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OZET

Parkinson hastaligi (PH) dopaminerjik noronlarda ilerleyici yikimla seyreden norodejeneratif bir hastaliktir. PH’nin toksik
maddelerle olugturulan hayvan modelleri, klinik ve patolojik bulgulariyla PH’yi taklit etmektedir. PH’de ndrokoruyucu etkiye
sahip yeni terapdtik stratejiler ve prognozu belirleyecek biyobelirtecler biiyiik ilgi odagidir. Bu baglamda fosfoinositidil-3-kinaz
(PI3K)/Akt yolag1 PH’de dikkat ceken sagkalim yolaklarindan biridir. Bu calismada PH nin klinik seyrinde PI3K/Akt yolaginda
ortaya ¢ikan degisimlerin ortaya konulmasi ve klinik bulgularla olan iligkisinin aragtirilmasi planlandi. Bu amagla, C57BL/6
farelerinde oksidatif swesi arttirdig1 bilinen rotenon ile hayvan modeli olusturuldu ve PI3K/Akt yolaginda yer alan ve Akt tarafindan
regiile edilen kaspaz-9, kaspaz-3 ve Bcl-2 ile Akt’yi kontrol eden mTOR, DJ-1 ve PTEN genlerinin ekspresyon diizeyleri ardigik
haftalarda elde edilen beyin dokularinda incelendi. Rotenon uygulanan farelerde rijidite, bradikinezi ve postiir degisikligi saptandi.
Substantia nigra’da bulunan tirozin hidroksilaz pozitif hiicrelerin azaldig1 ve serebral apoptotik ndronlarin arttig1 gozlendi (p<0,05).
Ekspresyon diizeyleri incelenen genlerden sadece Bcl-2’nin kontrol grubuna gore anlaml derecede azaldigi, diger genlerden Akt-
1’de hafif azalma ve mTOR’da hafif artis oldugu kaspaz-3, kaspaz-9, PTEN ve DJ-1 genlerinde ise diizey degisikligi olmadig1
saptandi. Kaspaz-3, mTOR ve Bcl-2 ile klinik parametreler arasinda zayif korelasyon belirlendi. Sadece Bcl-2 ekspresyonunda
belirgin azalma goriilmesi rotenonun PI3K/Akt yolag: disindaki faktorlerle etki edebilecegini diisiindiirmiistiir. Kaspaz-3 ve
kaspaz-9 ekspresyonlarinin degismemesi PH’de kaspazdan bagimsiz apoptoz yolaklarinin rol oynadigini diisiindiirmektedir.
Ozellikle agir klinik bulgular1 olan farelerde ekspresyon diizeyinin diisiik olmas1, Bcl-2’nin, PH olgularinda prognostik biyobelirteg
olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson Hastaligi, hayvan modeli, rotenon, apoptoz, Bcl-2
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder, characterized with progressive loss of dopamine-generating neurons.
Neurotoxin-induced animal models of PD mimic clinical and pathological findings of PD. Lately researchers have started focusing
on the novel therapeutical strategies that have neuroprotective effects and prognostic biomarkers. Thus, the PI3K/Akt signaling
pathway, which regulates cell survival, is attracting increasing amounts of attention. Investigation of molecular alterations related
with this pathway might aid in improvisation of novel treatment methods and biomarkers for PD. However, it is not possible to
determine molecular changes in brain tissues of PD cases in different stages of the disease. In this study, we aimed to examine
the changes in the expression of PI3K/Akt factors during the course of PD and their association with clinical features. Thus, we
established a C57BL/6 mouse model of PD by administrating rotenone, which has been shown to increase oxidative stress. Gene
expression levels of mTOR, DJ-1 and PTEN that regulate Akt-1, and caspase-3, caspase-9 and Bcl-2 that are regulated by Akt-
1 were examined in brain tissues obtained in consecutive weeks.

Rigidity, bradikinesia and postural changes were observed in rotenone-treated mice. Moreover tyrosine hydroxylase positive
neurons were decreased in substantia nigra, whereas cerebral apoptotic neurons were increased. Levels of Bcl-2 significantly
decreased in rotenone-treated mice as compared to the control group (p<0,05). On the other hand Akt-1 was found to decrease
slightly and mTOR was found to increase slightly, whereas there were no changes in caspase-3, caspase-9, DJ-1 and PTEN
expression levels. There was a weak correlation between caspase-3, mTOR, Bcl-2 levels and clinical parameters.
The sole occurrence of significant expression change in Bcl-2 suggests that rotenone induces PH through non-PI3K/Akt mechanisms.
The absence of alteration in caspase-3 and caspase-9 expression levels implies that caspase-independent apoptosis is involved
in PD pathogenesis. Mice with severe clinical symptoms showed down-regulated Bcl-2 expression suggesting that Bel-2 might
be used as a prognostic biomarker in PD cases.

