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OZET

Mutluay, S.U., Bazal ganglia ve hipokampuse unilateral AAV aracil alfa-siniikleinin
enjeksiyonu ile olusturulan Parkinson hastaligi modelinin davranigsal ve patolojik
olarak degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2017. Calismamizda, Parkinson
hastaliginin motor ve motor disi bulgularinin incelenmesine yonelik bir hayvan modeli
gelistirilmesi, alfa-sintklein patolojisinin molekiiler diizeyde incelenmesi amaciyla;
substansiya nigra (SN), dentat girus (DG) ve bu yapilarin her ikisine beraber, AAV-
aracih, tek tarafli alfa-sintklein ve GFP enjeksiyonlari gergeklestirildi.
immunoblotlamave immunohistokimya teknikleri ile alfa-siniiklein ve GFP’nin hedef
yapilardaki ifadesi gosterildi. Alfa-sintikleinin, striatal ve hipokampal dokularda
sinaptofizin kaybina yol actigl, SN ve striatumda, tirozin hidroksilaz yogunlugunun
intakt hemisferde daha fazla, hipokampuste NeuN yogunlugunun iki hemisferde de
benzer oldugu gézlendi. Ogrenme ve bellek disfonksiyonun degerlendirildigi yeni
nesne tanima ve Morris su labirenti testlerinde gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunamadi. Sikroz tercih testinde alfa-sintkleinin yalniz SN'ye enjeksiyonu ile
hedoninin degismedigi, DG alfa-sinliklein enjeksiyonu ile arttigi gdzlendi. Yiikseltilmis
arti labirent testinde anksiyetinin, SN alfa-sinliklein grubunda artma, DG alfa-
sintklein grubunda azalma egilimi gosterdigi, SN+DG alfa-sintiklein grubunda kontrol
grubu ile benzer oldugu goézlendi. Silindir testinde tiim gruplarda motor asimetri
gozlenirken, SN ve DG gruplarinda kontrola gore istatistiksel anlamhliga ulasildi. Agik
alan testinde gruplarin lokomotor aktiviteleri benzer bulundu. Apomorfinle
indiiklenen lokomotor aktivite testinde butin gruplarin lokomotor aktivitesi
azalmakla beraber istatistiksel anlamhliga ulasmadi. Apomorfinle indiiklenen dénme
testinde gruplarin hicbirinde istatistiksel anlamlilikta bir donme davranisi
gozlenmedi. Alfa-sintiklein asiri ifadesinin  sonucu yeterli noéron o6limi
olusturmamakla beraber sinaptik disfonksiyona neden olmasi dolayisiyla

olusturdugumuz bu model, iyi bir deneysel Parkinson modeli olmaya adaydir.

Anahtar kelimeler: Parkinson Hastaligi, Adeno iligkili viral vektor, Hipokampus,

Alfa-sinliklein, Unilateral lezyon

Bu calisma (014 D08 301 007-701) Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Mutluay, S.U., Behavioral and pathological evaluation of a Parkinson’s Disease
model developed by AAV- mediated delivery of alpha-synuclein unilaterally to
basal ganglia and to hippocampus, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences, Pharmacology Programme Masters's Thesis, Ankara, 2017. In this thesis,
we aim to develop an animal model that represents both motor and non-motor
symptoms together by injecting unilateral AAV-mediated alpha-synuclein or GFP to
substantia nigra (SN), dentate gyrus (DG) or both and to validate alpha-synuclein
pathology in this model. Alpha-synuclein and GFP overexpression was observed in
the target areas by immunoblotting and immunochemistry techniques. Alpha-
synuclein overexpression led to loss of synapthophysin, a structural synaptic protein.
Tyrosine hydroxylase density in SN and striatum was lower on the injected side
comparing to intact hemisphere and NeuN density did not differ between the
hemispheres. In novel object recognition and Morris water maze tests learning and
memory functions did not differ between groups. In sucrose preference test
overexpression of alpha-synuclein in SN alone did not change hedonic behavior
whereas alpha-synuclein overexpression in DG increased hedonia. In elevated plus
maze test anxiety was inclined to increase in SN alpha-synuclein group, whereas a
decrease was observed in DG alpha-synuclein group, and in SN+DG group it was
similar to that of control. In cylinder test all groups showed motor asymmetry, and
statistical significance was reached only in SN and DG groups. In open field test all
groups had similar locomotor activity levels, in apomorphine-induced open field test
there was a trend towards decreased activity in all groups. In apomorphine-induced
rotation test none of the groups showed statistically significant turning behaviour.
Although alpha-synuclein overexpression in SN, DG and SN+DG did not trigger an
adequete neuronal death, synaptic dysfunction was observed hence this model is a

potantial candidate for Parkinson’s disease model.

Key words: Parkinson's Disease, Adeno associated viral vector, Hippocampus,

Alpha-synuclein, Unilateral lesion

This study (014 D08 301 007-701) was supported by Hacettepe University Scientific

Research Projects Coordination Unit.
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1.GiRiS

Parkinson hastaligi (PH) substansiya nigra pars kompaktada (SNc) yer alan
dopaminerjik noronlarin kaybi, néron kaybina bagh olarak striatum (Str) dopamin
miktarinin azalmasi, ayrica Lewy cisimciklerinin (LC) beyinde yaygin ifadesi ile
karakterize, ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir. PH klinikte; rijidite, istirahat
tremoru, postural instabilite, bradikinezi ve harekete baslamada zorluk gibi motor
belirtiler ile kendini gosterir. Hastaligin tanisi gogunlukla motor belirtiler Gizerinden
konulsa da, hastalarin yasam kalitesini en az motor bozukluklar kadar etkileyen motor
disi belirtiler de mevcuttur. Bu belirtiler; bilissel bozukluklar, depresyon, anksiyete,
uyku bozukluklari, otonomik disfonksiyon ve duyusal anormallikleri igerir. Motor disi
belirtiler hastaligin her evresinde motor bozukluklara eslik edebilir, bazilari motor
belirtilerden 6nce ortaya cikabilir.

PH'de goriilen motor bozukluklar nigrostriatal yolagin disfonksiyonu ile bir
Olclide aciklanabilse de hastaligin patofizyolojisi ve altta yatan mekanizmalar tam
olarak bilinmemektedir. Gliniimizde kullanilan deneysel PH modellerinin ayri ayri
avantajlari olmakla beraber, hastaligi hem molekiler hem klinik diizeyde tamamiyle
yansitan bir model bulunmamaktadir. Mevcut PH modelleri; dopaminerjik néronlarin
akut harabiyeti ilkesine dayanan toksin aracili modeller ve PH'de goriilen patolojik
olaylarin genetik modifikasyonlarla taklit edildigi genetik modeller olarak ikiye
ayrilabilir. Hastahgin karakteristik gostergesi olan Lewy cisimciklerinde (LC) alfa-
sintklein proteinine rastlanmasi (1) ve alfa-sinliklein gen mutasyonlarinin PH ile
iliskisinin gosterilmesiyle beraber (2—-6) proteinin asiri ifadesine dayanan modeller
gelistirilmistir. Alfa-sinlikleinin asiri ifadesi, ilk olarak, viral vektorler araciligiyla sican
SN'sinde unilateral olarak gerceklestirilmistir (7,8). Proteinin nigral dopaminerjik
noronlardaki artmis ifadesinin hiicresel ve aksonal patolojilere yol actigi, progresif
noron kaybina neden oldugu gézlenmistir. Daha sonraki yillarda, benzer toksik etkiler,
adeno iliskili viral vektorler (AAV) kullanilarak, fare ve primatlarda da gosterilmistir
(9,10). Proteinin asiri ifadesinin viral vektorler araciligiyla saglandigi modeller, toksin
aracih modellerin aksine, hastaligin ilerleyici seyrini yansitirlar. Ayrica toksisitenin

istenilen beyin bolgesinde olusturulmasina olanak verirler. Bugiine kadar denenen



viral vektor aracii modellerin ¢ogunda, orta beyin dopaminerjik noéronlari
hedeflenerek proteinin asiri ifadesi yalnizca bu noronlarda gergeklestirilmistir (11).
Ancak hastaligin motor disi belirtilerinin, bazal ganliya (BG) yapilari disinda;
hipokampal yapilarla, raphe nucleus, locus coeruleus, énbeyin, olfaktor alan ve
kortikal alanlarla iliskili oldugu distinilmektedir (12-14).

Bu tez ¢alismasinda; hastaligin patogenizde goriilen ilerleyici nérodejeneratif
sureci taklit eden, hastaligin patolojik bulgularini molekiiler diizeyde yansitan, motor
belirtilerin yanisira motor disi belirtilerin de gozlenebildigi bir model olusturulmasi
hedeflenmistir. Bu amagla; substansiya nigra, dentat girus ve bu yapilarin projeksiyon
bolgelerinde, alfa-sinlkleinin AAV aracili ifadesi gergeklestirilmis, alfa-siniklein
ifadesinin motor ve bilissel fonksiyonlara etkisi gesitli motor testler ve davranis

deneyleriyle degerlendirilmis, patolojik degisiklikler hiicresel diizeyde incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge ve Epidemiyoloji

Parkinson hastaligina ait karekteristik bulgular ilk defa 1817'de, James
Parkinson tarafindan tanimlanmistir. James Parkinson yayimladigi monografta
tremor, rijidite ve postural instabilite gibi motor bozukluklarin yanisira uyku ve
gastrointestinal sistemle ile iliskili motor disi bulgulara da deginmistir (15). Daha
sonraki yillarda; hastaligin SN patolojisi ve Lewy cisimcikleri olarak adlandirilan
intranoronal inklizyon cisimcikleri ile iliski olabilecegi 6ne sirilmis (16,17),
dopaminin sadece noradrenalin prekiirsori olarak islev gormedigi, tek basina bir
norotransmitter oldugu, Parkinson hastalarinin striatumunda dopaminin dramatik bir
sekilde azaldigl (16,18). Ayrica dopaminin SNc'de yogun olarak bulundugu ve
buradaki néronlarin aksonlarinin striatuma projekte oldugu gosterilmistir (16).
1997'de Lewy cisimciklerinde alfa-sintiklein varhginin gosterilmesi (1) ve alfa-
sinliklein proteinini kodlayan gendeki mutasyonlarin (2) PH ile iliskili oldugunun
kesfedilmesiyle bu proteinin hastaligin patolojisinde roli oldugu bildirilmistir.

Klinik olarak tanimlanmasindan bu vyana gegen 200 vyilda, PH'nin
etyopatogenizine iliskin elde edilen onemli bilgi birikimine ragmen hastaligin
patolojisi ve altta yatan mekanizmalar tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Hastaligin
genel prevalansi % 0,1-0,2 civarindadir ve bu oran 60 yas lstinde %1'e, 80 yas
Ustlinde %4'e kadar ulagmaktadir (13,19). Olgularin ¢ogu 65-70 yaslari arasinda,
idiyopatik baslangich olup kalitsal formlari tiim olgularin %5-10'u kadarini olusturur
ve daha erken vyaslarda gorilebilir (19). Mevcut tedavi yontemleri hastaligin
semptomlarini gidermeye yoneliktir ve hastaligin ilerleyici seyrini engelleyecek, ayrica

hastalarin yasam kalitesini artiracak yeni tedavi yontemlerine ihtiyag vardir.

