ekspresyonunun, P grubunda MPTP toksisitesiyle anlamli
sekilde arttig1 goriilmektedir (*). P+M grubunda ise; toksisitenin melatonin etkisiyle P grubuna gore anlaml
olarak azaldig: goriilmektedir (**) (*/**; p<0.0001). (K; Kontrol, C; Coziicli, M; Melatonin, P; Parkinson,
P+M; Parkinson+Melatonin gruplari)

4.5.4. p65 Iimmunohistokimya Analizleri

Mikrogliyalarda varligi bilinen TLR4’iin, inflamasyona bagli yanitlari tetiklendigi
bilgisinden yola g¢ikarak; yolagin sadece membranda sinirli olup olmadiginin
degerlendirilmesi igin, niikleer aktivasyonun da degerlendirilmesi igin p65
immiinohistokimyasal reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir (Sekil 4.13). K grubunda nadir
gozlenen p65 ekspresyonunun, P grubunda mikrogliya aktivasyonuna bagli sayisal
artisiyla da dogru orantili olarak arttig1 (p<0.0001), P+M grubunda ise; P grubuna oranla
melatoninin etkisi ile aktif mikrogliya sayisinin ve buna bagli olarak p65 ekspresyonunun
azaldig1 goriilmektedir (p<0.05) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13: Serebrumun SNpc bolgesinde mikrogliyalarda lokalize p65 immiinohistokimyasal
ekspresyonlarin gruplara gore dagilimi goriilmektedir. K grubunda gozlenmeyen p65 ekspresyonunun, PH
olusturulan P grubunda toksisiteyle birlikte mikrogliyalarda arttigi, P+M grubunda ise; P grubuna oranla
melatoninin etkisi ile ekspresyonun azaldigi goriilmektedir. Oklar p65 ile isaretlenmis mikrogliyalar
gostermektedir. Skala bar 100pm’dir. (K; Kontrol, C; Coziicii, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M,;
Parkinson+Melatonin gruplari, NK; Negatif kontrol)
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Sekil 4.14: Serebrumun SNpc bélgesinde bulunan p65 immiinohistokimyasal reaksiyonlarinin Image J
analizi sonrasi gruplar arasi istatistiksel degerlendirilmeleri goriilmektedir. p65 ekspresyonunun, P
grubunda MPTP toksisitesine bagli olarak anlamli sekilde arttigr (*; p<0.0001); P+M grubunda ise; P
grubuna oranla azaldig1 (**; p<0.05) goriilmektedir. (K; Kontrol, C; Coziicii, M; Melatonin, P; Parkinson,
P+M; Parkinson+Melatonin gruplarr)
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4.6.Western Blot Bulgular:

PH patolojisiyle ortaya ¢ikabilecek  noroinflamasyon  sitokin  yanitlarini
tetikleyebileceginden, serebrumda TNF-a ekspresyonlarinin degerlendirilmesi planlandi.
Amacimiz; melatoninin bu mekanizmaya olan etkisinin yorumlanmasi oldugundan,
gruplara ait ekspresyonlar beta aktine oranlanarak sonuglar degerlendirildi. Her bir
gruptan en az 6 hayvan olacak sekilde yapilan analizlerde; K,C ve M gruplarinda TNF-a
ekspresyonunun daha az oldugu goriiliirken; P grubunda ekspresyonun artis1 dikkat
¢ekiciydi. Bu durum; inflamatuvar yanitin artisinin bir gostergesidir. P+M grubunda ise P
grubuna oranla TNF-a ekspresyonunun azalmasi, melatonin etkisiyle néroinflamatuvar

sitokin saliniminin azaldigini diistindiirmektedir (Sekil 4.15).

K C M P P+M

TNF-a — — — — — 75kDa

B-Aktin T D S e s 45kDa

Sekil 4.15: Beyin dokusunda TNF-a ve B-aktinin tiim gruplara ait western blot yontemiyle elde edilen
bantlar1 goriilmektedir. P grubunda goriilen TNF-a ekspresyonunun K,C ve M gruplarindaki ekspresyonuna
kiyasla P grubundaki artis1 ve P+M grubundaki azaligi; TNF-o inflamatuvar yanitlarinin PH’da arttigini ve
melatoninle de bu artisin kontrol altina alinabildigini gostermektedir. (K; Kontrol, C; Coziicii, M; Melatonin,
P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin gruplari olarak kisaltilmigtir)