Key Words: Parkinson’s disease, animal model, rotenone, apoptosis, Bcl-2

GiRiS aslina oldukca yakin bir sekilde temsil etmektedir. Bu nedenle
hayvan modeli kullanim1 patogenezin aydinlatilmasinda 6nemli
bir yere sahiptir. Metil fenil tetra-hidropiridin (MPTP) ve
hidroksidopamin (6-OHDA) ile olusturulan hiicre soyu ve
hayvan modellerinde ve rotenon ile olusturulan hiicre soyu
modellerinde Akt-1 ve Akt-1 tarafindan aktive edilen proteinlerin
ekspresyonunda azalma goriildiigiinii ve dopaminerjik néron
kaybinda bu azalmanin rol oynayabilecegini ileri siiren yayinlar
bulunmaktadir (10). 6-OHDA, MPTP ve rotenon gibi noérotoksik
ajanlarin gerek primer dopaminerjik hiicre soylarinda gerekse
SH-SYS5Y hiicrelerinde Akt-1 yolagini baskiladig1 gosterilmistir
(19-23). 6-OHDA ve MPTP modellerinde de beyin 6rneklerinde
Akt-1 yolagina ait faktorlerin ekspresyonunda azalma goriilmiis,
bu azalmay1 geriye dondiiren kimyasallar (6rnegin kafein,
anjiogenin) deney hayvanlarinda gelistirilen PH nin hem

Parkinson hastaligr (PH) giintimiizde en sik goriilen
norodejeneratif hastaliklardan biridir. 65 yas tizeri populasyonun
%]1-2’sini etkilemekte ve yaglilikla birlikte insidansi artmaktadir
(1,2). Substantia nigra pars compacta (SNpc)’da bulunan
dopaminerjik néronlarin 6liimii ile karakterize edilen dejeneratif
bir hastaliktir (3). PH’nin kesin sebebi bilinmemekle beraber
SN’da gozlenen noronal yikimda apoptoz, mitokondrial islev
bozuklugu, artmis oksidatif stres, lizozomal ve proteazomal
islev bozuklugu gibi patolojik siire¢lerin rol oynadigi
bilinmektedir (4). Néron 6liimiine sebep olabilecek bu farkl
patojenik faktorler arasinda fosfoinositidil-3-kinaz (PI3K)/Akt
yolagi, baglica sagkalim yolaklarindan birini olusturmasi (5,6),
ailevi PH olgularinda mutasyonu saptanan bazi proteinlerle

(PINK1, DJ1, parkin, ?-siniiklein) yakin iligki i¢cinde olmasi
(7-9), apoptoz, otofaji, mitokondrial islevler gibi ¢ok farkli
sagkalim-6liim mekanizmalarinin merkezinde yer almasi (7)
ve PH olgularmin SN dokularinda Akt ekspresyonunun azalmasi
(10,11) gibi sebeplerle 6zellikle dikkati cekmis ve iizerinde cok
sayida arastirma yapilmigtir (12-16).

PH’nin patogenezinin aydinlatilmasi ve olasi tedavi
yontemlerinin denenmesi amaciyla cesitli genetik ve toksik
hayvan modelleri gelistirilmistir (17,18). PH nin ¢esitli toksik
maddelerle olugturulan hayvan modelleri, klinik bulgular1 ve
nigrostriyatal yolaktaki dopaminerjik noéronlarda dejenerasyon
ve inkliizyon cisimciklerinin varlig1 gibi bir¢ok yonii ile PH’yi

patolojik hem de klinik bulgularinda belirgin diizelme
saglamiglardir (24,25).

PH olgularimin beyin dokularinda mitokondriyal enzimlerde
islev bozuklugu ve buna bagli oksidatif degisiklikler oldugu
bilinmektedir. Ancak olgularin hastalik 6ncesi erken donemlerde
beyin dokularinda gergeklesen biyokimyasal ve molekiiler
degisikliklerin bilinmesi miimkiin degildir. Ayrica tanist konmusg
PH olgulart ila¢ tedavisi altinda oldugundan, hastaligin dogal
seyrinin sozkonusu biyokimyasal degisiklikler tizerine etkisini
kesin bir sekilde belirlemek miimkiin olmayabilir.