2.2. Bazal Gangliyonlar

Bazal gangliyonlar 6n ve orta beyinde yerlesmis, birbiriyle yogun baglantilari
bulunan 4 adet cekirdekten olusur. Bazal gangliyonlari olusturan ana cekirdekler;

striatum, globus pallidus (GP), subtalamik ¢ekirdek (STN) ve substansiya nigradir (SN).



Striatum; putamen, kaudat niikleus ve ventral striatum olmak lzere Ug altyapiya
ayrilir. GP; globus pallidus interna (GPi) ve globus pallidus eksterna (GPe) olarak
adlandirilan iki ayri kissmdan olusur. SN; fonksiyonel ve morfolojik agidan farkliliklar
gosteren substansiya nigra pars kompakta (SNc) ve substansiya nigra pars retikilata
(SNr) yapilarindan meydana gelir. Bazal gangliyon yapilari arasindaki baglantiyi
saglayan, striatum, GP ve SNr'den projekte olan ndéronlar inhibitor GABAerjik,
STN'den projekte olan néronlar ise eksitator glutamaterjiktir (Sekil 2.1).

Bazal gangliyonlar serebral korteks basta olmak Uzere talamus, beyin sapi,
raphe nucleus, locus coeruleus gibi cesitli yapilardan girdiler alirlar. Girdilerin alindigi
ana yapi striatumdur ve kortikostriatal yolagl olusturan noéronlar eksitator

glutamaterijiktir. Striatum ayrica SNc'den eksitator dopaminerjik girdiler alir (Sekil 2.1)

Korteks |«
Glutamat (+)
GPe < e o Striatum |[€¢— i & SNc
GABA (-)

Glutamat (+) GPi
utama .

STN
SNr

GABA (-)

Talamus

Sekil 2.1. Bazal gangliyonlarin temel déngiist. SNc: Substansiya nigra pars kompakta,
SNr: Substansiya nigra pars retiktilata, GPi: Globus pallidus interna, GPe:
Globus pallidus eksterna, STN: Subtalamik ¢ekirdek.

Striatuma gelen girdiler buradan ana cikti cekirdekleri olan GPi ve SNr'ye
uzanir. GPi/SNr'den projekte olan noronlar talamus lzerinden kortekse, dongiiniin

basladigi yere doner. Noronlarin, korteksin ¢esitli bdlgelerinden baslayarak



striatumun farkli bolgelerine projekte oldugu gosterilmis, bazal gangliyonlar ve
korteks arasindaki baglantilarin islevsel farkliliklari olan agik ve kapal devreler ile
saglandigi 6ne slrulmustir (20). Bu sekilde tanimlanmis 5 adet kapali devre vardir
(21). Motor bozukluklarda 6ne ¢ikan devre motor dongtdir (22). Bu devrede primer
motor korteks ve premotor alanlardan projekte olan néronlar striatumun putamen
kismina gelir (21). Okillomotor, dorsolateral prefrontal ve lateral orbitofrontal
devreler korteksin ilgili bolgelerinden baslayarak striatumda, kaudat niikleusun farkh
alanlarina projekte olur. Son olarak, limbik dongi, anterior singulat korteksten
ventral striatuma uzanir. Prefrontal ve limbik dongtlerin farkh boélgelerdeki beyin
yapilari ile afferent ve efferent baglantilari da vardir. Bu déngitlerin ve baglantilarin
PH'de gorilen bilissel gerileme ve noropsikiyatrik rahatsizliklar gibi motor disi
bozukluklarda rol aldigi diistiniimektedir (20,21).

Striatumdaki néronlarin %90-95'ini GABAerjik néronlar olusturur. Dendritleri
Uzerinde birgok dikensi ¢ikinti bulunur ve spiny projection neurons (SPN) olarak
adlandirilirlar. SPN'ler hareket esnasinda atesleme yaparlar, fazik olarak aktiftirler.
SN, GPe ve GPi'deki GABAerjik néronlar ise tonik olarak aktiftirler. Striatumda ayrica
tonik aktivite gésteren inhibitér ara néronlar bulunur. inhibitér ara néronlar kolinerjik
noronlar ve GABAerjik ndéronlar seklinde ikiye ayrilabilir. SPN'ler diger bazal ganliyon
yapilariniinerve ederken, inhibitor ara néronlar sadece SPN'lerin hareket esnasindaki
aktivitesinin sinirlandinimasindan sorumludurlar.

Striatumdan projekte olan SPN'ler direkt ve indirekt olmak Uzere iki farkli
yolak kullanabilirler (Sekil 2.2). Direkt yolakta striatuma gelen uyari SPN'ler araciligiyla
once GPi/SNr'ye oradan ventroanterior (VA) ve ventrolateral (VL) talamusa iletilir
(Sekil 2.2 (a)). indirekt yolakta ise striatuma gelen uyari 6nce GPe'ye, oradan STN'ye,
buradan sonra, direkt yolakta oldugu gibi, GPi/SNp ve son olarak VA/VL talamus'a
iletilir (Sekil 2.2 (b)). Direkt yolakta striatuma gelen uyari ile GPi/SNr inhibe edildigi
icin net etki; talamusun disinhibisyonu, dolayisiyla talamo-kortikal aktivitenin artisi,
indirekt yolakta ise GPi/SNr aktivasyonu ile talamusun inhibisyonu, korteks
aktivitesinin azalmasi seklindedir. Motor kontrole aracilik eden major yolaklar olan

direkt ve indirekt yolagin yanisira, Gglnci bir yolak olan, hiperdirekt yolagin da motor



kontrolde roll oldugu 6ne sirilmistir (23). Hiperdirekt yolakta; motor korteksten
direkt olarak STN'ye buradan da GPi/SNr'ye eksitatér glutamaterjik uyarilar iletilir.
Hiperdirekt yolagin aktivasyonu ile goriilen net etki; GPi/SNr'nin uyarilmasi, buna

bagl olarak talamo-kortikal aktivitenin inhibisyonudur

a
( ) Korteks (b) Korteks |« (C) Korteks
Glutamat (+) Glutamat (+)
GABA(-) ;5
Striatum GPe < Striatum Glutamat (+)
GABA(-) GABA(-)
GPi STN Glutamat (+) GPi GhitGGtN) GPi
SNr SNr SNr
- GABA) GABA(-)
Talamus | Talamus | | c=sra—
(VA/VL) (VA/VL) (VA/VL)

Sekil 2.2. (a) Direkt yolak. (b) indirekt yolak. (c) Hiperdirekt yolak. SNr: Substansiya
nigra pars retikiilata, GPi: Globus pallidus interna, GPe: Globus pallidus
eksterna, STN: Subtalamik ¢cekirdek VA: Ventroanterior, VL: Ventrolateral.

Direkt ve indirekt yolakta eksprese edilen dopamin reseptorleri de farklilik
gosterir. Direkt yolakta cogunlukla eksitator D1 reseptorleri bulunurken, indirekt
yolakta inhibitor D2 reseptorleri bulunur. SNc'den striatuma projekte olan
dopaminerjik néronlardan saliverilen dopamin, D1 reseptorleri araciligiyla direkt
yolakta transmisyonu artirirken, indirekt yolakta D2 reseptoérleri araciligiyla
transmisyonu azaltir. Boylece talamus (zerindeki tonik inhibisyon azalir, korteks
uyarilr.

Cogunlukla kabul goren klasik modele gore; direkt ve indirekt yolaklar Gpi
Uzerinde zit etkiler gosteren, ayri sistemlerdir (24). Normal motor hareket direkt ve
indirekt yolaklar arasindaki dengeye dayanir ve Parkinson hastaliginda indirekt
yolagin asir aktivitesi s6z konusudur. Dopamin deplesyonu ve akinezi/bradikinezi
arasindaki iliski direkt yolaktaki aktivetinin azalmasi, indirekt yolaktaki aktivitenin
artmasi ile aciklanir. Bununla birlikte direkt ve indirekt yolaklarin birbirleriyle

fonksiyonel ve vyapisal olarak baglantili oldugu, belirli bir hareket paterninin




baslatilmasinda ve devam ettiriimesinde bu iki yolagin koordineli aktivasyonunun
gerektigini gésteren calismalar mevcuttur (25). Onerilen bu modellerde belirli bir
motor paternin gerceklesmesi icin direkt yolagin, diger istenmeyen paternlerin

baskilanmasi icin indirekt yolagin aktivasyonu gereklidir (24,26).
2.3. Hipokampus

Hipokampus ve diger hipokampal yapilar, beynin medial temporal lobunda
yerlesmislerdir. Hipokampus; cornu ammonis (CA) ve DG yapilarindan meydana gelir.
Hipokampusiin CA boélgesi; histolojik farkhliklar gésteren, CA1l, CA2 ve CA3 alt
bolgelerine ayrilir (27). CA, DG ve subikulum hipokampal formasyonu olusturur.
Entorinal, peririnal ve parahipokampal korteksler hipokampal formasyonu gevreler.
Hipokampal formasyonun girdilerini aldigi ve giktilarini gonderdigi ana yapi entorinal
korteks (EC)’tir. EC'den DG, CA3, CA1 ve subikuluma projekte olan néronlar perforan
yolagi olusturur (28) (Sekil 2.3). Hipokampal formasyonu olusturan yapilar arasindaki
major baglantilar, cogunlukla, seri ve tek yonlidir (27) (Sekil 2.3). Bu baglantilardan;
Mossy fiber yolagi DG'den baslayarak CA3'te, Schaffer kollateral yolagli CA3'ten
baslayarak CAl'de sonlanir. CAl'den projekte olan néronlar subikuluma, subikulum
projeksiyonlari ise EC'ye gelir. EC'nin, peririnal ve parahipokampal neokortikal
kortekslerle de yogun baglantilari bulunur ve bu baglantilar resiprokaldir (29) (Sekil
2.3). Peririnal ve parahipokampal korteksler unimodal ve polimodal asosiasyon
alanlarindan girdiler alip giktilar gonderirler (30). Korteksin cesitli bolgelerinden gelen
uyarilar peririnal ve parahipokampal korteksler araciligi ile EC'ye, oradan da
hipokampuse iletilir. Hipokampusten EC'ye godnderilen c¢iktilar da, ayni sekilde,

kortekse ulastirilir.
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Sekil 2.3. Hipokampal formasyonun baglantilari

Hipokampus ve diger hipokampal yapilarin baslica fonksiyonlari 6grenme,
bellek ve uzaysal oryantasyonla iliskilidir. Ogrenme siireci; bilginin kisa dénem bellege
kaydedilmesi ile baslar. Kisa donem bellegin kapasitesi sinirlidir ve kaydedilen bilgi
kisa bir zaman periyodu boyunca saklanabilir. Bilginin kalici hale getirilmesi igin uzun
dénem bellege islenmeleri gerekir. Teorik olarak, uzun déonem bellegin kapasitesi
sinirsiz olup ©grenilen bilgiler siresiz olarak saklanabilir. Uzun dénem bellek,
Ogrenilen bilginin tiriine gore; non-deklaratif ve deklaratif olmak Gzere ikiye ayrilir.
Non-deklaratif bellek, motor becerilerin ve aliskanliklarin 6grenilmesi ile iliskilidir.
Non-deklaratif 6grenme; sartlandirma, habituasyon, sensitizasyon ve prosediirel
O0grenme gibi dogrudan biling gerektirmeyen yontemler araciligiyla gerceklesir.
Serebellum, amigdala, neokorteks ve striatumun non-deklaratif bellekle iliskili oldugu
bilinmektedir. Deklaratif bellek, bilingli 6grenme ve algilama gerektirir. Olaylarin ve
gerceklerin hatirlanmasi ile ilgili olarak sirasiyla; epizodik bellek ve semantik bellek
olmak {zere ikiye ayrilir (31). Hipokampusiin bellek sireclerindeki roliine dair
onerilen teoriler farklilik gosterse de (32,33) hipokampus ve diger medial temporal
lob yapilarinin deklaratif bellekle iliskili major yapilar oldugu bilinmektedir (34).