Tiim 6rneklerin Image J analizi sonrasi istatistiksel degerlendirmeler yapilmis ve TNF-a.
ekspresyonunun, MPTP ile PH modeli olusturulan P grubunda anlamli derece arttigi
(p<0.0001); P+M grubunda ise bu ekspresyon yogunlugunun anlamli sekilde azaldig
goriilmiistiir (p<0.0001). Bu durum melatonin etkisiyle; P+M grubunda TNF-o

yanitlarinin kontrol altina alinabildigini disiindiirmektedir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16: Total beyin dokusunda yapilan western blot yontemiyle elde edilen TNF-o ekspresyonlarini
gosteren bantlarin B-aktine oranlanmasiyla elde edilen grafik gosterilmektedir. K grubunda gozlenen diisiik
TNF-a ekspresyonunun, P grubunda anlamli sekilde arttigi (*), P+M grubunda ise anlamli derecede diistiigi
goriilmektedir. Bu durum, noéroinflamatuvar yanmitin melatonin etkisiyle azaldigi gostermektedir. (K;
Kontrol, C; Coziicli, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin gruplari olarak kisaltilmistir)
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5. TARTISMA

Yasa bagl ortaya c¢ikan norodejeneratif hastaliklar yagam siiresi uzadik¢a artmaktadir.
Alzheimer hastaligindan sonra en yaygin goriilen Parkinson hastaligi (PH), dopaminerjik
noron (DN) kaybiyla karakterize norodejeneratif bir hastaliktir (Mulhearn, 1971; Dorsey
ve ark., 2007; Tansey ve Goldberg, 2010). Hastaligin molekiiler mekanizmasi
bilinmemekle birlikte serbest radikallerin artis1, antioksidan sistemin azalisi, endoplazmik
retikulum stresi, a-siniiklein agregasyonu, ndroinflamasyon, bazi ¢evresel faktorler ve
genetik altyap: hastaligin temelini olusturmaktadir (Corti ve ark., 2011; Klein ve
Westenberger, 2012; Sidransky ve Lopez, 2012; Gautier ve ark., 2014; Niranjan, 2014;
Bolner ve ark., 2016; Shephard ve ark., 2016).

MPTP modeli, insana benzer en iyi yaniti primatlarda verdigi i¢in PH caligmalarinda
tercin edilen bir modeldir. Ancak primat bakimimin zorlugu nedeniyle calismalar
kemirgenlerle yapilmaktadir (Bedard ve ark., 1986). Yapilan ¢alismalarda, MPTP’nin
sistemik verildikten sonra MPP*’ye doniistiigii, dopamin tasiyicisindan girerek ROS
olusumunu indiikledigi ve bazal gangliyonlarin SNpc alaninda toksisite olusturarak DN
hasarina neden oldugu bilinmektedir (Schober, 2004; G. Anderson ve ark., 2007). Ortaya
¢ikan DN hasar1 PH’n1 taklit etmek acisindan uygun bulunmus ve literatiirde bircok
calismada tercih edilen bir model olmustur. MPTP’nin olusturdugu toksisite sonrasit DN
kaybina bagli olarak mikrogliyalarin da aktive oldugu gosterilmistir (Fornai ve ark.,
2005). MPTP’nin deney hayvanlarina uygulanmasinda en yaygin formu sistemik
uygulamadir (subkutan, intravendz, intraperitonel ve intramuskiiler). C57BL/6 fare irkinin
sistemik MPTP uygulamasina diger irklardan daha duyarl oldugu, DN’larin segici hasar
gordiigi bilinmektedir (Schober, 2004; Meredith ve Rademacher, 2011).

Melatonin karanlikta epifiz bezi tarafindan sentezlenen bir hormondur (Esposito and
Cuzzocrea 2010). Melatoninin ¢esitli fizyolojik fonksiyonlari ile epifiz ve retina disinda
monositler ve makrofajlar dahil olmak iizere, cesitli hiicreler tarafindan iiretildigi ve
inflamasyona kars1 koruma yoniinde etkin rol oynadigi ¢alismalarda gésterilmistir (Guney
ve ark., 2007; Kang ve ark., 2010). Melatoninin PH modellerinde; korpus striatum ve

hipokampusta lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi (Acuna-Castroviejo ve ark., 1997),
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SNpc’da DNA fragmantasyonunu onledigi ve olusan oksidatif stresi azalttigi (Ortiz ve
ark., 2001) bilinmektedir. DN’larda ortaya c¢ikan hasarda, melatoninin mitokondriyal
komplekslerin indiiksiyonu ile ATP {iretimini artirdigi ve bu durumun da DN’lar1 kismen
korudugu ve motor aktivite bozulmalarini engelledigi bildirilmistir (Martin ve ark., 2002).
Ayrica melatoninin ROS yolagin1 baskilayarak noronlari apoptozdan korudugu da

sOylenmektedir (Jou ve ark., 2004; Kumar ve ark., 2013).