Bu caligsmada, norotoksin ile indiiklenmis PH modelinde,
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farelerin beyin 6rneklerinde gozlenen néronal mitokondriyal,
oksidatif ve apoptotik faktorlerin PH nin farkli evrelerindeki
degisimlerinin ortaya konulmasi ve hastalik seyrinde meydana
gelen noronal molekiiler degisikliklerin klinik bulgulara paralel
olarak gozlenmesi planlanmistir. Bu amacla, C57BL/6 (B6)
farelerinde oksidatif stresi arttirdig1 bilinen rotenon ile bir
hayvan modeli olusturulmus ve bu modelde PI3K/Akt yolaginda
yer alan ve Akt tarafindan regiile edilen kaspaz-9, kaspaz-3 ve
Bcl-2 ile Akt’yi kontrol eden mTOR, DJ-1 ve PTEN genlerinin
ekspresyon diizeyleri elde edilen beyin dokularinda incelenmistir.

Materyal ve Metot

Hayvan Modeli

Parkinson modeli, 40 adet 7-8 haftalik disi B6 farelerde
gavaj yontemi ile oral uygulanmistir. Bu amagla rotenon, fare
bagma 30mg/kg olacak sekilde her giin tartilmistir. Rotenon,
Tween-20 ve %0.5 karboksimetil seliilloz sodyum tuzu (CMC)
icinde siispanse edilip siispansiyondan 100ml her giin gavaj ile
oral yoldan uygulanmigtir. Kontrol grubu farelere ise her giin
sadece Tween-20 ic¢inde ¢o6ziinen %0.5'lik CMC
stispansiyonundan 100ml gavaj ile uygulanmistir (26). Deney
boyunca haftada bir kez olmak iizere farelere agik alan testi
uygulanmis, 5 dakika boyunca hareket mesafesi ve hareket
ylizdesi Ol¢ililmiistiir. Rotenon uygulamasina bagli olarak
ger¢eklesen mitokondriyal disfonksiyonun hiicre oliimii
tizerindeki etkilerini gérmek icin 3, 5 ve 7. haftalarda sirasiyla
birinci, ikinci, ticlincli deney gruplar1 ve 7. haftada kontrol
grubu servikal dislokasyon metodu ile sakrifiye edilmis ve
beyin dokular: elde edilmigtir. Bu sekilde hastaligin farkli
evrelerindeki oksidatif, mitokondriyel ve apoptotik degisikliklerin
izlenmesi miimkiin olmustur.

Hayvan Modelinin Teyidi

Immiinohistokimya ile PH’nin patolojik biyobelirteci olan
dopaminerjik ndronlarin kaybi incelenmistir. Parafine gomiilen
beyin kesitleri deparafinize edilerek preparatlar protokoliine
uygun olarak sirastyla %0.3'liik H202 igeren PBS'te ve %5’lik
ke¢i serumu ile inkiibe edilmistir. Sonrasinda kesitlerin tizerine
tirozin hidroksilaz (1:500, Millipore, Billerica, MA, tavsan anti-
fare) antikoru eklenerek gece boyunca +40C'de inkiibe edilmistir.
Sekonder antikor olarak HRP-konjuge (1:2000, Santa Cruz,
CA, ABD, anti-tavsan antikoru) antikor kullanilmistir.
Diaminobenzidin ile anitkorlar gozlenebilir hale geldikten sonra
hematoksilen ile zit boyama yapilip preparatlar sirasiyla %70
etanol, %90 etanol, %100 etanol ve ksilolle yikanmis ve
kapatma soliisyonu ile lameller kapatilmistir.

DNA zincirindeki kiriklarn etiketlenmesine (Trevigen Tunel
kiti) dayanan bu teknik ile de toksisitenin neden olacag1 apoptoz
tek hiicre diizeyinde arastirilmugtir.

Bir diger dogrulama yontemi DNA zincirindeki kiriklarin
etiketlenmesine (TUNEL teknolojisi) dayanmaktadir ve bu

sekilde tek hiicre diizeyindeki apoptozun belirlenmesi miimkiin
olmaktadir. Protokoliine uygun gerceklestirilen TUNEL
metodunda (Trevigen) oncelikle parafin kesitler deparafinize
edilmis ve preparatlar %3.7'lik formaldehitle oda 1si1sinda fikse
edilmigtir. Fiksasyon sonrasi kesitler sirastyla kitin i¢cindeki
cytonin, TdT labeling tamponu, TdT Stop tamponu ile
yikanmigtir. Son olarak Strep-Floriir soliisyonuyla inkiibe edilen
kesitlerin tizerene DAPI damlatilarak preparatlar lamelle
kapatilmustir.