Hipokampusiin uzaysal bellekte spesifik bir rolii oldugu disinilmektedir.
Preklinik ve klinik calismalarda, hipokampal lezyonlarin uzaysal oryantasyonu
bozdugu gosterilmistir (35,36). Hipokampuste uzaysal bilgiyi kodlayan vyer
hicrelerinin kesfi (37) ve hipokampal lezyonlarin uzaysal oryantasyon (izerindeki
etkilerinden yola cikilarak bilissel harita teorisi 6ne stiriimdistir (38). Bu teoriye gore

hipokampus, ¢evrenin beyindeki temsilini olusturan zihinsel haritalarin ve uzaysal



bellegin olusturulmasindan sorumludur. Daha sonraki yillarda, EC ve subikulum gibi
hipokampal yapilarda yerlesen grid, border ve head-direction hiicrelerinin varlig
gosterilmistir  (33,39). Fonksiyonel olarak o6zellesmis bu hicrelerin uzaysal
navigasyondaki roli bilissel harita teorisini destekler. Hipokampustin, hayvanlarda
birincil olarak uzaysal bellek ile iliskili oldugu, insanlarda ise 6grenme ve bellegin diger
turlerini de iceren, daha kapsamli bir roli oldugu distnilmektedir (40). Mevcut
veriler, insanlarda, sag hipokampusin uzaysal bilginin islenmesinde, sol
hipokampustin ise episodik bellegin olusturulmasinda daha aktif rol aldigini gésterir

(33,40).

2.4, Alfa-siniiklein

Alfa-sintklein ilk olarak, 1988 yilinda, Torpedo californica'dan izole edilmis,
proteinin presinaptik terminaller ve hiicre gekirdegi etrafinda yerlesim gosterdigi
bildirilmistir (41). Kesfinden kisa siire sonra, alfa-sinikleinin, Alzheimer hastaliginda
(AH) gorulen amiloid plaklarin non-amiloid beta komponentinin (NAC) prekiirsori
oldugu gosterilmistir (42). Alfa-sintikleinin tanimlanmasinin ardindan proteinin iki
farkli izoformu kesfedilmis, sirasiyla beta- ve gama-siniiklein olarak adlandiriimiglardir
(43,44). Alfa-sinliklein genindeki AS53T nokta mutasyonunun kalitsal PH ile
iliskilendirilmesi (2) ve proteinin Lewy cisimciklerinin major komponenti oldugunun
gosterilmesi (1) proteinin PH patolojisindeki 6nemine dair ilk bulgulardir. Alfa-
sintklein ve PH iliskisinin kesfinden sonra yapilan c¢alismalarda, proteinin yanlis
katlanmasi  sonucu olusan toksik  oligomer/fibril  turlerinin  hastaligin

patofizyolojisinde roll oldugu gosterilmistir.

2.4.1. Yapi

Alfa-sintklein 140 aminoasitten olusan ufak, asidik bir proteindir (pK,=4.7).
Cogunlukla presinaptik terminallerde bulunur. Buradaki alfa-siniikleinin cogu serbest
halde, yaklasik %15'lik kismi mebrana bagli haldedir ve normal kosullarda bu iki

fraksiyon arasindaki denge korunur (45).
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Alfa-sintiklein aminoasit dizilimi; amino terminali, NAC ve karboksi terminali
olmak Uzere U¢ bolgeye ayrilabilir. Amino terminali negatif yikli fosfolipitlerle
etkileserek membranlara baglanir (46). NAC bolgesi agregat olusumu icin esansiyeldir
ve oldukga hidrofobik olan bu bélge membranlarla da etkilesir. Amino terminali ve
NAC bolgelerinde 11 aminoasitlik tamamlanmamis tekrar dizilimleri bulunur. Bu
dizilimler sinlikleinler arasinda olduk¢a korunmus olup proteinin alfa-heliks
konformasyonu ile iliskilendirilmistir (47). Karboksi terminali, blyutklik ve dizilim
acisindan, tdrler arasinda farkhlik gosterir (46), alfa-sinlikleinin diger proteinler ve
metallerle etkilesmesine aracilik eder (48).

In vitro deneylerde, alfa-siniikleinin dogal formunun, katlanmamis, stabil
monomerler oldugu gosterilmistir (49-52). Bununla birlikte degisen ortam
kosullarinin, proteinin yapisal modifikasyonlarinin, farkli molekdl ve hiicre yapilari ile
etkilesmenin agregat olusumunu tetikledigi, bazi durumlarda da engelledigi,
gozlenmistir. YUksek sicakhk, duslik pH, oksidatif stres artisi, ortamdaki
makromolekiillerin artmis konsantrasyonlari agregat olusumunu kolaylastiran
faktorler arasindadir. Molekilin  serin-129 rezidisinln fosforilasyonu, lizin
rezidlsliniin modifikasyonlari, metionin ve tirozin rezidllerinin oksidasyonu, ayrica
dopamin oksidasyon drunleri ile etkilesimlerinin oligomer/fibril olusumu ile iliskili
oldugu duslinilmektedir (45). Karboksi- terminalinin belirli noktalardan kesilmesi
agregat olusumunu hizlandirir. Proteinin yapisinda degisikliklere neden olan A53T,
E46K mutasyonlari ile fibril, A30P mutasyonu ile oligomer olusumu goézlenir. Alfa-
sintiklein genindeki (SNCA) triplikasyonlar proteinin asiri ifadesine ve protein
agregatlarinin olusumuna neden olur. Ortamda bulunan anyonlar ve/veya metaller,
daha spesifik olarak Cu?* ve Fe?*, proteinin kismi olarak katlanmasina, agregat
olusumunun kolaylasmasina yol acar. Rotenon ve paraquat gibi cevresel toksinlerin
de agregat olusumunu indikledigi gosterilmistir. Alfa-siniikleinin membranlara
baglanmasi protein yapisinda degisikliklere, 6zellikle de alfa-heliks konformasyonu
almasina neden olur. Membran fosfolipitleri ile etkilesme sonucu gozlenen yapisal
degisiklerin agregat olusumunu hizlandirdigl ya da engelledigine dair farkh bulgular

mevcuttur (45,53). Bu bulgulara gore alfa-sintklein normal kosullarda katlanmamis
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monomerler olarak bulunur, ancak degisen ortam kosullari ve molekiler dizeydeki
etkilesimleri proteinin kismi olarak katlanmasina, sonug olarak oligomer ve/veya fibril

olusumuna yatkin hale gelmesine neden olur.
2.4.2. Fizyolojik islevleri

Alfa-sintkleinin fizyolojik islevleri kesin olarak bilinmemekle beraber,
proteinin presinaptik yerlesimi, membran yapilari ve c¢esitli sinaptik proteinlerle
etkilesimi sinaptik aktivitede roli olabilecegini distindurur. Alfa-sinikleinin, sinaptik
vezikul rezervlerinin regilasyonu, vezikillerin mobilizasyonu ve ndérotransmitter
saliverilmesi ile iliskili oldugu bir¢ok calismada gosterilmistir (54—58). Mevcut verilerle
alfa-sinlikleinin sinapslardaki islevi kesin olarak tanimlanamasa da, proteinin sinaptik
transmisyonun regiilasyonunda rolii oldugu aciktir (59). Alfa-sintikleinin, spesifik
olarak dopaminerjik sinapslardaki etkileri dopaminin, sentez, saliverilme, geri alim ve
depolama asamalarinda gorilir. Alfa-sintklein, tirozin hidroksilaz (TH) ve amino asit
dekarboksilaz (AADC) enzim aktivitelerini inhibe ederek dopamin sentezini negatif
yonde etkiler (60,61). Proteinin asiri ifadesinin in vitro ve in vivo olarak dopaminerjik
saliverilmeyi azalttigi (62,63), knock-out (KO) edilmesinin ise, fare modellerinde,
dopamin saliverilmesini artirdig1 gozlenmistir (64). Alfa-sintikleinin, ayrica, dopamin
tastyicisinin  (DAT) ve vezikiiler dopamin tasiyicisinin (VMAT2) ifadesini ve
aktivitelerini degistirdigi gosterilmistir (65).

Alfa-sintikleinin sinaptik terminallerden baska, niikleus ve mitokondride de
gozlenmesi patolojik kosullara bagl olarak ortaya cikabilecegi gibi, proteinin bu
yapilarda fizyolojik olarak da fonksiyon gdsterebilecegine isaret eder. Alfa-sinlkleinin
hiicre niikleusunda histonlar, transkripsiyon faktorleri gibi niikleer proteinler ve
cesitli promoterlar ile etkileserek gen ekspresyonunu modile edebilecegi 6ne
surllmustiir (66). Alfa-sinlklein miktarindaki degisikliklerin mitokondri morfolojisini
ve islevlerini etkiledigi gosterilmis (67), proteinin, normal kosullarda, mitokondrinin
islevselliginin stirdirilmesinde katkisi oldugu 6ne strdlmdastir (59).

Alfa-siniikleinin, karboksi terminali araciligiyla cesitli protein ve molekiillerle

etkilesebilmesi, ayni zamanda saperon protein 14-3-3 ile yapisal ve fonksiyonel
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homoloji gostermesi nedeniyle saperon benzeri aktivite gosterebilecegi ©ne
surilmustir (46). Alfa-sintkleinin, yuksek sicaklikta denatire olan proteinlerin
agregasyonunu Onledigi, oksidatif stres ve apoptotik uyaranlara karsi dopaminerjik
noronlart korudugu bildirilmistir (65). Benzer olarak, artmis oksidatif stres
kosullarinda alfa-sintiklein ifadesinin arttigi ve noroprotektif etki gosterdigi (68),
proteinin monomerik formunun membranlarin doymamis yag asitlerine baglanarak
lipit oksidasyonunu onledigi (69) bildirilmistir. Bu bulgular dogrultusunda, alfa-

sintkleinin antioksidan islevlerinin de oldugu distnilmektedir.

