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Ozet

Amac: Parkinson hastaligi (PH), beyinde substansiya nigrada
bulunan dopaminerjik ndronlarin hasari ve buna eslik eden
striatumda dopamin eksikligi sonucunda gelisen, bradikinezi,
rijidite ve postural instabilite ile seyreden kronik ve ilerleyici
bir norodejeneratif hastaliktir. Calismalar genetik  ve
yaslanma, pestisid ve agir metallere maruziyet gibi gevresel
faktorlerin hastaligin etiyopatogenezinde 6nemli role sahip
olabilecegine isaret etmektedir. Rotenon, deneysel PH modeli
olusturmak ve hastaligin mekanizmasini arastirmak amaciyla
kullanilan organik bir pestisidtir. Bu ¢aligmada amacimiz
insan noroblastoma hiicre serisi olan SH-SYS5Y hiicrelerinde
rotenonun toksik etkisini ve ayni zamanda GLP-1 analogu
olan ekzenatidin rotenon norotoksisitesine karst koruyucu
etkili olup olmadigin arastirmaktir.

Materyal-Metot: Bu amagla SH-SYS5Y hiicreleri ¢esitli
dozlardaki rotenon ile 24 saat boyunca inkiibe edildi.
Ekzenatidin koruyucu etkisi yine farkli dozlardaki ekzenatidin
rotenon ile birlikte kiiltiir medyumuna eklenmesi ve 24 saat
inkiibe edilmesi ile incelendi. Rotenon ve ekzenatidin etkileri
hiicre canliligi, klonojenik aktivite, morfolojik inceleme ve
apopitotik hiicre dliimiiniin degerlendirilmesi ile belirlendi.

Bulgular: Rotenon eklenen gruplarda doza bagli olarak ve
anlaml1 diizeyde hiicre canliligimin ve klonojenik aktivitenin
azaldig1 belirlendi. Ayrica rotenon eklenen hiicrelerde
belirgin olarak morfolojik degisim oldugu ve apopitotik
hiicre dlimiinde artis oldugu gozlendi. Ortama ekzenatidin
eklenmesi ise hiicre canliliginin ve klonojenik aktivitenin
korunmasina, apopitotik hiicre Sliimiinde azalmaya neden
oldu.

Sonu¢: Bulgularimiz rotenonun SH-SYS5Y hiicrelerinde
norotoksik etkilerinin oldugunu ve in vitro PH modeli
olusturmak amacryla kullanilabilecegini gosterdi. Ayrica,
sonuclarimiz ekzenatidin noronal hiicrelerde rotenon ile
indiiklenen toksisiteye karsi ndroprotektif etkiye sahip
olabilecegini gdsterdi.

Anahtar Kelimeler: Parkinson,
Norotoksisite, Noroprotektif.
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Abstract

Objective: Parkinson’s disease (PD) is one the most common
neurodegenerative disorder characterized by bradykinesia,
tremor, rigidity and postural instability as aresult of progressive
degeneration of the dopaminergic neurons in substantia nigra
pars compacta (SNc) and dopamine decrease in the striatum.
Accumulating data recommends that combination of genetic
and environmental factors including aging, exposure to
pesticides, and heavy metals may have significant roles in
the pathogenesis of PD. Rotenone, an organic pesticide, is
commonly used for investigating the mechanism of neuronal
degeneration in experimental PD models. In the present study,
we aimed to investigate the effects of rotenone on SH-SYS5Y
human neuroblastoma cells, and also the neuroprotective
effects of exenatide, a GLP-1 analogue, against rotenone-
induced neurotoxicity.

Material-Method: Briefly, to induce rotenone-induced
neurotoxicity, SH-SY5Y cells were exposed to various doses
of rotenone for 24 hours. To explore the neuroprotective
effects of exenatide, different doses of exenatide were added
into the medium with or without rotenone for 24 hours. Cell
viability, clonegenic potential, morphological alterations, and
apoptotic cell death were evaluated.

Results: Our results demonstrated a dose-dependent and
significant decrease in cell viability in rotenone-exposed
groups. Also, rotenone-treated group showed significant
morphological alterations, decreased clonogenic potential
and increased apoptosis. However, treatment of the cells with
exenatide significantly improved cell viability and clonogenic
activity, and reduced apoptotic cell death.