Real-time PCR

Farelerden elde edilen her bir hemisferden trizol yontemi
ile RNA izole edildikten sonra cDNA sentezi (Thermo Scientific
RevertAid First Strand cDNA sentez kiti) yapilmustir. Sentezlenen
cDNA ornekleri oncelikle kalitelerinin kontrolii igin
housekeeping bir gen olan gliseraldehit fosfat dehidrogenaz
(GAPDH) geni kullanilarak ¢ogaltilmistir. Light Cycler 480 II
cihazi ve Light Cycler 480 SYBR Green kit kullanilarak
PI3K/Akt sinyal yolagina ait arastirilacak genler uygun
primerlerle cogaltilmistir. PI3K/Akt yolaginda yer alan ve Akt
tarafindan regiile edilen kaspaz-9, kaspaz-3 ve Bcl-2 ile Akt’yi
kontrol eden mTOR, DJ-1 ve PTEN genlerinin ekspresyon
diizeyleri “AbsQuant/2nd DerivativeMax”, “Tm Calling”
programlarinda analiz edilerek Orneklerin ekspresyona
basladiklar1 sikluslar (Cp degerleri) not edilmistir.

Istatistik

Agirlik, hareket yiizdesi ve hareket mesafesi rotenon (27
fare) ve CMC (9 fare) gruplari arasinda Student t-test ile, gen
ekspresyon degerleri 3. (7 fare), 5. (10 fare), ve 7. (10 fare)
haftalarda sakrifiye edilen rotenon gruplari ile 7. haftada sakrifiye
edilen CMC (9 fare) grubu arasinda “one way-ANOVA” ve
“post-hoc Tukey” testi ile karsilagtirilmigtir. Farkli haftalarda
sakrifiye edilen farelere ait ekspresyon degerleri ile klinik
parametreler arasindaki korelasyon Pearson korelasyon testi ile
degerlendirilmis ve korelasyon kat sayilart (R) hesaplanmugtr.
Ardindan Bonferroni diizeltmesi yapilarak p<0,05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir. Sonuglarin giivenilirliginin
pekistirilmesi amaciyla Spearman korelasyon testi de
uygulanmigtir.

genomdaki kopya sayis1 degisiklikleri hem BAF hem de
LRR birlikte degerlendirilerek incelenmektedir (8).

SNP array verisi ile allel frekans dagiliminin belirlenebilmesi
sayesinde bireylerin her bir SNP pozisyonu i¢in genotipleri
tespit edilebilmektedir (6). Bu sayede genomdaki kayip ve
kazang bolgeleri i¢in ve anne veya baba kaynakli bir anomali
olmas1 durumunda genotip verilerinden faydalanilarak bu
anomalinin ebeveyn etkisi belirlenebilir. Bu calismamizda
Trizomi 21 6rnegi lizerinden gelistirdi§imiz yontem ile tim
trizomilerde ebeveyn etkisinin aragtirilabilmesi igin
kullanilabilecek hizli ve etkili bir algoritmay1 sunmaktayiz.
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Sonuclar

Klinik Bulgular

Rotenon uygulanan farelerde (27 fare) 5. haftadan itibaren
rijidite ve bradikinezi bulgular1 gozlenirken (Sekil 1A,B) sadece
CMC uygulanan farelerde (9 fare) norolojik bulgu saptanmadi
(Sekil 1C). Rotenon gruplari ile CMC grubu arasinda agirlik
acisindan degisiklik goriilmedi (Sekil 2A). Motor aktivite
testinde Olciilen hareket yiizdesi ve hareket mesafesi degerleri
rotenon grubunda zamana bagl olarak giderek azalirken, CMC
grubunda belirgin degisiklik gozlenmedi (Sekil 2B ve Sekil
2C). iki grup arasindaki farklar 5-7. haftalarda anlamlihiga ulasti
(tiimii p<0,001). Bu bulgular, motor islevlerin malabsorbsiyona
bagli olmadan haftalar icinde giderek kotiilestigini
diistindiirmistiir.

Sekil 1: Rotenon uygulanan farelerde ortaya ¢ikan rijidite (A) ve postiir (B) degisiklikleri. CMC uygulanan farelerde norolojik
bulgu saptanmadi (C).
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Sekil 2: Rotenon ve CMC uygulanan farelerde agirlik (A), hareket yiizdesi (B) ve hareket mesafesi (C) degerlerinin
kargilagtirilmasi. ***, p<0,001.

Immunhistokimya ve TUNEL Boyama Ile Dopaminerjik Noron Kaybinin Gosterilmesi

Rotenon modelinin dogrulanmasi amaciyla dopaminerjik noronlarin dejenerasyonu immunohistokimya ile, néronal apoptoz
artig1 ise TUNEL boyama yontemi ile gosterildi. Rotenon uygulanan farelerde CMC uygulanan farelere gore TH pozitif néronlarin
SNpc bolgesinde belirgin derecede azaldigi goriildii (Sekil 3). TUNEL boyama yontemiyle de rotenon uygulanan farelerde CMC
uygulanan farelere gore apoptotik néronlarin sayisinda artig gortildi (Sekil 4).
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PI3K/Akt Sinyal Yolag: Iliskili Genlerin Ekspresyonu