MPTP ile 7 giinliik subakut deneysel PH olusturdugumuz ¢alismamizda, deney sonunda
hayvanlardan alinan kan ornekleriyle yaptigimiz periferik kan yayma analizlerinde;
sistemik toksisitenin neden oldugu inflamatuvar yanit monosit, lenfosit ve notrofil
miktartyla degerlendirilmistir. Analiz sonucunda PH olusturulan grupta inflamatuvar
yanitin yiiksek oldugu, melatonin verilen grupta ise bu yanitin azaldig goriilmiistiir.
Literatiirde deneysel PH modellerinde periferik kan yayma parametresi kullanilan bir
calismaya rastlanmamustir. Jiang ve arkadaslarinin yaptigi calismada; erken ve geg evre
PH bireylerden aldiklar1 kan 6rneklerinde biyokimyasal analizlerle inflamatuvar yanitlar
degerlendirmis ve ge¢ evre PH’larinda erken evre hastalara gére monosit, lenfosit ve
nétrofil sayisinda artis oldugunu belirtmislerdir (Jiang ve ark., 2019). Insanlarda yapilan

bu ¢alisma, PH ile artan sistemik inflamatuvar yanit sonucumuzu destekler niteliktedir.

Calismamizda, deneysel PH modellerinde hastaligin olusup olusmadiginmi test etmek
amaciyla, lokomotor testler kullanilarak lokomotor aktivite, motor koordinasyon ve
bradikinezi siddetleri 6l¢iilmiis, melatoninin Parkinson kaynakli davranis bozukluklari
lizerine etkisinin olup olmadig1 saptanmaya c¢alisilmistir. Yapilan ¢alismalarda; MPTP
modelinde rotarodda hayvanlarin kalis siirelerinin kisaldigi gosterilmistir (Rozas ve ark.,
1998; Park ve ark., 2012). Fakat bizim ¢alismamizda ¢ubuklarin iizerinde kalis siireleri
gruplararast kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark gostermemektedir. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda; rotarod testi, 6grenme testi olarak da kullanilmaktadir (M.
J. Kim ve ark., 2019; Stachowicz ve ark., 2020). Bu durum ¢alismamizda hayvanlarin
alistirma stirecinde platformu 6grendigi ve bu nedenle kalis siirelerinde anlamli fark

olmadigini diisiindiirmiistiir.

Deneysel PH modellerinde total lokomotor aktivite ortalamasinin anlaml sekilde azaldigi
gorilmistir (Grieb ve ark., 2013; Yildirim ve ark., 2014; Ozsoy ve ark., 2015).
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Calismamizda; P grubunda toplam lokomotor aktivite, ambulatuvar aktivite ve toplam
mesafenin K grubuna goére azaldigi bulundu. P+M grubunda ise, total lokomotor aktivite,
ambulatuvar hareket ve toplam mesafenin anlamli olarak arttig1 goriildii. 6-OHDA ile
olusturulan deneysel PH calismalarinda melatonin uygulamasinin diskineziyi azalttig1 ve
motor aktivite bozukluklarini diizelttigi gosterilmistir (Yildirim ve ark., 2014; Ozsoy ve
ark., 2015). Bradikineziyi belirleyen diger bir test ise cubuk testidir (Ogawa ve ark., 1987).
Yapilan PH calismalarinda; deney hayvanlarinin ¢ubukta uzun siire dengede kalmaya
calistiklar1 ve asagi inis siiresinin uzadig goriilmektedir (Zhao ve ark., 2016; Lv ve ark.,
2019). Calismamizda; literatiirii destekler sekilde P grubunda, hareketin baslamasinda
gecikme olustugu ve asagiya inig siiresinde uzama oldugu gozlendi. Melatonin verilen
grupta ise siirenin kisaldigi ve bradikinezinin anlamli derecede azaldigi saptandi.

Bulgularimiz, deneysel PH modelinin basarili bir sekilde olusturuldugunu gostermektedir.