Conclusions: In conclusion, these findings suggested that
rotenone can induce neurotoxicity in neuronal cells and can
be used to establish in vitro PD model. In addition, exenatide
may have neuroprotective effects on neuronal cells against
rotenone-induced neurotoxicity.

Keywords: Parkinson, Rotenone, Exenatide, Neurotoxicity,
Neuroprotective .
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Giris

Parkinson hastaligi (PH), baslica tremor, rijidite ve bradikinezi
gibi motor bulgularla ortaya ¢ikan kronik ve progresif bir
norodejeneratif hastaliktir. Hastaligin ortaya ¢ikmasina neden
olan temel patoloji nigrostriatal yolagin dejenerasyonu sonucu
gelisen dopamin yetmezligidir. Son yillarda yapilan ¢alismalar
olas1 mekanizmalarin mitokondriyal disfonksiyon, glutamat
reseptor aracili eksitotoksisite, oksidatif stres, ubiquitin-
proteozom sistemi, otofaji ve apopitoz ile iliskili oldugunu
gostermektedir (1-5). PH igin temel patolojik degisiklikler,
substantia nigra pars kompaktadaki dopaminerjik hiicrelerin
kaybt ve Lewy cisimcigi olarak sitoplazmik inkluzyon
cisimlerinin birikimi sonucu gergeklesir. Lewy cisimcikleri
hiperfosforile noérofilament proteinleri, lipidler, demir,
ubiquitin ve a-siniiklein igermektedir. Klinik belirtilerin
ortaya c¢ikmasi i¢in dopaminerjik ndron kaybinin %70-80
seviyelerinde olmasi gerekmektedir (1-5).

PH’da dejeneratif siirecin etiyolojisi hala tam olarak
aciklanamamakla birlikte hastaligin gelisiminde genetik ve
gevresel faktorlerin birlikte etkili oldugu disiiniilmektedir.
Tek gen gecisli kalitsal formlar hastaligin %5-10"undan
sorumlu olup ozellikle geng yasta basglayan PH olgularinda
kalitsal gecisin daha etkili oldugu disiiniilmektedir (3).
Cevresel faktorler iginde 1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3,
6-tetrahydropyridine(MPTP), manganez, tetrahidroizokinolon
ve karbonmonoksit, parakuat ve rotenon benzeri pestisitlere
maruziyetin parkinsonizme yol agabilecegi gosterilmistir
(6-9). Bu ajanlardan biri olan rotenon genis spektrumlu
bir insektisit, pankisit ve bocek ilact olarak kullanilan,
kokusuz, renksiz, kristalimsi bir izoflavondur. Rotenon
mitokondri elektron zincirinde Kompleks 1 proteininin
giicliit bir inhibitoridiir. Rotenon uygulamasi sonucunda
gelisen mitokondri disfonksiyonu dopaminerjik hiicrelerin
oksidatif hasara kars1 var olan savunma sistemlerini bozarak
dejenerasyona yol agmaktadir. Rotenon bu etkileri nedeniyle
birgok calismada in vitro hiicre hatlarinda ve in vivo olarak
kemirgenlerde deneysel Parkinson modeli gelistirmek
amacityla kulanilmistir (7-12).

Ik olarak 1929 yilinda La Barre tarafindan barsaklardan
oziitlenen bazi maddelerin kan glukozunu disiirdiigi
kesfedilmis ve bu maddelere “inkretin” adi verilmistir (13-
19). Uzunca bir siire tizerinde pek durulmayan bu maddeler
insiilinin kesfi ile 1960’1 yillarda yeniden arastirilmaya
baglamistir. Beslenme sirasinda glukozun sindirilmesiyle
salim1 artan inkretinler pankreasin beta hiicrelerinden insiilin
salgisini uyarirlar. Bugiin i¢in etkileri en iyi bilinen inkretinler
glukagon benzeri peptid 1 (GLP-1) ve gastrik inhibitor
popilpeptid (GIP) olup, bunlardan GIP ince barsaklarin yukari
boliimlerindeki K hiicrelerinden, GLP-1 ince barsaklarin
asag1 bolimlerindeki L hiicrelerinden ve kolondan salgilanir
(13-19).