2.4.3 Alfa-siniiklein ve PH Patolojisi

Parkinson hastaliginda gorilen temel patolojik bulgu; SNc'deki dopaminerjik
noronlarin dejenerasyonu, buna bagh olarak da striatal dopamin miktarinin
azalmasidir. Nérodejenarasyonun yani sira, néronlarda alfa-sintiklein iceren LC'lerin
bulunmasi da PH'nin karakteristik bir gdstergesidir. Nérodejenerasyonu baslatan asil
olay bilinmemekle beraber, genetik ve cevresel faktorlerin buradaki noéronlarin
Olimune yol actigl, SN dopaminerjik néronlarin fizyolojik karakteristiklerinin bu siireci
kolaylastirdigi bilinmektedir. PH'de, patolojik alfa-siniklein birikimininden baska;
hiicre i¢i yikim yolaklarinin disfonksiyonu, mitokondriyal islev bozukluklari, oksidatif
ve nitrozatif stres, néroinflamasyon, Ca?* disregilasyonu ve eksitotoksisitenin de
norodejeneratif sirece katkisi oldugu bilinmektedir (13,70-73). Bu olaylar, alfa-
sintklein patolojisi ve birbirleriyle yakindan iliskili olup noérodejeneratif siirecte
degisen oran ve derecelerde rol alirlar (74).

Alfa-sinlikleinin PH patogenezindeki 6nemine dair ilk bulgular; SNCA
genindeki A53T nokta mutasyonunun kalitsal PH ile iliskilendirilmesi (2) ve proteinin
Lewy cisimciklerinin major komponenti oldugunun gosterilmesidir (1).

Oligomer ve/veya fibril olusumu hastahigin en o6nemli karakteristik
bulgularindan bir tanesidir. Alfa-siniklein monomerlerinin ortam kosullarina ve
molekiler etkilesimlerine bagh olarak yanlis katlanmasi oligomerlerin olusumuna yol
acar. Oligomerlere daha fazla monomer eklenmesi amiloid fibrillerin, bu fibrillerin

patolojik diizeylerde birikmesi de Lewy cisimciklerinin olusumu ile sonuglanir.



13

Oligomerik agregatlar daha cok aksonlarda ve presinaptik terminallerde gozlenirken,
fibriler alfa-sinliklein Lewy cisimciklerinin icinde, néron govdelerinde yerlesim
gosterir (48). Alfa-sintklein fibrilleri beta tabakalar agisindan zengin olup, farkh
yapilarda bulunabilir (75,76). Yapisal farkliliklarin, beta tabakalarin katlanma
sekillerinden ve/veya yan zincirlerin bulundugu ortamla etkilesmelerinden
kaynaklandigi dusliniilmektedir (45). Fibrillere benzer sekilde, oligomerler de yapisal
farklihklar gosterir. Alfa-helikal, beta-tabakali ya da diizensiz yapilarda oligomerler
mevcuttur (77). Alfa-sinlklein, dinamik yapisi nedeniyle, farkli hiicre yapilarinda farkh
konformasyonlarda bulunuyor olabilir. Proteinin, in vivo yapisal durumuna ve
fizyolojik roltine iliskin mevcut verilerin kisith olmasi PH patofizyolojisine neden olan
turlerin kesin olarak belirlenmesini zorlastirir. Rekombinant alfa-siniklein fibrillerinin
(78,79) ve post-mortem beyinlerden elde edilen fibrillerin nérodejenerasyonu ve
Lewy benzeri patolojiyi indikledigi (80), selektif noron o6limine vyol actigl
gosterilmistir (81). Bununla birlikte, néron olimiinin fibril olusumundan 6nce (82)
veya fibriler inklGzyonlar olmaksizin (75,83) gerceklestigi, alfa-siniiklein gen
mutasyonlarinda proteinin fibriler olmayan oligomerik tirlerinin varhg (84,85)
bildirilmistir. Bu veriler dogrultusunda hastaliktan sorumlu olan alfa-siniiklein
formunun toksik oligomerler oldugu ileri sirGilmustdr.

Oligomerik ve fibriler alfa-siniklein tiirleri ve nérodejenerasyon arasindaki
iliski bu tirlerin 6nemli hiicresel mekanizmalarin normal isleyisini bozmasiyla
aciklanabilir.  Oligomerik/fibriler alfa-sintiklein  tirlerinin lipit membranlar,
mitokondri, endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi gibi hiicresel yapilarla, glial
hiicrelerle, aksonal transportta rol alan proteinlerle, ayrica protein degradasyon
sistemleri olan ubikitin proteaz sistemi ve saperon aracili otofaji ile etkilestigi
gosterilmistir (86). Bununla birlikte, alfa-siniikleinin olasi fizyolojik fonksiyonlari
gozonline alinarak, katlanmamis monomerlerinin  fonksiyon kaybinin da
patofizyolojide roli olabilecegi 6ne sirilmustir (47).

PH'nin patogenezinde rol aldigi gosterilen molekiler mekanizmalar arasinda
alfa-sinliklein agregasyonu ve iliskili olaylar 6énemli yer tutar. Bununla birlikte

hastaligin daha iyi anlasilabilmesi ve etkili tedavi yontemleri gelistirilebilmesi icin;
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alfa-sinlikleinin fizyolojik ve patolojik kosullardaki islevlerinin, hiicresel yerlesiminin,
ayrica toksisiteye neden olan tirlerinin ve bu tirlerin olusmasina katkida bulunan
faktorlerin aydinlatilmasi gerekmektedir.

PH nigral dopaminerjik néronlarin dejenerasyonu ile karakterize edilmesine
ragmen patolojinin buradaki néronlarda baslamadigl ve bazal gangliyonlar disinda
diger vyapilari da etkiledigi ileri strilmuastir (12,87). Braak hipotezine gore
patofizyoloji 6 asamaya ayrilir ve klinik bulgular son 3 asamada gorilir. Braak
asamalandirmasinin ¢ikis noktasi; post mortem dokularda, alfa-sinliklein iceren Lewy
cisimciklerinin ve Lewy noritlerin (LN), hastaligin evresine gore farkl yapilarda
gozlenmesidir (12). Birinci asamada; vagus sinirinin dorsal motor niikleusunda ve
olfaktér bulbusta LC ve LN'ler gériiliir. ikinci asamada locus coeruleus, raphe nucleus
ve retikiler sistem, liciincli asamada; bazal 6n beyin, amigdala, SNc yapilari etkilenir.
Daha sonra patoloji mezokortekse ilerler ve bu asama doérdiinclii asama olarak kabul
edilir. Besinci ve altinci asamalarda ise LC/LN patolojisi; preferontal, duyusal
asosiasyon ve premotor alanlari da kapsamak lizere neokortekse yayilir. LC/LN
patolojisi gorilen néronlarin uzun, ince aksonlu, aksonlarin myelinsiz veya kismen
myelinli oldugu da goézlenmistir (12). Bu bulgular patolojinin hasara yatkin olan
noronlarda rostral olarak ilerledigi tezini gliclendirir. PH'de, enterik sinir sisteminin de
(ESS) LC/LN patolojisinden etkilendigi gosterilmistir (88). Hastaligin erken
evrelerinden itibaren goriilen gastrointestinal belirtiler, ayrica ESS néronlarinin
morfolojik yapilari g6z 6niine alinarak patolojinin ESS'de baslayip vagus siniri araciligi
ile santral sinir sistemine (SSS) gecis yaptig1 6ne strilmustir (12,88). Bu modellerde
alfa-sinikleinin noéronlar arasi transmisyonunun prion benzeri mekanizmalarla
gerceklestigi dustinilmektedir. Fotal dopaminerjik néron transplantasyonu yapilan
Parkinson hastalarinda, transplantlarin alfa-siniiklein inkllizyonlari icerdigi
bildirilmistir (89,90). Bu bulgulari takiben yapilan in vivo ve in vitro deneylerle de alfa-
sintklein patolojisinin transsinaptik olarak yayilabilecegi gosterilmistir (91,92).

PH patolojisinin, Braak asamalandirmasina goére, belli bir patern izleyerek
ilerledigi ve néronlar arasi prion benzeri mekanizmalarla gegis yaptigi gosterilse de bu

hipotez halen tartismaldir. Patolojinin baslangic noktasi, etkilenen yapilar ve
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hastaligin siddeti arasindaki iliski, retrograd vyayillim gibi noktalarda Braak
hipotezinden farkhlik gésteren olgularin varligl nedeniyle hastaligin sadece belirli bir

alt tipinin Braak hipotezi ile uyumlu olarak ilerleyebilecegi 6ne slrilmugstir (91).

2.5. Motor ve Motor Disi Belirtiler

PH'de gorilen temel motor belirtiler bazal ganglia yapilarinin disfonksiyonu
ile agiklanabilir (13). Klinikte, striatal dopaminin %80 azalmasi, deneysel modellerde
nigral dopaminerjik hiicre kaybinin %50-60 civarinda olmasi motor belirtilerin
gorilmesi icin esik degerlerdir (11,93). Braak hipotezine gére, motor bozukluklar 3.
asamadan itibaren gorilir. LC patolojisi bu evrede orta beyine ulasir ve SNc dahil
olmak Uzere buradaki yapilari etkiler (87).

Hastaligin motor disi bulgulari; kognitif ve néropsikiyatrik belirtiler, uyku
bozukluklari, otonomik ve duyusal belirtileri kapsar (94). Bu bulgularin bir kismi
hastaligin erken evrelerinde, motor belirtilerden 6nce gorilebilecegi gibi, hastaligin
ilerleyen evrelerinde de motor bozukluklara eslik edebilir. Hastalarin yasam kalitesini
en az motor bozukluklar kadar etkileyen motor disi bulgulardan bilissel disfonksiyon,
anksiyete ve depresyon oldukca yaygindir ve ortalama prevalanslari %40 ila 50
arasindadir (95).

Frontostriatal devrelerin isleyisindeki bozukluklar cesitli noropsikiyatrik
hastaliklarin patolojisinde rol oynar (96). Serotonin, noradrenalin, asetilkolin, GABA
ve dopamin gibi farkh noérotransmitterlerin frontostriatal devrelerin aktivitesini
modiile ettigi bilinmektedir (21). Bu devrelerdeki azalmis dopaminerijik aktivitenin,
PH'de gorilen bilissel gerileme, anksiyete ve anhedoniye aracilik ettigi
duslintlmektedir (97).