Rotenon uygulanan farelerde Bcl-2 nin ekspresyonu zamana

bagli olarak giderek azalmistir (p<0,01). Gruplar arasi
kargilagtirmada Tukey post-hoc analizi 5. ve 7. haftalarda
sakrifiye edilen farelerle CMC uygulanan farelerin Bcl-2
ekspresyonu arasinda anlamli fark oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
Rotenon uygulamasinin ilk haftalarinda deney grubunda Akt-
17in ekspresyonu saglikli kontrollerden daha fazlayken ilerleyen
haftalarda Akt-1 ekspresyonu giderek azalmistir. PTEN ve
mTOR “un ekspresyonlarinda ise zamana bagh artig goriilmiistiir.
Kaspaz-3, kaspaz-9 ve DJ-1"in ekspresyonlarinda ise onemli
bir degisiklik goriilmedi. Bu degisiklikler arasinda sadece Bcl-
2 ekspresyonu azalmasi istatistiksel olarak anlamli idi (Sekil
5).

Sekil 5: Ekspresyonu ¢alisilan genlerin AACT degerlerinin haftalar
icindeki degisimi, * p<0,05; yatay ¢izgiler ortalama degerleri
gostermektedir.

Sekil 4: Apoptotik néronlarin rotenon uygulanan (A,B)
ve CMC uygulanan (C,D) farelerin beyin kesitlerinde
TUNEL boyama yontemi ile gosterilmesi, mavi; DAPI
ile zit boyama, yesil; apoptotik nukleuslar. Her fareden
alinan 20 kesit iizerinde yapilan caligmalara ait temsili

resimler.
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Klinik Parametrelerle Ekspresyon Parametreleri Arasinda
Korelasyon

PI3K/Akt yolagindaki genlerin ekspresyon diizeyleri klinik
parametrelerle karsilagtirildiginda mTOR ve kaspaz-3“iin genel
olarak rotenon uygulamasinin baslangicinda, Bcl-2
ekspresyonunun ise rotenon uygulamasinin sonlaria dogru
klinik parametrelerle korele oldugu bulundu. Ancak Bonferroni
diizeltmesinden (p<0,0006 anlamli kabul edildi) sonra bu
bulgular anlamliligini kaybetmigtir.

Ekspresyon Parametrelerinin Birbiriyle Korelasyonu

Kaspaz-3, kaspaz-9, DJ-1, PTEN ve Akt-1"in gen
ekspresyonlar: arasinda dogru korelasyon varken, Bcl-2"nin
hicbir genle korelasyon gostermedigi bulundu. Bu bulgu Bcl-
2’nin PI3K/Akt sinyal yolagi iizerinde yer almamasi ile
iligkilendirildi. Bonferroni diizeltmesinden (p<0,002 anlamli
kabul edildi) kPTEN’ nin DJ-1, kaspaz 9, kaspaz 3 ve mTOR
ile, DJ-1’in AKt-1, kaspaz 3, mTOR ile, kaspaz 9’un kaspaz 3
ve mTOR ile ve son olarak kaspaz 3’iin mTOR ile korelasyonu
anlamliligini korumustur (Tablo 1). Spearman korelasyon testi
ile de benzer sonuclar elde edildi (veriler gosterilmiyor).

Genler p Degeri R Degeri

Kaspaz-3 - mTOR 1,09x10-13 0,842

Kaspaz-9 - mTOR 2,37x10°7 0,664

Kaspaz-9 - Kaspaz-3 1,55x10-7 0,672

Akt-1- mTOR 0,005 0,374

Akt-1 - Kaspaz-3 0,013 0,327

Akt-1 — Kaspaz-9 0,009 0,344

DJ-1-mTOR 4,5x101° 0,760

DJ-1 - Kaspaz-3 5,57x108 0,690 Tablo I: lj‘ks.pr.esg N

DJ-1— Kaspaz-9 0,0002 0,497 llzarametre erinin birbiriyle
orelasyonu sonucunda elde

DJ-1— Akt-1 5,67x10* 0,538 edilen p ve R degerleri. Sadece

PTEN - mTOR 4,45x10® 0,729 Bonferroni diizeltmesi 6ncesinde

PTEN — Kaspaz-3 2,57x101 0,766 p degeri 0,05’in altinda olan

PTEN - Kaspaz-9 1,53x10% 0,711 karsilagtirmalar gosterilmektedir,

PTEN — Akt-1 0,002 0,412 Bonferroni diizeltmesinden sonra

PTEN - Bel-2 0,012 0,329 p<0,002 olan degerler daha koyu

PTEN - DJ-1 5,04x10%° 0,727 gosterilmistir.