Inkretinler G proteini ile eslenik spesifik reseptdrlerine
baglanirlar ve sonrasinda adenil siklaz aktivitesinde ve hiicre
icinde cAMP diizeylerinde artisa yol agarak insiilin salgisini
glukoza bagimli sekilde uyarirlar. Son yillarda GLP-1
analoglar1 (liraglutid ve ekzenatid) insiilinotropik ve insiilin
direncini azaltict etkileri nedeniyle T2DM hastalarinda
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kullanilmakta olup normogliseminin saglanmasinda basarili
sonuglar alinmaktadir. GLP-1 analoglari, 6rnegin ekzenatid,
inkretinlerin yikiminda gorevli dipeptidil peptidaz 4 proteaz
enzimine direncli olduklart ig¢in viicuttaki yari Omirleri
uzundur. Ayrica bu analog ajanlarin kan-beyin bariyerini
gecebildikleri bilinmektedir (13-19).

Pankreas disinda bir¢ok dokuda reseptorleri olan GLP-1
insiilinotropik etkisinin diginda farkl etkilere sahiptir. GLP-1
reseptorleri beyinde 6zellikle hipokampus ve neokorteksdeki
piramidal ndronlarda ve serebellumdaki Purkinje hiicrelerinde
eksprese edilmektedir. GLP-1 beyinde néronal progenitorlerin
proliferasyonunu uyarmakta ve 6grenme ile iligkili uzun siireli
potensiasyonu (LTP) arttirmaktadir (17, 18). Daha ilging
sonuglar hayvanlarda gergeklestirilen Alzheimer modellerinde
elde edilmis olup GLP-1 analoglarinin hipokampustaki
ndronlari beta amyloid birikiminin etkilerinden korudugu ve
ndronal apopitozu azalttigi gosterilmistir (17, 18).

Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizin amaci, rotenonun in vitro
kosullarda néron canliligi tizerindeki toksik etkilerini ve GLP-
1 analogu olan ekzenatidin ndrotoksisite {izerine koruyucu
etkisinin olup olmadigini arastirmaktir.

Materyal-Metot

Bu calismada insan noroblastoma hiicre serisi olan SH-
SYSY hiicre kiiltiirlerinde ilk olarak rotenon farkli dozlarda
ve siirelerde uygulanarak bu maddenin etkin toksisite dozu
belirlendi. Tkinci asamada ise etkin dozu belirlenen rotenonun
toksik etkilerine karsi GLP-1 reseptor analogu ekzenatidin
koruyucu etkisi yine farkli dozlarda test edildi.

HiicreKiiltiirlerinde Rotenon Toksisitesinin Olusturulmasi

Bu ¢alismada satin alinan insan néroblastoma hiicre serisi SH-
SYS5Y hiicreleri (ATCC®CRL2266™) DMEM/F-12, sigir
serumu (FBS), %1 (10 ml) penisilin-streptomisin ve %1 (10
ml) amfoterisin medyum i¢inde kiiltiir edildi. Hiicreler yeterli
saytya ulasana kadar gecen siiregte %95 nem ve %5 CO,
iceren inkiibatorde 37°C’de inkiibe edildi. Hiicrelerin canlilik
ve proliferasyonlarmi her sabah invert 1sitk mikroskobu
(Olympus CKX53) ile degerlendirildi. Hiicre canliliginin
belirlenmesinde Trypan blue boyas: yontemi kullanildi (20,
21).

Hiicrelerde rotenon toksisitesinin olusturulabilmesi igin etkin
doz galismasi yapildi. Bunun i¢in kiiltiir medyumlarinda final
konsantrasyonu 1, 10, 50, 100, 200, 250, 500 ve 1000 nM
olacak sekilde rotenon eklendi ve hiicreler 24 saat boyunca
inkiibe edildi. Rotenon i¢in LD50 dozu saptandiktan sonra
noroproteksiyon deneylerini gergeklestirmek {izere GLP-1
analogu olan ekzenatid (Byetta, AstraZeneca) 10, 100, 250
ve 500 nM olacak sekilde rotenonla es zamanli olarak kiiltiir
medyumuna eklendi. Hiicreler 37°C, %5 CO, igeren inkiibatdre
alinip 24 saat boyunca inkiibe edildi. Ayrica, Ekzenatid tek
basina olarak farkli dozlarda hiicrelerin ortamina eklenip bu
hiicreler tizerindeki etkileri incelendi.