Bilissel ve noropsikiyatrik bozukluklarin hipokampal yapilar ile de iliskili
olabilecegi 6ne sirilmustliir (14). Cesitli gortuntileme teknikleri ile Parkinson
hastalarinda hipokampal voliimin azaldig1 gosterilmis, hipokampal atrofinin kognitif
disfonksiyonla iliskili oldugu gozlenmistir (98—101). Hipokampusin 6grenme ve
bellekteki rolli, molekiiler diizeyde, buradaki noronlarda gerceklesen sinaptik

plastisite ve uzun donemli potensiyalizasyon (LTP) ile agiklanir (102,103). Toksin
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aracili ve genetik hayvan modellerinde; LTP'nin, endojen dopamin miktari ve kognitif
fonksiyonlarla beraber korele bir sekilde azaldig1 gosterilmistir (104). Dopaminerjik
hipoaktivitenin yanisira alfa-siniiklein patolojisinin de hipokampal fonksiyonlari
etkilemesi olasidir. Hastaligin ilerleyen evrelerinde, hipokampus ve diger limbik
sistem yapilarinda LC'lerin varligi bildirilmistir (87). Alfa-sinliklein agregasyonunun
LTP Uzerindeki roli incelendiginde; alfa-siniklein oligomerlerinin bazal sinaptik
transmisyonu degistirdigi ve LTP'yi azalttig1 gézlenmistir (105).

Hipokampus DG ve subventrikiler bolge, yetiskin beyinde, yeni ndéron
olusumunun gozlendigi bolgelerdir (106). PH patolojisinin bu yapilardaki nérogenezi
azalttigini gosteren calismalar mevcuttur (107). Hipokampal nérogenezin, 6grenme
ve bellek fonksiyonlarinin yanisira, noéropsikiyatrik hastaliklarda da roli oldugu
dislinilmektedir (106). Hipokampusun ventral tegmental alan (VTA) ve niikleus
akumbens (NAc) gibi mezolimbik yapilarla olan anatomik baglantilari ve mezolimbik
sistemin noropsikiyatrik hastaliklardaki roli g6zéniline alinarak PH'de goriilen
depresyon, anksiyete ve anhedoninin hipokampal disfonksiyon ile iliskili olabilecegi

onerilmistir (14,106).

2.6. Deneysel Hayvan Modelleri

Deneysel PH modelleri, genel olarak, toksin aracili ve genetik modeller olmak
Uzere ikiye ayrilabilir. Halen kullanilmakta olan deneysel modellerin hastaligin
etiyolojisinin ve molekiiler mekanizmalarinin anlasiilmasina katkisi blytk olmakla
beraber, bu modellerden hicbiri hastaligin patofizyolojisini ve ilerleyici

norodejeneratif stireci tam olarak yansitmamaktadir.

2.6.1. Toksin aracili modeller

Toksin aracili modellerde; 6-OHDA, MPTP, paraquat ve rotenon gibi
norotoksinler kullanilarak akut noéron harabiyeti gerceklestirilir. Bu modeller,
nigrostriatal hasarin olusturmasinda etkili olmakla beraber hastaligin ilerleyici

slrecini yansitmakta yetersizdirler .
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6-Hidroksidopamin (6-OHDA)

6-OHDA mitokondriyal kompleks I'i inhibe ederek oksidatif stres artisina ve
enerji Uretiminin azalmasina neden olur. PH'dekine benzer sekilde, nigrostriatal
dopaminerjik néron hasari ve dopamin deplesyonu gorlir (108). 6-OHDA'nin alfa-
sintiklein ile etkilestigi gosterilmis olsa bile, bu modelde, PH'de karakteristik olarak

gorulen protein agregatlari ve/veya Lewy benzeri cisimciklere rastlanmaz (109).

MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin)

MPTP, sistemik enjeksiyonu takiben kan beyin bariyerini gecerek astrositlere
alinir. Burada, toksik etkilerden asil sorumlu olan, MPP*ye (1- metil-4-
fenilpiridinyum) donisiir ve MPP* dopamin tasiyicilari (DAT) ile néronlara transfer
edilir. Glglu bir mitokondriyal kompleks | inhibitéri olan MPP* 'nin oksidatif stresi
artirdigl, hicrenin enerji metabolizmasini bozdugu, inflamasyon ve apoptozis
yolaklarini aktive ettigi bildirilmistir (109,110). MPTP, kullanildigi modellerde,
PH'dekine benzer sekilde, selektif olarak, SNc dopaminerjik néronlarin oliimiine ve
dopamin miktarinin azalmasina neden olur. Motor bozukluklar primatlarda agik bir
sekilde gozlenirken, farelerde tiirlere bagh olarak farkhliklar gosterebilir. MPTP
modellerinde genellikle LC'lere rastlanmaz. Birka¢ calismada MPTP ile Lewy benzeri
inklGzyonlarin olustugu bildirilmistir ancak bu durumun tekrarlanabilirligi distktir ve
uygun kosullar saglandig takdirde LC olusumunun gozlenebilecegi dne siirtilmustir

(111).
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Paraquat

Paraquat yapica MPP*'ye benzerlik gosteren bir herbisittir toksik etkilerini
oksidatif stresi artirarak gosterir. Artmis reaktif oksijen tirleri, daha spesifik olarak
02, H202 ve OH" lipit, protein, DNA ve RNA hasarina neden olur (109). Paraquat,
MPP*'ye gbre daha zayif bir mitokondriyal kompleks | inhibitéridir ve oksidatif stresi,
asll olarak, hiicre i¢i redoks dongiileriile etkileserek artirir (112). Ayrica proapoptotik
yolaklari aktive ederek apoptozise de yola actigi gosterilmistir (110). Ancak
nigrostriatal sistem lzerindeki etkileri tartismalidir. Paraquat uygulamasini takiben
nigrostriatal yolakta ndrodejenerasyon goruldigiini bildiren ¢alismalarin yanisira
herhangi bir degisikligin gdzlenmedigi ¢alismalar da mevcuttur (109). Paraquat
modelinin sagladigl en biliylk avantaj alfa-sinlklein agregatlarina ve Lewy benzeri

cisimciklerin olusumuna yol agmasidir (113).

Rotenon

Rotenon herbisit ve insektisit olarak kullanilan toksik bir ajandir. Oldukca
lipofilik olup farkli yollardan uygulanabilir. Hayvan modellerinde, alfa-sinlklein
agregasyonu, LC olusumu, mitokondriyal kompleks | inhibisyonu, oksidatif stres,
inflamasyon, davranissal degisiklikler ve gastrointestinal bozukluklar gibi PH'ye 6zgi
bircok karakteristik bulgu gosterilmistir (114). Rotenon ile belirli dozlarda selektif
nigrostriatal norodejenerasyon gerceklestirilebildigi bildirilmisse de lezyonun
blyukligu ve vyerlesimi ile ilgili birbiri ile uyum gostermeyen, farkh sonuglar

mevcuttur (115,116).

Tablo 2.1. Toksin aracili modellerin karsilastirilmasi (117).

Motor SI.\.IC Strlatal. LC/Siniiklein

Model bozukluk néronlarinin dopamin atoloiisi
kaybi kaybi P j

Azalmis

lokomotor
6-OHDA aktivite, tek | ,, - Yok

tarafli

dénme

hareketi
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Tablo 2.1. Toksin aracili modellerin karsilastirilmasi (devam) (117).

Bradikinezi,
tremor,
MPTP rijidite, +++ +++ Yok
azalmig
lokomotor
aktivite
Azalmis
Rotenon lokomotor ++ +4+ Var
aktivite
Azalmis
Paraquat lokomotor | ++ +4+ Var
aktivite

+++: Siddetli, ++:0rta, +: Hafif

2.6.2. Genetik Modeller

Genetik gegcisli PH tim olgularin %10 kadarini olugturur (118). Nadir olarak
gorilmesine ragmen, sporadik PH'dekine benzer klinik bulgularin gozlenmesi
nedeniyle altta yatan mekanizmalarin da benzer olabilecegi ileri strilmustir. Bu
modellerde, PH ile iliskili oldugu bilinen gen ve gen Urlinlerinin modifikasyonlari s6z

konusudur.

Alfa-sintiklein

PH'ye iliskin ilk genetik bulgu alfa-siniiklein geninde (SNCA) meydana gelen
mutasyonlardir. Kalitsal PH'de, SNCA nokta mutasyonlarinin (A53T, A30P, E46K ve
H50Q) ve multiplikasyonlarinin  varligi  gosterilmistir  (2-5,119). SNCA
multiplikasyonlari ifade edilen protein seviyelerinin patofizyolojide roli olabilecegini
dislindirir (110). Bu amagla alfa-sinlkleinin mutant ve yabanil formlarinin asiri
ifadesine dayanan transgenik ve viral vektor aracili hayvan modelleri gelistirilmistir.

Transgenik fare modellerinde; motor bozukluklar, striatumda azalmis
dopamin ve TH seviyeleri, buradaki dopaminerjik terminallerinin kaybi, SNc ve diger
beyin bdlgelerinde alfa-sinlklein agregatlarinin varligi bildirilmistir. Kullanilan
transgenik fare modeli ve promoter'a gore elde edilen bulgular farkhlik gdsterir (117).
Ancak bu modellerin ¢ogunda PH'dekine benzer, ilerleyici nitelikte ve selektif

nigrostriatal dejenerasyon gozlenememistir (11,110,120).
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Viral vektor aracili modellerde, lentiviral (LV) ya da adeno iligkili viral (AAV)
vektorler kullanilarak, istenilen beyin bolgesinde, alfa-sintkleinin asiriifadesi saglanir.
Alfa-sintiklein geninin orta beyin dopaminerjik néronlara transdiiksiyonunda, AAV
vektorleri LV vektorlere gére daha etkili bulunmustur. Gen aktarimi, AAV aracili
modellerde %80 ila 90 arasinda iken, LV vektorlerde bu oran %50 civarindadir (11).
Buna bagli olarak, AAV modellerinde gozlenen nigral néron kaybinin ortalama %50-
60, LV modellerinde ise %25-35 civarinda oldugu bildirilmistir (121). Transgenik
modellerin aksine, viral vektér aracili modellerde; ilerleyici nitelikte nigral
dopaminerjik néron kaybi, striatal akson ve terminallerin nérodejenarasyonu
gozlenmistir. Noron kaybi, retrograd yayilim hipotezinde 6nerildigi gibi, striatal akson
ve terminallerin dejenerasyonunundan sonra gergeklesir. Bildirilen sonuglar

degiskenlik gosterse de motor fonksiyonlarin kaybi s6z konusudur (122)
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LRRK2 (Leucine-rich repeated kinase 2)

LRRK2 gen mutasyonlari ge¢ baslangigli, otozomal dominant PH ile
iliskilendirilmistir (133). Transgenik hayvan modellerinin birkaginda; zaman igerisinde
artan motor bozukluklar, striatal dopamin saliverilmesinde azalma, nigral
dopaminerjik noronlarin progresif dejenerasyonu bildirilmistir (134,135). Ancak
modellerin ¢ogunda, yeterli dopaminerjik nérodejenerasyon ve PH ile iliskili diger

bulgular gosterilememistir.