TARTISMA

Rotenon ile olusturulan toksik hayvan modelinin, PH nin
klinik (rijidite, bradikinezi) ve patolojik (Lewy cismi birikimi,
alfa-siniiklein artig1 vb) bulgularini diger modellere oranla daha
yakindan taklit ettigi bildirilmistir (27). Ayrica 6nceki
caligmalarda ekspresyon diizeyleri aragtirilan faktorlerle PH nin
klinik bulgularinin agirli§1 arasinda korelasyon olup olmadigi
incelenmemistir. Bu sebeple calismamizda PI3K/Akt yolagini
regiile eden faktorlerin (PTEN, DJ1), Akt-1’in ve Akt-1’in
aktive ettigi faktorlerin (Bcl-2, mTOR, kaspaz-3, kaspaz-9)
ekspresyon diizeyleri farkli siirelerle (3, 5 ve 7 hafta) rotenona
maruz birakilan farelerin beyinlerinde aragtirilmig ve farelerin
klinik parametreleri ile ekspresyon diizeyleri arasinda korelasyon

olup olmadigi1 incelenmistir.

Rotenon uygulanan farelerde agir rijidite, lokomotor
aktivitede azalma ve bradikinezi gozlenmis ve immiinhistokimya
ile TH diizeylerinin azaldig1 saptanmistir. Bu sonuclar
calismamizda PH modelinin bagariyla olusturuldugunu
gostermektedir. Ayrica, farelerin agirlik degerlerinde azalma
olmamasina ragmen motor aktivite parametrelerinin giderek
kotiilesmesi gelisen norolojik bulgularin rotenona bagl
gelisebilecek gastrointestinal toksisite ile iligkili olmadigini

gostermektedir (28).

Caligmamizda rotenon ile PH olusturulan farelerde, kontrol
farelerine oranla, Akt-1 ve Bcl-2 diizeylerinde zamana bagh
bir azalma gozlenirken, mTOR diizeylerinde zamana bagli bir

artig saptanmis ve diger faktorlerin ekspresyon diizeylerinde
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degisme goriilmemistir. Bu sonuglar, PH olgular1 ve PH modelleri
ile yapilan ¢aligmalarda elde edilen bulgularin rotenonun fare
modeli i¢in de gegerli oldugunu gostermektedir. PH olgularinda,
norotoksik fare modeline benzer sekilde, ilerleyici dopaminerjik
noron kaybi sonucunda agiga cikan reaktif oksidatif stres
molekiillerinin ve mikroglial aktivasyon sonucunda ortaya ¢ikan
toksik maddelerin birikmesi ile mitokondriyal solunum zincirinin
baskilanmasi ve bunun da PI3K/Akt yolaginin ekspresyonunda
azalmaya yol agmasi miimkiindiir. Sagkalimdan sorumlu
PI3K/Akt yolagimn etkisiz hale gelmesi sonucunda dopaminerjik
noronlarda otofaji ve apoptoz mekanizmalarinin harekete
gecmesi ve bu sekilde noron kaybinin hizlanarak artmasi ve
klinik bulgularin ilerlemesi de beklenen bulgular arasindadir.
Bu varsayimsal olaylar zincirinde, PH olgularinda saptanan
Akt-1 iglev eksikliginin, yaygin noron oliimiiyle tetiklenme
olasilig1 yaninda dogustan gelen bir ekspresyon bozukluguna
bagl olarak da gelismesi miimkiindiir. PH olgularinda Akt-1
geninde polimorfizm oldugunu gosteren bir ¢aligma ikinci
goriisli destekler niteliktedir (29,30).

Akt-1 diizeylerinin farkli siirelerle rotenona maruz birakilan
farelerde olciilmesi sonucunda, Akt-1 ekspresyonunun erken
donemde muhtemelen olusan norotoksisiteyi kompanse etmek
amactyla hafif yiikseldigi ve izleyen haftalarda giderek azalarak
kontrol farelerin diizeyinin altina indigi saptanmigtir. Bir PH
hayvan modelinde ilk defa saptanan bu bulgunun PH olgularinda
da saptanmas1 durumunda periferik kan hiicrelerinde yapilacak
Akt-1 ol¢iimlerinin hastaligin evresinin belirlenmesinde bir

biyobelirte¢ olarak kullanilmas1 miimkiindiir.