Hiicre Canlhihi@inin Belirlenmesi

Hiicre canliligint ve proliferasyonunu tayin etmek igin
kullanilan MTS testi (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium
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salt), 37°C’de canli hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri
sonucu, tetrazolium tuzunun (suda ¢oziinebilen formazan
lirlinii), renkli bir yapiya donistiiriilmesi ve bunun 6l¢iilmesi
temeline dayanir. Dehidrogenaz enzimlerinin rettigi
formazan miktari, kiiltiirdeki canli hiicre sayisiyla dogrudan
orantilidir. Noroblastoma hiicre hatlarmin her biri igin
reaksiyonlar kuruldu ve her reaksiyon ii¢ kere tekrarlandi.
Hiicreler, 100 pl’de ortalama 5x10° hiicre / kuyu olacak
sekilde 96-kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi ve 24 saat sonra
belirtilen ilaclar ile muamele edildi. MTS ve PMS (phenazine
methosulfate) igeren soliisyondan (20:1 v/v) 20 pl alinarak
100 wl besiyeri igeren her bir kuyuya eklendi, 37°C’de 2-3
saat inki{ibasyondan sonra hiicre canlilig1 490 nm’de 6lgildii.
Gruplardaki canlilik yiizdesi asagidaki formiil ile hesaplandi.
(20, 21).

[lag uygulanan hiicrelerin Nabx100

Canl1 Hiicre Yiizdesi = -
Kontrol hiicrelerin Nab

Klonejik Aktivitenin Belirlenmesi

SH-SYS5Y hiicreleri, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplaria her 2 ml’de
ortalama 750-1000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. 24 saat
inkiibasyon sonunda hiicrelerin yiizeye tutunduklarindan emin
olunduktan sonra ila¢ uygulamalar1 gerceklestirildi. 1 hafta
sonra ikinci kez ilag uygulamalar1 yapildi ve yaklasik 2. hafta
sonunda tedavi uygulanmamis kontrol kuyusundaki koloni
sayist ve yogunlugu dikkate alinarak deney sonlandirildi.
Besiyeri uzaklastirildiktan sonra kuyular bir kez PBS ile
yikandi. 40 ml metanol iginde 0,2 g kristal viyole eklenerek
hazirlanmis stok soliisyon distile su ile 1/10 oraninda diliie
edilerek calisma soliisyonu elde edildi. Bu soliisyondan
kuyulara 1 ml eklendi ve 5 dk beklendi. Sonrasinda kuyular
3 kez distile su ile birer dakika siireyle yikandi. Ardindan
plaklar kapaklar1 acik vaziyette kurumaya birakildi. Son
olarak da plaklardan resimler ¢ekilerek kuyulardaki koloni
sayilar1 ya da histogramik degerleri karsilastirilarak sonuglar
degerlendirildi (22).

Hiicre Morfolojisinin Degerlendirilmesi

SH-SYS5Y hiicreleri 8 grup olarak 12 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina 1,5x10%, (n=6) olarak ekilip ve 48 saat boyunca 37°C,
%5 CO,’de inkiibe edildi. Siire sonunda eski besiyeri atilarak
taze besiyeri i¢inde hazirlanmis rotenon ve/veya ekzenatid
200 pl olarak kiiltiir ortamina eklendi. Bu deneylerde rotenon
dozu 250 nM ve ekzenatid dozu ise 100, 250 ve 500 nM olarak
uyguland1. Toksisite ve/veya tedavi uygulanan hiicreler 24
saat boyunca 37°C, %5 CO, igeren inkiibatorde inkiibe edilip
sonra hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler Olympus CKX53
invert faz kontrast mikroskobunda incelendi (20, 21).

Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Degerlendirilmesi

SH-SYS5Y hiicreleri 8 grup olarak 12 kuyucuklu kiiltiir
kaplarma 1,5x10% (n=6) olarak ekilip ve 48 saat boyunca
37°C, %5 CO, igeren etiivde inkiibe edildi. Siire sonunda
eski besiyeri atilarak taze besiyeri iginde hazirlanmis rotenon
ve/veya ekzenatid 200 pl olarak kiiltiir ortamima eklendi.
Bu deneylerde rotenon dozu 250 nM ve ekzenatid dozu ise
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100, 250 ve 500 nM olarak uygulandi. Toksisite ve/veya
tedavi uygulanan hiicreler 24 saat boyunca 37°C, %5 CO,
iceren inkiibatorde inkiibe edilip sonrasinda hiicrelerdeki
apopitotik hiicre 6liimii Hoechst 33258 (bisbenzimid) testi
ile belirlendi. Bunun igin hiicreler PBS ile yikandiktan
sonra 30 dakika boyunca %10 formalin ile tespit edildi.
Sonrasinda hiicreler 1 mg/ml Hoechst 33258 ile 10 dakika
karanlikta  bekletildi. Sonrasinda  hiicreler ~Olympus
CKXS53 floresan mikroskobunda incelendi ve hiicrelerdeki
niikleer kondansasyon ve fragmantasyon apopitoz lehine
degerlendirildi (20, 21).

Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler ortalama+standart hata (SEM)
olarak verildi. Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 22.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) istatistik paket programi
kullanildi. Verilerin degerlendirilmesinde tek yonlii varyans
analiz (ANOVA) ve gruplar arasi karsilastirmalarda post-hoc
Tukey HSD testi kullanildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Bulgular

SH-SYS5Y Noroblastoma Hiicrelerinde Rotenonun Hiicre
Sagkalimina Etkilerinin Degerlendirilmesi

Rotenonun SH-SYSY hiicrelerindeki toksik etkileri 24 saat
boyunca ve 1-1000 nM arasindaki farkli dozlarda denenerek
hiicre canlilign testi uygulandi. Sekil 1, rotenonun doza
bagli toksik etkilerini gostermektedir. Testin sonuglart
degerlendirildiginde rotenonun 1 nM’dan baglayarak doza
bagl sekilde hiicre canliligini azalttigi goriildi (p<0,05).
Bu sonuglara gore rotenon i¢in LD50 dozu 250 nM olarak
belirlendi ve sonraki deneyler bu dozla gergeklestirildi.
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Sekil 1. Farkli dozlarda rotenon eklenen SH-SY5Y ndroblastoma
hiicrelerinde hiicre canliliginin degerlendirilmesi

Ekzenatidin SH-SYS5Y Noroblastoma Hiicrelerinde
Rotenon Toksisitesine Kars1 Koruyucu Etkisisinin
Degerlendirilmesi

Rotenon toksisitesine karst GLP-1 analogu ekzenatidin
noroprotektif etkisi, farkli dozlardaki ekzenatidin SH-SYSY
hiicre kiiltiirlerine eklenmesiyle degerlendirildi. Oncelikle
hiicreler 10, 100, 250 ve 500 nM dozlarinda ekzenatid ile
muamele edilerek hiicre canliligima ve proliferasyonuna
etkileri incelendi. Sekil 2’de goriildiigii iizere ekzenatid hiicre
canliligina olumsuz herhangi bir etki gostermedi.
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Sekil 2. Farkli dozlardaki ekzenatidin SH-SY5Y hiicrelerindeki
etkileri

Rotenonun hiicrelerdeki toksik etkilerine karsi ekzenatidin
noroprotektif etkilerini incelemek tizere rotenon ile birlikte
eklendiginde ve 24 saat boyunca inkiibe edildiginde doza
bagli olarak hiicre Olimiinii azalttigi gozlendi. Hiicre
canlili1 rotenon eklenen grupta %49,22+4,32 iken, 10 nM
ekzenatid eklenen grupta %63,65+5,44, 100 nM ekzenatid
eklenen grupta %63,88+4,08, 250 nM ekzenatid eklenen
grupta %83,08+7,28 ve 500 nM ekzenatid eklenen grupta
9%90,59+5,25 olarak 6l¢iildi (Sekil 3).
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Sekil 3. Farkli dozlardaki ekzenatidin rotenon toksisitesine karsi
noroprotektif etkisi (#p<0,00001 kontrole gére, *p<0,001 rotenon
grubuna gore, **p<0,00001 rotenon grubuna gore)