Parkin

Parkin, PRKN geni tarafindan kodlanan bir ubikitin E3 ligazdir. Parkin’in
enzimatik aktivitesindeki azalmanin, hem sporadik hem de kalitsal PH'de rol aldigi
disunilmektedir (109). PRKN mutasyonlari, erken baslangigli, otozomal resesif PH ile
iliskilendirilmistir (136). Hayvan modellerinde; dopamin saliverilmesi ve norepinefrin
(NE) seviyelerinde azalma, orta derecede mitokondriyal hasar, oksidatif streste artis
gorildugi bildirilmisse de davranissal bozukluklar ve SNc dopaminerjik néronlarinda
anlamli derecede kayip olusturulamamistir (109,110). Bununla birlikte, mutant parkin
(Parkin-Q311X) proteininin ifade edildigi transgenik fare modelinde, ge¢ baslangigli
ve ilerleyici motor bozukluklar, SNc dopaminerjik néron kaybi, striatal dopaminerjik
terminallerde azalma gozlenmistir (137). Viral vektor aracili, mutant ve insan yabanil
parkin proteinlerinin asiri ifadesinin gergeklestirildigi bir modelde SNc dopaminerjik

noronlarin progresif kaybi gosterilmistir (138).

PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1)

PINK1 proteini, Parkin ile beraber, mitofajiye aracilik eder. Hiicrelerde
mitokondriyal hasar ve oksidatif strese karsi koruyucu oldugu, apoptozis yolaklarinin
aktivasyonunu engelledigi dislinilmektedir (112). Otozomal resesif ve erken
baslangicli PH vakalarinda PINK1 gen mutasyonlarinta rastlanmistir (139).

PINK1 knock-out hayvan modellerinde; mitokondriyal islev kaybinin
gozlendigi, lokomotor aktivitenin ve striatal dopamin seviyelerinin progresif olarak

azaldig bildirilmistir (140,141). PINK1 modelleri, nigrostriatal dejenerasyon ve LC
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olusumu gibi hastaligin major bulgularini gostermekte yetersizdir. Yine de hastaligin

patofizyolojisini ve iliskili proteinlerin rollerinin anlasiimasina katki saglayabilirler.

DJ-1

DJ-1 gen mutasyonlari otozomal resesif ve erken baslangich PH ile iliskilidir
(142). DJ-1 proteini, mitokondriyal ve transkripsiyonal regiilasyonda rol alir, ayrica
oksidatif stres sensori, proteaz ve saperon olarak da islev gortr (110). DJ-1 KO fare
modellerinde azalmis lokomotor aktivite ve striatal dopamin saliverilmesi
gozlenirken, SNc dopaminerjik néron kaybi ya da dopamin seviyelerinde degisiklik
gbzlenmez (117). Bununla birlikte, DJ-1 KO ve C57/BL6 farelerinden, geri ¢caprazlama
yontemiyle elde edilen transgenik hayvanlarin SNc'lerinde, erken baslangicli,
unilateral dopaminerjik néronal kayip oldugu, zaman igerisinde dejenerasyonun
bilateral olarak yayildigi gbzlemlenmistir. Ayni hayvanlarda, progresif, bilateral locus
coeruleus dejenerasyonu ve orta derecede davranissal bozukluklar bildirilmistir
(143). Bu modelin, tekrarlanabilirligi saglanirsa, hastaligin erken evrelerinin ve

ilerleyici sirecinin arastirilmasinda kullanish olabilecegi 6ne strilmustir
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3.GEREC ve YONTEM
3.1.Deney Hayvanlari

Bu calismada baslangi¢c agirligi 220-280 gram arasinda olan, 8-10 haftalik,
Sprague Dawley tipi disi sicanlar kullanildi (n=100). Sicanlar Hacettepe Universitesi
Deney Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden temin edildi (Hacettepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu karar no: 2014/44-10). Sicanlar, kafes ve
ortamlarina uyum saglayabilmeleri icin deneylere baslanmadan en az 2 giin 6nce
deneylerin yapilacagl laboratuvara getirildiler. Deneyler siiresince sabit nem ve
20£2°C oda sicakhginda, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlk ortamda tutuldular. Stikroz

tercih testi siiresi haricinde yiyecek ve igecek sinirlamasi yapilmadi.
3.2. Stereotaksik Cerrahi

Cerrahi islem 6ncesi siganlara 0,5 mL intraperitoneal (i.p.) ketamin-ksilazin
(90:10 mg/kg) karisimi verilerek genel anestezi uygulandi. Hayvanlar agrili uyarana
yanit vermeyene kadar beklendi. Anestezi altinda, stereotaksik aparata (Stoelting,
Stoelting CO, Illinois, ABD) uygun sekilde yerlestirilip kafatasi sabitlendi. Kafa derisi
povidon iyot ve alkol ile dezenfekte edildi ve orta hattan 1,5 cm kadar kesi agildi. Skalp
ve periosteum yari steril olarak temizlendi. Stereotaksi atlasi (144) referans alinarak
oncelikle incisor bar kulaklar arasi ¢izginin (interaural line) 2,3 mm asagisina indirildi.
SN igin; bregma’nin 5,2 mm posterioru ve 2,0 mm sagi, DG igin; bregma’nin 5 mm
posterioru ve 3,5 mm sagi belirlendi. Kemik dokuda, dura mater gorilene dek 1-2 mm
capinda delik acildi. Ucuna cam kapiller takilmis olan Hamilton siringasina (10 plL, 26s
gauge) sirasiyla; 2 pL serum fizyolojik (SF), 1 uL hava, 2 uL virls cekildi. Sadece SF
enjeksiyonu yapilacak hayvanlar icin yalniz 2 pL SF ¢ekildi. Hamilton siringasi ile SN'de
7,2 mm, DG'de 2,6 mm ventrale inildi. Dakikada 0,2 uL hizinda olacak sekilde viris ya
da SF ilgili koordinatlara enjekte edildi. Enjeksiyon tamamlaninca, SN'de 5 dakika,
DG'de en az 10 dakika beklendikten sonra siringa 5 saniyede bir 1 mm yukari ¢ekilerek

yavasca beyin dokusundan cgikarildi. Cilt kesisi cerrahi iplikle dikildi. Hayvanlara post
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operatif olarak 1 mL subkitan (s.c.) SF, 0,7 mL i.p. parasetamol verildi ve hayvanlar

anestezinin etkisi gecene kadar homeotermik tabla tzerinde gézetim altinda tutuldu.
3.3. Deney Gruplan

Siganlar stereotaksik enjeksiyon yapilan bolgelere ve enjekte edilen gene gére

kontrol gruplari da dahil olmak Uzere toplam 10 gruba ayrildi;

(i) SN AAV6-alfa-sinlklein enjeksiyonu yapilan grup (n=12)

(ii) SN AAV6-GFP enjeksiyonu yapilan grup (n=12)

(iii) SN serum fizyolojik enjeksiyonu yapilan grup (n=4)

(iv) DG AAV6-alfa-siniiklein enjeksiyonu yapilan grup (n=12)

(v) DG AAV6-GFP enjeksiyonu yapilan grup (n=12)

(vi) DG serum fizyolojik enjeksiyonu yapilan grup (n=4)

(vii) SN ve DG AAV6-alfa-sinlklein enjeksiyonu yapilan grup (n=12)
(viii) SN ve DG AAV6-GFP enjeksiyonu yapilan grup (n=12)

(ix) SN ve DG serum fizyolojik enjeksiyonu yapilan grup (n=6)

(x) Hicbir isleme tabii tutulmamis normal sicanlar (n=14).

Her gruptaki hayvanlarin yarisi immiinohistokimya (iHK) yéntemi, diger yarisi
immiinoblotlama (iB) yontemi ile incelenmek lizere; IHK analizlerinde kullanilacak

grup (n=50) ve iB analizlerinde kullanilacak grup (n=50) olarak ikiye ayrildi.
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Butun sicanlarda enjeksiyonu takiben 14. haftadan itibaren, nigral ve/veya

hipokampal hiicre 6limi sonucunda ortaya c¢ikacak motor ve motor disi

bozukluklarin degerlendirilmesi amaciyla motor ve bilissel islevlerin incelenmesine

yonelik deneyler yapildi. Deneylere baslamadan once, sicanlarin insan temasina

alismasi ve anksiyetelerinin azaltilmasi igin, siganlar en az 2 glin boyunca her giin,

yaklasik 10 dakika kadar tutuldu. Sicanlar icin stresli olabilecek deneylerden sonra

diger deneye gegcmeden en az 2 giin ara verildi (Sekil 3.1).

Stereotaksik Beyinlerin
enjeksiyon cikarilmasi
Hafta 1 4 8 12 4 17

Gin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
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Sekil 3.1. Motor ve bilissel islevlerin incelenmesine yonelik deneylerin tasarimi
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Deney sonuglarinin hayvanlarin giin igi ritmlerinden etkilenebilecegi gdz 6niinde
bulundurularak, ayni deneyler her bir hayvan grubunda gliniin ayni zaman diliminde
yapildi (Sekil 3.2).

-Yiikseltilmis Arti Labirent
-Silindir

-Apomorfinle indiiklenen
Lokomotor Aktivite ve Dénme

-Yeni Nesne Tanima
-Agik Alan

Morris Su Labirenti

Sekil 3.2. Motor ve bilissel islevlerin incelenmesine yonelik deneylerin yapildig
zaman dilimleri

3.4.1. Yeni Nesne Tanima Testi (YNTT)

Yeni nesne tanima testi, kemirgenlerin daha dnceden aliskin olduklari bir
ortamda bulunan yeni nesnelerle daha fazla vakit gegirme egiliminden yararlanilarak
yapilan bir hafiza testidir (145).

Bu test icin, 40x40 cm buyikliglinde, 30 cm yiksekliginde, Gsti acik, siyah bir
kutu kullanildi. Hayvanlar testin 1. ve 2. glinlerinde 10'ar dakika bos kutuya kondu ve
diizenege alismalari saglandi. 3. giin kutunun sag ve sol st kadranlarina, kutunun
ceperlerinden esit uzaklikta olacak sekilde birbiriyle ayni renk, boyut ve sekilde olan
iki nesne yerlestirildi. Hayvanlar nesnelere arkasi donik olacak sekilde kutunun
ortasina kondu ve hayvanlarin 10 dakika boyunca nesneleri tanimasi saglandi. Kisa
dénem bellegi test etmek amaciyla, 1 saat sonra, sag Ust kadrandaki nesne, sekil ve
renk olarak farkli olan yeni bir nesne ile degistirildi ve hayvanlar kutunun ortasina,

nesnelere arkasi doniik olacak sekilde birakildi. 5 dakika boyunca video kamera takip
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sistemi (EthoVision®XT, Noldus Informational Technology, Wageningen, Hollanda)
kullanilarak kayit yapildi. Bu siire icerisinde hayvanlarin eski ve yeni nesne ile gegirdigi
zaman, nesnelere vyaptigl ziyaretlerin sikhigl video takip sistemi yazilimi
(EthoVision®XT, Noldus Informational Technology, Wageningen, Hollanda) ile analiz
edildi. Testin 3. glinde yapilan nesneleri tanima fazindan 24 saat sonra, uzun dénem
bellegi test etmek amaciyla; degistirilen yeni nesnenin yerine, daha énce kullanilan
iki nesneden de renk ve sekil olarak farkl olan yeni bir nesne yerlestirildi. Hayvanlar
ayni sekilde kutunun ortasina birakildi ve 5 dakika boyunca kayit yapildi. Bu stirede
hayvanlarin eski ve yeni nesne ile gecirdigi zaman ve nesneleri ziyaret sikhgl analiz
edildi. Sistemin analiz ayarlari; hayvanlarin nesnelere en az 1,5 cm yaklasarak, burnu
ya da on ayaklariyla nesneyi kesfetme davranisi bir ziyaret olacak sekilde ayarlandi.
Sonuglar kisa ve uzun dénem olmak Uzere ayri ayri, yeni nesneyle gegirilen zamanin
her iki nesneyle gecirilen toplam zamana orani ve yeni nesneyi ziyaret sikhiginin her

iki nesneye yaptigl toplam ziyaret sikligina orani seklinde hesaplandi.
3.4.2. Morris Su Labirenti Testi

Morris su labirenti testi, kemirgenlerin uzaysal 6grenme ve bellek
kapasitelerini 6lgmeye yarayan bir testtir (146).