Calismamizin rotenon hayvan modelinde ekspresyon
degisimini gosterdigi diger bir faktdr de memeli hedef rapamisin
(mTOR)’dir. Hiicre ¢ogalmasi, proliferasyonu, motilitesi ve
sagkaliminda gorev alan mTOR bir serin/treonine protein
kinazdir (31). IGF reseptoriinden gelen sinyalleri diizenleme
ve entegre etme gorevi bulunan mTOR’un diabetes mellitus,
depresyon ve ¢esitli kanser tiirlerinde ekspresyon degisikligine
ugradig1 bilinmektedir (32). mTOR’un artmis ekspresyonunun
norodejeneratif hastaliklarda (Alzheimer hastaligi, Parkinson
hastalig1, Huntington hastalig1) otofajide azalmaya bagl azalmig
protein temizlenmesinden, proteinlerin yanlis katlanmasindan
ve dolayisiyla inkliizyon cisimlerinin birikiminden sorumlu
oldugu ileri siirtilmiistiir. Calismamizda mitokondriyal solunum
zinciri kompleks I inhibitorii olan rotenonun uygulanmasinin

ardindan mTOR’un zamana bagh olarak ekspresyon artigi

gostermesi, bu proteinin iiretiminin de artmig oksidatif stresle
iligkili oldugunu diisiindiirmektedir. o-siniiklein mutasyonlu
farelerde kurkuminin o-siniiklein birikimini ve PH’ nin klinik
bulgularint mTOR’u baskilayarak geriletmesi bu goriisii
desteklemektedir (33). Calismamizda mTOR ekspresyonunun
klinik bulgularin belirmeye bagladigi 3 ve 5. haftalarda
kontrollerinki ile ayn1 oldugu ve 7. haftada kontrol degerlerinin
lizerine ¢ikt1g1 saptanmistir. Bu da mTOR’un PH patogenezinin
baslangicinda degil ilerleyen evrelerinde patogenezde rol

oynamaya bagladigini diisiindiirmektedir.

Basta apoptoz olmak iizere ¢esitli programli hiicre 6limii
mekanizmalarinin PH patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir.
Apoptotik hiicre 6liimiinii diizenleyen intrinsek (mitokondriyal)
ve ekstrinsek (reseptor aracili) mekanizmalardan ikisinin de
PH gelisiminde gorev aldig1 bilinmektedir (34). PH’da ekstrinsek
yol Bel-2, Bax ve Bcl-x1 gibi mitokondri iligkili apoptotik
proteinlerin ekspresyonunu etkileyerek, intrinsek yol ise Fas
ve TNF reseptorii aracilif1 ile kaspaz-3 ve 9’u etkinlestirmekte
ve kaspazlar da kaspaz-aktive Dnaz (CAD) ve Poli-ADP riboz
polimeraz (PARP) gibi niikleer faktorleri aktive ederek DNA
fragmentasyonuna sebep olmaktadirlar (34). Bunlarin disinda
mitokondri membranindan nukleusa gecerek DNA
fragmentasyonunu baglatan proteinlerin diizenledigi kaspazdan

bagimsiz apoptoz yolu da bulunmaktadir (35).

Calismamizin ilging bir sonucu PI3K/Akt yolag: ile aktive
olan apoptoz iligkili kaspaz-3, kaspaz-9, mTOR ve Bcl-2
faktorlerinin ekspresyon diizeylerinin klinik parametrelerle
korelasyon gostermesidir. PH gelisiminde apoptotik néron
oliimiintin 6nemli rolii oldugunu gosteren ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. PH olgular1 ve PH modellerinde yapilan
caligmalarda oldugu gibi olusturdugumuz rotenon hayvan
modelinde de farelerin beyin 6rneklerinde apoptoz gelisiminin
artt181 saptandi. Apoptoz parametreleri olan kaspaz-3, kaspaz-
9 ve Bcl-2 ekspresyon diizeyleri ile klinik parametreler arasinda
korelasyon olmasi apoptozun klinik progresyonda 6nemli yeri

oldugunu gostermektedir.

PH’nin cesitli toksik hayvan ve hiicre soyu modellerinde
Bcl-2 ekspresyon diizeylerinde azalma oldugu gosterilmistir.
Bu azalmanin rotenon ile muamele edilen SH-SYSY hiicre
soylarinda oksitosin tedavisi ile, fare veya sigan soylarinda
pramipeksol ve rasajilin gibi norokoruyucu etkili dopaminerjik

ajanlarla 6nlenmesi ve buna paralel olarak PH nin biyokimyasal,
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patolojik veya klinik bulgularinin gerilemesi Bcl-2 aracili
mekanizmalarin nemini gostermektedir (26,36,37). Ozellikle
rotenon uygulamasinin ileri donemlerinde Bcl-2
ekspresyonundaki azalma ile klinik kotiilesmenin paralel
seyretmesi bu anti-apoptotik proteinin PH gelisimini 6nleme
veya geciktirmedeki 6nemini dogrulamakta ve ayricabu proteinin
PH’de bir prognoz belirteci olarak kullanilabilecegini
diistindiirmektedir. Bu varsayimin PH olgulari ile yapilacak

caligmalarla dogrulanmasi gerekmektedir.