Rotenon ve  Ekzenatid  Uygulanan  SH-SYSY
Noroblastoma Hiicrelerinde Morfolojik Degisikliklerin
Degerlendirilmesi

Rotenon ve ckzenatid eklenen SH-SYSY hiicrelerindeki
morfolojik  degisiklikler her giin faz kontrast 1s1k
mikroskobunda incelendi ve kontrol grubuyla kiyaslandi.
Sekil 4’de goriildiigii lizere rotenon eklenen grupta genel
olarak hiicre yogunlugunun diger gruplara gore daha diisiik
oldugu izlendi. Ayrica kontrol grubuyla kiyaslandiginda
hiicreler arast baglantilarin belirgin sekilde bozuldugu ve
hiicrelerin govdelerinde biiziigme ve deformasyonlarin oldugu
goriildi. Buna karsilik rotenon ile birlikte ekzenatid eklenen
gruplarda bu degisimlerin ¢ok daha az oldugu gozlendi.
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Sekil 4. Rotenon ve ekzenatid uygulanan SH-SY5Y noéroblastoma
hiicrelerindeki morfolojik degisiklikler (A-Kontrol, B- DMSO, C-
250 nM rotenon, D- 250 nM rotenon+100 nM ekzenatid, E-250 nM
rotenon+250 nM ekzenatid, F-250 nM rotenon+500 nM ekzenatid)

Rotenon ve Ekzenatid Uygulanan SH-SYSY Noroblastoma
Hiicrelerinde Klonojenik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Hiicrelerin ¢ogalma ve koloni olusturma potansiyeli
klonojenik aktivite tayini ile degerlendirildi. Sekil 5 bu
deneylerin sonucunda kontrol, DMSO, rotenon ve ekzenatid
eklenen gruplardaki koloni olusturma potansiyelini
gostermektedir. Sonuglar kantitatif olarak degerlendirildiginde
250 nM rotenon eklenen grupta klonojenik aktivitenin
kontrole gore %28,66+1,84 diizeyine indigi goriildii. Buna
karsilik 100 nM, 250 nM ve 500 nM ekzenatid eklenen
gruplarda ise klonojenik aktivitenin sirastyla %78,82+1,84,
%85,50+1,61, %83,87+2,99 seklinde oldugu gozlendi
(Sekil 6). Sonuglar ekzenatidin rotenon toksisitesine karsi
hiicrelerin proliferasyonunu ve koloni olusturma potansiyelini
destekledigini gosterdi.
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Sekil 6. Rotenon ve ekzenatid eklenen SH-SY5Y hiicre kiiltiirlerinde
klonojenik  aktivitenin  kantitatif —olarak  degerlendirilmesi
(#p<0,00001 kontrole gore, *p<0,0001 rotenon grubuna gore)
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Sekil 5. Rotenon ve ekzenatid eklenen SH-SYSY hiicre kiiltlirlerinde klonojenik aktivitenin degerlendirilmesi

Rotenon ve Ekzenatid Uygulanan SH-SYSY Insan
Néroblastoma Hiicrelerinde Apoptotik Hiicre Oliimiiniin
Degerlendirilmesi

Rotenonun  SH-SYS5Y  hiicrelerinde  apoptotik  hiicre
6limiine yol acip agmadigi Hoechst 33258 (bisbenzimid)
testi ile degerlendirildi. Tim gruplardaki hiicrelerde
niikleer fragmantasyon ve kondansasyon apoptoz lehine
degerlendirildi (Sekil 7). Buna gore rotenon eklenen grupta
taranan her sahada apoptotik hiicrelerde belirgin artis oldugu,
ekzenatid eklenen gruplarda ise apoptotik hiicrelerin sayica
cok az oldugu goriildi. Bu sonuglar rotenon toksisitesinde
apoptotik mekanizmalarin etkili olabilecegini destekledi.