Bu test icin, 143 cm capinda, siyah bir tankin icine, tankla ayni renkte olan bir
platform vyerlestirildi. Tank 22-26°C sicakhginda suyla dolduruldu. Platformun
yuksekligi su ylzeyinden 3 cm asagida olacak sekilde ayarlandi. Tankin etrafina
hayvanlarin gorebilecegi sekilde c¢esitli ipuclar yerlestirildi ve oda los 1sikla
aydinlatildi. Hicbir islem uygulanmamis kontrol grubu ile yaptigimiz 6n deney
sonuclari referans alinarak 6grenmenin 4. giinde gerceklestigi varsayildi. Sicanlar 4
glin boyunca her giin, her defasinda farkl noktalardan olmak (izere 4 kez, tankin
merkezine arkalari doniik olarak tanka birakildi. Hayvanlarin, 2 dakika boyunca,
gizlenmis olan platformu bulmalari beklendi. ilk giin, 2 dakika icinde platformu
bulamayan sicanlar platformun lizerine konulup 5 saniye platformun Uzerinde
bekletildi ve siganlarin platformun yeri 6gretilmeye galisildi. 5. giin platform kaldirildi.

Bitlin hayvanlar tankin sadece bir noktasindan tanka birakildi ve 90 saniye icinde
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onceden platformun oldugu bolgeyi bulmalari beklendi. Platform bdlgesinde en az 2
saniye geciren hayvanlarin platformu bulmus oldugu kabul edildi. Deneyler video
kamera takip sistemi (VideoMot2, TSE Systems, Thuringia, Germany) ile kaydedildi.
Video kamera takip sistem yazilimi (VideoMot2, TSE Systems, Thuringia, Germany)
kullanilarak her giin igin ayri olmak lzere, platformu bulma sureleri ve kadranlarda
gecirilen sireler analiz edildi. Hayvanlarin platformu bulma sireleri giin bazinda, 4
denemenin ortalamasi alinarak hesaplandi. 4 giinlin sonunda hayvanlarin platformu
bulma sureleri kullanilarak 6grenme egrileri gizildi. 5. glin yapilan probe testinin
sonuglari; platform bolgesini bulma siresi ve platformun oldugu kadranda gegcirilen

zaman olarak hesaplandi.
3.4.3.Yikseltilmis Art1 Labirent Testi

Yikseltilmis arti labirent testi kemirgenlerin anksiyete benzeri davranislarini
degerlendirmek icin kullaniir (147). Yukseltilmis arti labirent dizenegi; siyah
pleksiglastan yapilmis, arti seklinde, butin kollari yerden 70 cm yikseklikte, 45 cm
uzunlukta ve 12 cm genisliktedir. Birbirine zit iki kol 45 cm yuksekliginde duvarlarla
cevrili olup uclari kapali iken diger iki kol tamamen aciktir. Tam ortada bulunan 12x12
cm’lik alandan tim kollara erisilebilmektedir.

Bu testte, diizenegin bulundugu oda los isikla aydinlatildi. Testin baslangicinda
hayvanlar ortadaki alana, yiizii soldaki kapali kola dontik olacak sekilde yerlestirildi ve
hayvanlarin davranislari 5 dakika siireyle video kamera takip sistemi (EthoVision®XT,
Noldus Informational Technology, Wageningen, Hollanda) ile kaydedildi. Acik
kollardan yere diisen hayvanlar, alinip en son distlkleri yere konuldu ve kayit devam
ettirildi. Hayvanlarin orta alanda, acik ve kapali kollarda gecirdikleri toplam zaman
video kamera takip sistem yazilimi (EthoVision“XT, Noldus Informational Technology,
Wageningen, Hollanda) ile analiz edildi. Bulgular acik ve kapali kollarda gegcirilen

sirenin toplam slireye orani seklinde ifade edildi.
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3.4.4. Suikroz Tercih Testi

Sukroz tercih testi, kemirgenlerin sekerli icecekleri suya gére daha ¢ok tercih
etme egiliminden yararlanilarak anhedoniyi degerlendirmek igin kullanilir. Kronik
strese maruz birakilan anhedonik si¢anlarda siikrozlu ¢ozelti tiketiminin azaldig
gozlemlenmistir (148).

Sicanlar gruplarina gore ayri ayri kafeslere alinarak, ayni gruptan olan
sicanlarin bir arada olmasi saglandi. iki giin boyunca, kafeslere hem %2'lik siikroz
¢Ozeltisi hem de su yerlestirildi ve slikroz ¢ozeltisine alistirma fazi gerceklestirildi.
Hayvanlarin sag veya sol taraftaki sulugu tercih etme egilimini dnlemek amaciyla
suluklarin yerleriilk glinlin sonunda degistirildi. 2. gliniin sonunda iki suluk da alinarak
hayvanlar 8 saat susuz birakildi. 24 saat slren test fazi icin; énceden hazirlanip
tartilmis su ve %2'lik siikroz ¢ozeltisi verildi. Sag veya sol taraf tercih yanliligini
onlemek amaciyla 12 saat sonra suluklarin yerleri degistirildi. 24 saat sonunda igme
suyu ve %2'lik slikroz ¢Ozeltisi iceren suluklar tartildi. Hayvan basina tliketim miktari,
gram olarak, her kafes icin toplam tiiketim miktarinin kafesteki hayvan sayisina
bollinmesiyle hesaplandi. Sonuglar grup basina; tiiketilen slikroz ¢ozeltisinin tiiketilen

su ve slikroz ¢Ozeltisinin toplamina oraninin ylizdesi olarak verildi.
3.4.5. Silindir Testi

Silindir testi hayvanlarda tek tarafli enjeksiyon sonrasi olusan motor
asimetriyi degerlendirmek icin kullanilir. Motor asimetri, kontralateral 6n ayagin
silindir ceperine degme sayisi ile kantitize edilir (149).

Bu test icin hayvanlar, 25 cm ¢apindaki cam bir silindire yerlestirildi. Silindirin
arkasina uygun acilarda yerlestirilen 3 ayna ile kayit esnasinda silindirin her tarafinin
gorilebilir olmasi saglandi. Los isikta yliksek kalitede kayit yapma olanagi saglayan bir
kamera (Sony Handycam DCR-HC37) ile, 10 dakika boyunca hayvanlarin davranislari
kayit edildi. Daha sonra izlenen kayitlarda, hayvanlarin silindir ¢eperine sag on
ayaklariyla, sol 6n ayaklariyla ve hem sag hem sol 6n ayaklariyla ayni anda kacar defa
dokundugu sayildi. Cepere dokunmak icin sag ve sol 6n ayaklarin ayni anda

kullanildigi durumlar, sag ve sol olmak Uzere ayri ayri birer dokunma olarak
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kaydedildi. Sonuclar ipsilateral (sag) ve kontralateral (sol) 6n ayaklarla cepere
dokunma sayisinin toplam dokunma sayisina oraninin yizdesi olarak hesaplandi
(Forml 3.1 ve 3.2)

Sag
Yalniz Sag+ Yalniz Sol + (2 x Hem Sag Hem Sol)

% Ipsilateral Dokunma = 100 x
(3.1)

Sol
Yalniz Sag+ Yalniz Sol + (2 x Hem Sag Hem Sol)

% Kontralateral Dokunma = 100 x
(3.2)

3.4.6. Acik Alan Lokomotor Aktivite Testi

Acgik alan lokomotor aktivite testi ile hayvanlarin, aliskin olmadiklari bir
ortamda, cevreyi kesfetme davranislarindan yararlanilarak hareketlilikleri, buna bagli
olarak da motor aktiviteleri olgulir.

Bu test icin hayvanlar 40x40 cm boyutunda ve 30 cm ylikseklikte olan, siyah,
Usti acgik bir kutunun icerisine yerlestirildi ve 5 dakika boyunca bir video kamera takip
sistemi (EthoVision°XT, Noldus Informational Technology, Wageningen, Hollanda)
kullanilarak kaydedildi. Bu siire icinde toplam katettikleri mesafe ve ortalama hizlari
video takip sistemi yazihmi (EthoVision°XT, Noldus Informational Technology,

Wageningen, Hollanda) ile analiz edildi.
3.4.7. Apomorfinle indiiklenen Lokomotor Aktivite ve Dénme Testi

Apomorfin selektif olmayan dopamin reseptor agonisti olup striatumda
etkisini postsinaptik dopaminerjik reseptorler araciligiyla gosterir. D1 ve D2
reseptorlerinin stimilasyonu ile hayvanlarda lokomotor aktivitede artis ve stereotipik
davranislar gozlenir. Unilateral enjeksiyon yapilmis hayvanlarda, apomorfin, lezyon
tarafindaki striatumda denerve olmus dopaminerjik reseptorlerin artan duyarlihigi
nedeniyle kontralateral donmeye yol acar (150). Lezyon tarafindaki dopaminerjik
kaybin en az %90 oldugu hayvanlarda dakikada 6 veya daha fazla sayida donme
gozlendigi bildirilmistir (151,152).