Akt-1’in ve Akt-1’i regiile eden PTEN ve DJ-1"in diizeyleri
ile klinik parametreler arasinda korelasyon olmamasi da
onemlidir. Kaspazlar ve Bcl-2 gibi apoptoz faktorlerinin iiretimi
PI3K/Akt yolagi disinda ¢ok farkli etkenlerle artip
azalabilmektedir. Akt-1 ekspresyonu ile Bcl-2 ekspresyonu
arasinda anlamli korelasyon bulunmamasi ve Akt-1 ile kaspaz-
3 ve kaspaz-9 ekspresyonlar1 arasinda da goreceli olarak zayif
bir korelasyonun bulunmasi rotenon modelinde apoptoz
gelisiminin Akt-1 yolag: digindaki faktorlerin etkisi altinda
gelistigini diisiindiirmektedir. Ayrica kaspaz-3 ve kaspaz-9
diizeylerinin de klinik kotiilesmeye paralel olarak artig
gostermemesi, rotenon modelinde, kaspaz dis1 apoptotik
yolaklarin rol oynadigini giindeme getirebilir. Kaspaz dis1
apoptoz faktorlerinden apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve
endoniikleaz G-proteinlerinin, oksidatif stresin artmasi
durumunda, mitokondriden nukleusa gecerek sitoplazmada
kaspaz kaskadini aktive etmeden dogrudan etkiyle DNA
fragmentasyonuna sebep olduklar1 gosterilmistir (38,39). Her
iki faktoriin de PH’da patojenik 6neme sahip oldugunu gosteren

calismalar bulunmaktadir.

Deneylerimizin énemli bir 6zelligi SN veya mezensefalon
ornekleri yerine tiim beyin 6rneklerinin kullanilmis olmasidir.
Saptanan ekspresyon degisikliklerinin mezensefalon ile sinirlt
olmamasi ve tiim beyinde yaygin olarak bulunmasi PH
olgularinda da benzer sekilde sagkalim yolaklarinin
aktivitesindeki degisikliklerin genel bir noronal iglev bozuklugu
yapabilecegini diisiindiirmektedir. PH olgularinda sik¢a rastlanan
ve motor sistem tutulumuyla aciklanamayacak duysal
yakinmalarin, uyku sorunlarinin, davranig degisikliklerinin ve
sfinkter kusurunun santral sinir sistemini yaygin olarak etkileyen
oksidatif stres artig1, mitokondriyal iglev bozuklugu, apoptoz
ve sagkalim yolaklarinin azalmig aktivitesi ile agiklanmasi

miimkiindiir.

Calismamizin bir limitasyonu incelenen gen diizeyindeki
ekspresyon degisikliklerinin western blot veya immiinhistokimya
ile konfirmasyonunun yapilmamis olmasidir. Akt-1’in aktif
fosforillenmis formunun (p-Akt-1) ekspresyonunun western
blot ile saptanmas1 noronal sagkalim ¢aligmalarinda sikg¢a
kullanilan bir yontemdir. Ozellikle p-Akt-1’in ve ayrica rotenon
uygulanan farelerde anlaml ekspresyon degisikligi saptadigimiz
Bcl-2’nin protein diizeyindeki ekspresyonlarinin ileriki
calismalarda gosterilmesi sonuglarimizin dogrulanmasini
saglayacaktir.

Sonug olarak, calismamizda rotenon ile olusturulan fare PH
modelinde sagkalimla iligkili proteinlerin ekspresyonlari, diger
hayvan ve hiicre modellerindekine benzer artma veya azalma
paternleri gostermistir. Incelenen parametreler arasinda kontrol
grubu ile en belirgin fark gosteren Bcl-2 diizeylerindeki
azalmadir. Bu parametrenin rotenona maruz kalinan haftalar
icinde motor aktivitedeki kotiilesmeye paralel bir gekilde
azalmasi hem PH patogenezindeki roliinii desteklemekte hem
de PH olgularinda bir prognoz biyobelirte¢i olarak
kullanilabilecegini diigiindiirmektedir. Apoptoz ile iligkili diger
parametrelerden 6zellikle kaspaz-3 ve kaspaz-9’un ekspresyon
diizeylerinde kontrol ve rotenon uygulanan gruplar arasinda
fark bulunamamaistir. Ayrica Bcl-2 ile diger parametrelerin
diizeyleri arasinda korelasyon bulunmamasi rotenon aracili
apoptozun altinda kaspazdan bagimsiz apoptoz faktorlerinin
yattigini diigtindiirmektedir. Klinik parametreler ile korelasyon
saptanan Bcl-2, mTOR, kaspaz-3 ve kaspaz-9’un PH olgularinin
doku orneklerindeki ekspresyonlarinin ¢aligilmasi ile PH igin
yeni prognoz biyobelirteclerinin bulunmasi miimkiindiir.
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