Sekil 7. Rotenon ve ekzenatid uygulanan SH-SYSY néroblastoma
hiicrelerinde apopitotik hiicre dliimiiniin degerlendirilmesi (A- Kontrol, B-
DMSO, C-250 nM rotenon, D- 250 nM rotenon+100 nM ekzenatid, E- 250
nM rotenon+250 nM ekzenatid, F-250 nM rotenon+500 nM ekzenatid).
OKklar niikleer fragmantasyonu ve kondansasyonu gostermektedir.
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Son yillarda yapilan ¢alismalar oksidatif stres ve mitokondri
fonksiyon bozuklugunun Parkinson hastaginin gelisiminde
onemli role sahip oldugunu ortaya koymustur. Parkinson
hastaligiin etiyopatogenezine iligskin birgok in vitro ve in
vivo ¢alismada ¢evresel maruziyetin 6nemli bir faktor oldugu
bildirilmistir. Rotenon, tropikal bitki koklerinden ekstrakte
edilen organik bir pestisidtir (6, 9). Rotenon, lipofilitesi
sayesinde biyolojik membranlar1 kolaylikla gegebilmekte,
mitokondri elektron transport zincirinde Kompleks 1
inhibisyonu yaparak siiperoksit radikali olusumu ve artan
oksidatif strese bagli mitokondrial hasar ve hiicre liimiine
sebep olmaktadir (23, 24). Calismamizda SH-SYS5Y insan
noroblastoma hiicrelerine rotenon uygulamasiyla in vitro
Parkinson hastaligit modeli olusturuldu ve Tip 2 diyabet
tedavisinde bagarili sekilde kullanilan glukagon benzeri
peptid-1 (GLP-1) analogu ekzenatidin rotenon toksisitesine
kars1 noroprotektif etkileri arastirildi.

Calismamizda 1-1000 uM arasinda degisen
konsantrasyonlardaki kiiltiir medyumuna eklenen rotenon
doza bagli olarak SH-SYS5Y insan ndroblastoma kiiltiirlerinde
anlami diizeyde hiicre &liimiine neden oldu. Bu deneyleri
sonucunda hiicrelerin %50’sini 61diiren rotenon dozu (LD50)
250 nM olarak belirlendi. Rotenonun bu dozu néronal
hiicrelerde belirgin olarak morfolojik degisikliklere ve
sinaptik baglantilarda bozulmaya yol agti. Klonojenik testin
sonuglari, rotenon uygulanan gruptaki hiicrelerin ¢ogalma ve
koloni olusturma kapasitelerinde anlamli azalma oldugunu
gosterdi. Bunun yan1 sira Hoechst 33258 boyasi ile apoptotik
hiicre 6liimiinii degerlendirdigimiz deneyler rotenonun SH-
SYSY hiicrelerinde belirgin diizeyde niikleer fragmantasyona
ve kondansasyona yol agtigini, dolayisiyla apoptozu
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uyardigini ortaya koydu. Literatiirdeki diger ¢alismalar goz
Oniine alindiginda sonuglarimiz tutarlilik géstermektedir (23-
26). Ornegin Park ve Kim (25), 24 saat boyunca 0,1-20 pM
olarak uyguladiklari rotenonun SH-SYS5Y hiicrelerinde doza
bagli hiicre sagkalimini azalttigini, apoptozu indiikledigini ve
apoptozlailiskiliBcl-2 proteiniailesinden Bel-2 ekspresyonunu
azaltirken, Bax ekpresyonunu arttirdigini géstermislerdir. Bir
baska ¢aligmada ise Jang ve ark. (26), 200 nM rotenonun SH-
SYSY hiicrelerinde sagkalimi %60’a indirdigini ve apoptotik
hiicre 6liimiinii anlamli diizeyde uyardigini bildirmislerdir.
Literatiirdeki bu sonuglar ve ¢alismamizin sonuglari birlikte
rotenonun hiicre &liimiinde apoptotik yolaklar {izerinden
etkili oldugunu desteklemektedir.

Calismamizda elde ettigimiz diger bir 6nemli bulgu GLP-1
analogu ekzenatidin rotenon ile indiiklenen hiicre toksisitesini
anlamli diizeyde Onlemesidir. Farkli dozlarmi denedigimiz
ekzenatid noroblastoma hiicrelerinde hiicre dliimiinii azaltti.
Bu etkinin nasil gergeklestigini inceledigimiz deneyler
ekzenatidinin apoptotik hiicre dliimiinii azaltarak bu etkiyi
gosterdigini ortaya koydu. Ekzenatid ayn1 zamanda hiicrelerin
proliferasyon ve koloni olusturma yetenegini de korudu.
Ortama rotenon ile birlikte ekzenatid eklenen gruplarda
hiicreler arasi baglantilarin ve hiicre biitliinliigiiniin korundugu
gozlendi.