Deneysel PH modeli olusumunu destekleyen diger bir bulgu tirozin hidroksilazla (TH)
isaretlenmis noron sayisidir. Bircok c¢alismada TH immiinohistokimyasi ile MPTP
toksisitesine bagli olarak DN kayb1 meydana geldigi ve deneysel PH modelinin olustugu
gosterilmistir (Mariucci ve ark., 2018; Campolo ve ark., 2019; Lv ve ark., 2019).
Calismamizda gruplara ait TH immiinohistokimasal boyanmalar1 literatiirii destekler
sekildedir. K grubunda SNpc bolgesinde yogun olarak bulunan DN’lar TH ile
isaretlenmistir. Deneysel PH modeli olusturulan P grubunda ise; DN sayisindaki azalmaya
bagli olarak TH ekspresyonunun diistiigii goriildii. Bu ekspresyon paterni de DN’larin
6liim yoluna girdiginin bir gostergesidir. P+M grubunda ise; P grubuna kiyasla daha fazla
hiicrenin korundugu, ekspre ettikleri TH reaksiyonlariyla belirlenmistir. Bu durum
melatoninin DN hasarlanmasinda noéronlara kargi koruyucu bir etki gosterdigini kanitlar
niteliktedir.

MPTP, a-siniiklein proteininin yanlis katlanmalarinda etkili olup agregasyona neden olur
ve hiicre i¢inde birikerek Lewy cisimcigini olusturur (Breydo ve ark., 2012; Karampetsou
ve ark., 2017). Ortaya ¢ikan noroinflamatuvar kosullar altinda aktive olan gliyal hiicreler,
ndronal hasar1 ve ndrodejenerasyonu indiikleyen proinflamatuvar ve ndrotoksik faktorleri

serbest birakmaktadirlar (Harry ve Kraft, 2008). Bu faktorlerin aktivasyonu ile DN hasari
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goriilmekte ve PH belirtileri olan motor aktivite bozukluklar1 ortaya ¢ikmaktadir

(Jankovic, 2008).

Postmortem Parkinson hastalar1 ve hayvan PH modelleri {izerinde yapilan ¢alismalar,
noroinflamasyon ve mikrogliyal aktivasyonun, PH patogenezinde 6nemli rol oynadigini

gostermektedir (Tufekci ve ark., 2011).

Insanlarda interlkin-1 reseptoriiniin (IL-1R) homologu olan Toll-like reseptdrler (TLRs);
bircok patojene kars1 dogal immiin cevabin olugsmasini saglayan bir grup transmembran
protein ailesidir. Dogal immun sistem, patojenlerde ortak olan bir dizi molekiiler yapiy1
taniyabilmekte ve savunmay1 baslatabilmektedir (Buraczynska ve ark., 2009; Browne,
2012). TLR4; mikrogliya membraninda bulunan norotoksik inflamatuvar sitokinlerin
tiretimini uyaran bir transmembran proteindir (Lehnardt ve ark., 2003; Olson ve Miller,
2004). PH’da ortaya c¢ikan inflamatuvar yanit; mikrogliyal aktivasyonun etkisiyle
siddetlenmekte ve ¢esitli norotrofik faktorlerin ekspresyonunu arttirmaktadir. Bu
aktivasyon sirasinda mikrogliyalarin membraninda lokalize olan TLR4 ve alt yolagindaki
NF-xB niiklear p50 ve p65 iligkili proinflamatuvar sitokinlerin artisi DN’larin
hasarlanmasina ve bu néronlarin geri doniisii olmayan 6lim yolagina girmesine sebep
olmaktadir. Bu mekanizma igerisinde a-siniiklein proteinlerinin yanlis katlanmasi ya da
sitoplazmik inkliizyonlar olusturmasinin sebebi tam olarak bilinmemektedir. Alvarez-
Erviti ve arkadaslar1 in vitro ¢alismalarinda o-siniikleinin mikrogliyal aktivasyonu

arttirdigint gostermislerdir (Alvarez-Erviti ve ark., 2011).