Son yillarda Tip 2 diyabetin tedavisinde basarili sekilde
kullanilan GLP-1 analoglarinin glukoz metabolizmasi
iizerindeki etkilerinin yani sira santral ve periferal sinir
sistemi iizerinde de dnemli etkilerinin oldugu bildirilmistir
(17-20). GLP-1"in 6zelikle hipokampal ve kortikal noronlar
ve serebellumdaki Purkinje hiicrelerinde reseptorleri
mevcuttur. GLP-1’nin sentetik mimetikleri olan ekzenatid
ve liraglutid kan-beyin bariyerini gecerek beyinde biiyiime
faktorii gibi davranir. GLP-1’in kendisi ve sentetik analoglar1
AP amiloidin hipokampusta sinaptik plastisite iizerine olan
yikici etkisini azaltir (17-20, 27, 28). GLP-1’in néroprotektif
etkileri diger biiyiime faktorlerinin etkilerine benzemekte olup
baslica MAP/ERK yolagi ve PI3K/protein kinaz B (AKT)
yolagi iizerinden hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi ve onarimi ile
ilgili genlerin ekspresyonunu uyarir, hiicre metabolizmasini
harekete gegcirir, apoptozu ve inflamasyonu baskilar. Sonug
olarak GLP-1 ve analoglar1 sinaptogenez, ndrogenez, hiicre
tamirinin uyarilmasi ve inflamatuar yanitin baskilanmasi gibi
cok genis bir yelpazede etki gostererek noroprotektif etki
saglar (17-20, 27, 28).

GLP-1 analoglarinin ndroprotektif etkilerini  gdsteren
calismalardan birinde 6(OH)- dopamin ile PH modeli
olusturulmus sicanlara uygulanan exendine-4 tedavisinin
L-dopa ile uyarilan dopamin sekresyonunda artisa ve
diskinetik hareketlerde azalmaya neden oldugu bildirilmistir
(29). Bir bagka calismada ise MPTP ile olusturulmus fare
PH modelinde uzun etkili GLP-1 analoglar1 olan liraglutide
ve lixisenatide tedavisi denenmis ve motor islevlerde
diizelme, bazal ganglionlarda dopamin sentezinde artig ve
proapopitotik BAX ekspresyonunda azalma saptanmigtir
(30). Literatiirde kisa ve uzun etkili GLP-1 analoglarinin
noronal hiicre kiiltlirlerinde ¢esitli ajanlarla olusturulmus
toksisite modellerinde ndoroprotektif etkileri gosterilmis
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olmakla birlikte rotenon ile indiiklenmis in vitro PH modeli
lizerine etkilerini gdsteren bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Ancak calismamizin sonuglart daha 6nce 6-(OH)dopamin,
MPTP ve rotenon gibi ajanlarla hayvanlarda olusturulan in
vivo PH modellerinde GLP-1’in koruyucu etkilerini bildiren
calismalarin sonuglari ile uyumlu gériinmektedir.

Sonug¢

Sonug olarak ¢alismamizda elde edilen bulgular, bir pestisid
olarak kullanilan rotenonun noéronal hiicre kiiltiirlerinde doza
bagli norotoksisiteye yol actigini ve Tip 2 diyabet olgularinda
tedavi amagli kullanilan GLP-1 analogu ekzenatidin in
vitro kosullarda noroprotektif etkili oldugunu ortaya koydu.
Caligmamizin sonuglart GLP-1 analoglarinin diyabet tedavisi
disinda PH gibi norodejeneratif siireclerde de etkili olabilecegi
yoniindeki goriisii desteklemektedir. Gelecekte yapilacak
daha detayli hayvan modelleri ve klinik ¢alismalarda uzun
etkili GLP-1 analoglarinin denenmesi ile c¢alismamizin
sonuglarinin daha da anlam kazanacagini diisiinmekteyiz.

Bu ¢alisma Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri’nin
16-TIP-056 no’lu projesi kapsaminda desteklenmistir.
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