Noelker ve arkadaslari tarafindan yapilan in vivo ¢alismada; TLR4 geni susturulmus, 2
saat araliklarla 4x30 mg/kg doz MPTP ile PH modeli olusturulmus 8-10 haftalik C57BL/6
fareler ve diger grup olarak yabanil tip 2 saat araliklarla 4x30 mg/kg doz MPTP ile PH
modeli olusturulmus 8-10 haftalik C57BL/6 fareler kullanilmistir. Bu ¢alismada TH ve
Iba-1 immiinohistokimyasi ile TLR4 aracili mikrogliya aktivasyonu ve DN hasari
degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda; TLR4 geni susturulmus farelerde mikrogliya
aktivasyonunun azaldig1 ve buna bagli olarak DN kaybinin azaldig1 ve dolayistyla DN

canliligimn PH’da kismen TLR4 aktivasyonuna bagli oldugu gosterilmistir (Noelker ve
ark., 2013).
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Mariucci ve arkadaslari tarafindan yapilan in vivo ¢alismada; TLR4 geni susturulmus, 2
saat araliklarla 4x20 mg/kg doz MPTP ile PH modeli olugturulmus 6-8 haftalik C57BL/6
fareler ve diger grup olarak yabanil tip 2 saat araliklarla 4x20 mg/kg doz MPTP ile PH
modeli olusturulmus 6-8 haftalik C57BL/6 fareler kullanilmistir. TH ile yapilan DN
tayininde TLR4 geni susturulmus PH farelerin DN’larinda yabanil tip PH olan farelere
gore kaybin daha az oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubuna oranla Parkinson gruplarinda
a-siniiklein  ekspresyonunun olduk¢a arttigi, Parkinson gruplar1 birbirleriyle
kiyaslandiginda ise; TLR4 geni susturulmus PH farelerin a-siniiklein ekspresyonunun
daha fazla oldugu gosterilmistir. DN’larin sitoplazmasinda o-sintiklein birikiminin,
mikrogliya membraninda yer alan TLR4’{i aktive ederek DN hasarina neden oldugu bu

caligmayla ortaya konmustur (Mariucci ve ark., 2018).

Lv ve arkadaglar1 BV2 hiicreleriyle yaptiklari in vitro PH modelinde, a-siniikleinin TLR4
aracili inflamasyona sebep olup mikrogliyal aktivasyonla proinflamatuvar sitokin

salmiminin arttigin1 géstermislerdir (Lv ve ark., 2019).

Campolo ve arkadaslar1 tarafindan MPTP ile PH modeli olusturulan in vivo ¢alismada;
TLR4 geni susturulmus ve yabanil tip olarak iki PH grubu olusturulmustur. PH
gruplarinda TH ekspresyonunun kontrole gore azaldig1 goriilmiis ve PH gruplar arasinda
degerlendirildiginde yabanil tip PH farelerde ekspresyonun c¢ok daha azaldigi
gosterilmistir. Yabanil tip PH farelerde a-siniiklein ekspresyonun daha fazla oldugu ve
TLR4 aracili NF-xB/p65 aktivasyonu ile olusan sitokin (IL-1B, iNOS,COX2) yanitlarin
arttig1 western blot analizi ile gosterilmistir (Campolo ve ark., 2019). Bu bilgilerden yola
cikarak calismamizda; TH’a ek olarak a-siniiklein, TLR4 ve NF-kB/p65 immiinokimyasi
degerlendirilmistir. immiinohistokimyasal analizler sonucunda MPTP ile PH modeli
olusturulmus gruba ait serebrumlarin SNpc alanindaki DN’larda a-siniiklein
ekspresyonunun arttig1 goriildii. Melatonin verilen Parkinson grubunda ise bu boyanma
siddetinin olduk¢a azaldigi saptandi. TLR4 ekspresyonunun ise P grubuna ait beyin
dokularimin SNpc alaninda yer alan mikroglialarda K grubuna oranla anlamli derecede
artt1ig1, P+M grubunda ise mikroglial TLR4 ekspresyonun azaldigi goriildii. Ayn1 alanda

niiklear p65 ekspresyonun parkinsonda arttig1, melatoninle birlikte azaldig1 saptandi.
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Ping ve arkadaslarinin yaptig1 calismada; Parkinson hastalarinin kan serumundan ELISA
ve real time PCR yontemi ile inflamatuvar yanit degerlendirilmis ve bu dogrultuda TLR2,
TLR3, TLR4, TNF-a, MCP-1, IL-8 ve IL-10 miktarlar olgiilmiistiir. Calisma sonucunda
normal bireylerin kan serumuna oranla PH bireylerde inflamatuvar yanit belirteclerinin

arttig1 gosterilmistir (Ping ve ark., 2019).

Shao ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada; LPS toksisitesi olusturulan Balb/c
farelerde NF-xB aracili inflamatuvar yanit degerlendirilmis ve melatonin verilen
hayvanlarda toksisistenin baskilandigi ve inflamatuvar yanitin azaldigi gériilmiistiir (Shao
ve ark., 2015). Calismamizda; NF-xB iligkili proinflamatuvar sitokin yanitini
degerlendirmek amaciyla total beyin dokusunda TNF-o ekspresyonu western blot
analiziyle degerlendirilmistir. Analiz sonucunda TNF-a pro-inflamatuvar sitokininin P
grubunda K grubuna gore oldukga arttigi, P+M grubunda ise melatonin etkisiyle anlamli
derecede azaldigi gosterilmistir. Tiim bu sonuglar dogrultusunda melatoninin protektif
etkisi ortaya konmustur.

Calismamiz, MPTP ile olusturulan deneysel PH modelinde, a-siniiklein proteinlerinin
yanlig katlanmasiyla olusan sitoplazmik inkliizyonlarin, mikrogliya membraninda yer alan
TLR4’1i aktive ederek inflamatuvar yanmiti siddetlendirdigini dogruladi ve bu yanitta
melatoninin inflamatuvar yanitt TNF-a lizerinden baskilayici bir rol iistlendigi gosterildi.
Literatiirde melatoninin PH’da TLR4 aracili inflamatuvar yanit {izerine etkisini gosteren
bir yaymin olmayist calismamizi bu alanda yapilan ilk c¢aligma olma statiisiine
tagimaktadir. Bu ¢alismayla melatonin uygulamasinin net bir sekilde; PH ile ortaya ¢ikan
DN hasariin kismen engellendigi, hasar sonucu ortaya ¢ikan néroinflamasyonun TLR4

ve TNF-a aracili baskilanabildigi gosterilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu ¢aligmada; MPTP ile deneysel PH olusturulmus 8-10 haftalik C57BL/6
farelerde davranig analizlerine ek olarak; immiinohistokimyasal analizlerle TH,
o—siniiklein, TLR4 ve p65, western blot analizi ile TNF-a lokalizasyon ve ekspresyonlari
degerlendirilmis ve melatoninin PH’da inflamatuvar yanita etkisi arastirilmustir.

Calismadan elde edilen bulgulara gore sonuglar maddeler halinde 6zetlenmistir:

1. Calismamizda, MPTP verilerek olusturulan deneysel Parkinson hastalig
modelinde meydana gelen lokomotor aktivite bozukluklarina melatoninin etkisi
incelenmis ve DN hasarina sabep olan néroinflamasyonda anti-inflamatuvar etkisi
oldugu goriilmiistiir.

2. Melatonin Parkinson hastaliginin belirtileri olan motor aktivite bozukluklarini
diizeltici etki gostermistir.

3. Periferik kan yaymasi ile MPTP’nin olusturdugu sistemik toksisite incelenmis ve
melatoninin olusan sistemik inflamasyonu kanda degerlendirilen monosit, lenfosit
ve notrofil sayilarinin yorumlanmasiyla baskilayabildigi gosterilmistir.

4. Olusturulan deneysel PH modelinde DN kaybimi degerlendirmek ig¢in TH
immunohistokimyas1 yapilmis ve melatonin etkisiyle DN’larin korundugu
gosterilmistir.

5. MPTP ile olusturulmus deneysel PH modelinde a-sintiklein agregasyonun varligi
tespit edilmis ve inflamatuvar yanita etkisi olup olmadigi tayin edilmistir.
Parkinson grubunda artan ekspresyonun melatonin etkisiyle azaldigi
gosterilmistir.

6. Beyinde olusan noroinflamasyonun DN kaybina neden olan alt yolag: incelemek
amaciyla mikrogliyalarin membraninda yer alan TLR4 ekspresyonunun Parkinson
grubu artisina karsilik melatonin uygulamasiyla ekspresyonunun azaldig
saptanmuistir.

7. NF-«B aktif formu niikleer p65 ekspresyonlar1 degerlendirilmis ve melatoninin bu

yolaktaki etkisi incelenmistir.
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8. Norotoksin ile aktive olan yolak inflamatuvar yanitlar tetikleyerek sitokinlerinden
TNF-o ekspresyonunu arttirmisg ve melatonin uygulamasi da bu yanitlari normale

¢evirmeye Yyani anti-inflamatuvar bir etki géstermeye ¢alismustir.

Bu ¢alismayla melatoninin néroinflamatuvar yanit tizerine koruyucu etkisi ile klinikte PH
tedavisi goren bircok hastanin L-DOPA kullanimma ek uygulamalar getirilebilecegi

kanaatindeyiz.
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