Bu test icin, 40x40 cm biyukligiinde, 30 cm yiksekliginde, st acik, siyah bir

kutu kullanildi. Hayvanlar 1 mg/kg subkltan apomorfin verilmesini takiben kutuya
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yerlestirildi. Video kamera takip sistemi (EthoVision®XT, Noldus Informational
Technology, Wageningen, Hollanda) kullanilarak 40 dakika kayit yapildi. Apomorfinle
indiklenen lokomotor aktivite testi icin 15. ve 20. dakikalar arasindaki toplam
katedilen mesafe ve ortalama hizlarl video takip sistemi yazilimi (EthoVision®XT,
Noldus Informational Technology, Wageningen, Hollanda) ile analiz edildi.
Apomorfinle indiklenen donme testi icin ise enjeksiyonu takiben kutuya
birakilan hayvanlarin onuncu, yirminci ve otuzuncu dakikalardan itibaren 3'er dakika
boyunca, kendi etrafinda ka¢ defa dondiigu sayildi. Hayvanin kendi etrafinda dénerek
360 dereceyi tamamlamasi 1 dénme olarak kabul edildi, bunun disindaki doénusler

sayllmadi. Sonuglar ipsilateral ve kontralateral donme sayilari seklinde verildi.
3.5. immiinoblotlama

immiinoblotlama doku érneklerindeki proteinlerin saptanmasi icin kullanilan
bir molekiler biyoloji yontemidir. Proteinler jel elektroforezi ile molekdiler
agirhklarina goére ayrilir. Jelin Uzerindeki proteinlerin, elektriksel bir alanda,
olusturulan akim ile jelden PVDF veya nitroseliiloz membrana "go¢" etmesi saglanir.
Membrandaki hedef proteinlere 6zgi primer antikorlar ile membran inkiibe edilir ve
antikor hedef proteinine baglanir. Goriintiileme icin; membran, kullanillan primer
antikorlarla etkilesen sekonder antikorlarla inkiibe edilir. Sekonder antikorun konjuge
edildigi enzime gore secilen substrat membrana uygulanir. Enzim-substrat reaksiyonu
sonucu olusan Urln ile hedef proteinlerin oldugu bantlar gorulebilir hale gelir ve

gorintd alinir.
3.5.1. Beyin Kisimlarinin Disseksiyonu

Hayvanlar karbondioksit gazi verilerek sersemletildi. Giyotinle dekapitasyon
yapildi ve beyinler hizla ¢ikarildi. Cikarilan beyin dokularindan, sag ve sol olmak lzere
striatum ve hipokampils kisimlari disseksiyon ile ayristirildi. Disseksiyon islemi,
icerisinde donmus yapay beyin-omurilik sivisi (BOS) bulunan ve sirekli olarak
oksijenlendirilen petri kaplarinda gerceklestirildi. Ayristirilan beyin kisimlari tiiplere

(Eppendorf, 1,5 mL) alinarak sivi azot igerisinde donduruldu ve -80°C’de saklandi.
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3.5.2. Doku Homojenizasyonu

Proteinlerin jel Uzerinde hareket ederek ayrisabilmeleri igin doku ve
hlcrelerin pargalanarak s6z konusu proteinlerin agiga c¢ikarilmalari gerekir. Bu
amagla; doku ve hicreleri parcalamak icin radioimmunoprecipitation (RIPA)
tamponu, parcalanmayl takiben gerceklesen proteolizisi ve denatlirasyonu
yavaslatmak icin %2'lik proteaz inhibitor kokteyli kullanildi. Beyin érnekleri tartilarak
orneklerin bulundugu tuplere (Eppendorf 1,5 mL) 10 pl/mg beyin agirligi olacak
sekilde RIPA ve eklenen RIPA tamponunun 50'de 1'i kadar proteaz inhibitori eklendi.
islem boyunca érnekler buz dolu bir kabin igerisinde muhafaza edildi. Tampon ve
inhibitor eklenen ornekler ultrasonik homojenizator (Omni Sonic Ruptor 400,
Ultrasonic Homogenizer, Georgia, ABD) ile 5-10 saniye, gozle gorilen partikil
kalmayana dek, homojenize edildi. Elde edilen homojenat, sogutmali santriflj
cihazinda (Kubota Centrifuge 3500, Kubota Corporation, Tokyo, Japonya), 14.000
rom'de, +4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatantlar

farkh tiplere (Eppendorf, 1,5 mL) alindi. Pelletler -80°C’ye kaldirild1.
3.5.3. Protein Tayini

Her bir sipernatantin icindeki protein miktari bicinchoninic acid (BCA)
yontemi (153) kullanilarak olgildi. Bunun icin hazir BCA kiti (23225, Thermo
Scientific, ABD) artan konsantrasyonlarda 7 adet bovine serum albumine (BSA) iceren
protein ¢ozeltisi ve 1 adet yalniz distile su iceren kor ¢ozelti hazirlandi. Protein tayini
yapilacak olan hipokampus ve striatum slpertnatantlarindan, 1:100 seyreltme
oranina uygun olacak sekilde, numuneler hazirlandi. BCA c¢6zeltisi (Reagent A) ve
%4'llk bakir siilfat c¢ozeltisi (Reagent B) 50:1 oraninda karistirilarak bir working
solution hazirlandi. Numune ve standartlardan 25'er pL alinarak, her numune ve
standarttan Ucer kez olacak sekilde, 96 kuyucuklu mikroplaklara kondu ve her bir
kuyucuga 200 L working solution eklendi. Karisim etiivde, 37°C’de 30 dakika inkibe
edildi, olcimden 6nce oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek karisimin sicakligi
disarildu. Spektrofotometre ile 562 nm'de numune ve standartlarin absorbans

degerleri o6l¢lildli. Standartlarin absorbans degerleri kullanilarak standart protein
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konsantrasyonu-absorbans grafigi cikarildi. Standart grafik kullanilarak her bir
numunedeki protein konsantrasyonu hesaplandi. Her numune igin esit miktarda
protein iceren slipernatant hacmi, jele yiiklenmek istenen protein miktarinin

numunenin konsantrasyonuna bélinmesi ile bulundu.
3.5.4. Numunelerin Hazirlanmasi

Antikorlar tipik olarak, proteinlerin spesifik bolgelerine baglanirlar. Bu
bolgeler proteinin 3 boyutlu yapisi icinde yer alabilir. Antikorlarin proteinlerin
baglanma bdlgesine erisebilmesi icin proteinin denatiire edilerek ve silfit baglarinin
koparilarak proteinin 3 boyutlu yapisinin diiz zincir haline getirilmesi gerekir.
Proteinlerin denatlrasyonu igin genellikle anyonik deterjanlar, silfit baglarinin
koparilmasi icin indirgeyici ajanlar kullanilir.

Proteinlerin yapisini diz zincir haline getirmek amaciyla; her stipernatanttan
uygun hacimde alinarak tiplere (Eppendorf, 0,2 mL) kondu. Proteinlerin
denatiirasyonu icin LDS Sample buffer (NPO008, LDS Sample Buffer 4X, Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, ABD), indirgenmesi icin R-merkaptoetanol kullanildi.
Kuyucuklara yiiklenecek toplam hacmin 4'te 1'i kadar sample buffer, 10'da 1'i kadar
R-merkaptoetanol numunelere eklendi. Kalan hacim distile su ile tamamlandi.
Numune, denatiire edici ajan, indirgeyici ajan ve distile su iceren tupler (Eppendorf
0,2 ml) santriflj cihazina konarak hiz 2500 rpm'e cikana kadar cevrildi ve iyice
karismalari saglandi. Proteinlerin denatlirasyonu icin karisimlar 90°C'de 5 dakika

isitildi ve -20°C’de 30 saniye bekletilerek soklama yapildi.
3.5.5. Numunelerin Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitme

Immunoblotlamada siipernatantin protein bilesenlerinin ayrilmasinda jel
elektroforezi kullanilir. Protein zincirleri numune hazirlama asamasinda kullanilan
anyonik deterjan ile uzunluklari ile orantili olacak sekilde negatif olarak yuklenir.
Proteinler jelin ag benzeri yapisi icinde olusturulan elektriksel alanda arti kutba dogru
ilerler. Protein zincirlerinin birim basina tasidiklari yik miktarlari esit oldugundan,

ayrisma molekiler agirliklarina gére olur. Farkli molekuler agirlikli proteinler farkli
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hizlarda hareket ederler ve bdylece ag benzeri jel lizerinde bantlar halinde yigilhim
gostererek agirliklarina gore ayrismis olurlar.

Proteinlerin ayristirilmasi icin (Nu-PAGE™ %4-12 bis-tris, Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, ABD) 10 kuyucuklu hazir jel kullanildi. Jeller elektroforez
cihazina (Apollo Instrumentation) yerlestirildi. Yiritme tamponu olarak 20X 3-(N-
morfolino) propansilfonik asit (NPO01, MOPS SDS running buffer, Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, ABD) 20X 2-(N-morfolino) ethansiilfonik asit (NP002, MES SDS
running buffer, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) veya laboratuvarda
hazirlanan MOPS-SDS yiritme tamponu kullanildi. Tamponlar kullanilmadan 6nce
1X'e seyreltildi. 500 mL hazirlanan tamponun bir kismi, kuyucuklari tamamen
kapatacak sekilde, jellerin arasindaki havuza, kalan kismi dis havuza dokdlda.
Numuneler yiklenmeden once jel kuyucuklarini kapatan tarak jele zarar vermeden
cikarildi ve kuyucuklar insilin ignesi yardimiyla yiiritme tamponu ile yikandi. ilk
kuyucuga 7 uL molekiler agirhk belirteci (LC5925, SeeBlue® Plus2 Prestained Standart,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) diger kuyucuklara numuneler yiklendi.
Yiklemeler, ayni jelde esit sayida alfa-siniiklein ve GFP enjeksiyonu yapilan hayvan
numunesi olacak sekilde yapildi. Jellerin son kuyucuklari bos birakildi. Elektroforez,
90 voltta yaklasik olarak 120 dakikada gerceklestirildi. Elektroforezin ilk 10 dakikasi
numunelerin esit hizda ve uniform bir sekilde ylruylip yirimedigi takip edildi.
Yiuridtme isleminin sonlandirilmasi icin numunelerin, molekiler agirlik belirtecine

gore, 14 kDa seviyesini gecmesi beklendi.
3.5.6. Proteinlerin Transferi

Transfer diizeneginde, elektriksel alan ve transfer ¢ozeltisi yardimiyla jelden
membrana dogru elektriksel gecirgenlik olusturulur, boylece proteinlerin jelden
membrana aktarilmasi saglanir.

Transfer yari-kuru diizenek kullanilarak yapildi. 20X transfer tamponu (NPOO6,
NuPAGE® Transfer Buffer (20X), Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) son
hacmin %10'u metanol olacak sekilde distile su ve metanol ile 1X'e seyreltildi.

Proteinlerin transfer edilecegi membranlar, fazla siviyi absorbe etmesi igin kullanilan
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kurutma kagitlari ve havlu kagitlar uygun boyutlarda hazirlandi. PVDF membranlarin
hidrofobikligini azaltarak proteinleri daha iyi baglamasini saglamak icin membranlar
5 dakika metanolle yikandi. Ardindan 1 dakika distile suda ve son olarak transfer
tamponuyla 20 dakika yikandi. Kurutma kagitlari da ylzeylerinde kalabilecek ve
protein transferinin verimini duslrebilecek hava kabarciklarinin gitmesiigin 20 dakika
transfer tamponuyla yikandi. Daha 6nceden hazirlanan 3 kat havlu kagit transfer
cihazina (Apollo Instrumentation) kondu. Transfer tamponu ile iyice islatildi ve arada
hava kabarcigl kalmamasi igin Uzerinden rulo ile gecildi. Cikarilan jelin (zerine
membran yerlestirildi, membranin Uzerine ve jelin altina membran ve jelle ayni
boyutlarda kesilen kurutma kagitlari yerlestirildi. Sirasiyla; kurutma kagidi, membran,
jel ve kurutma kagidindan olusan sandvig, membran alta gelecek sekilde transfer
cihazindaki havlu kagitlarin Gzerine yerlestirildi. En Uste tekrar 3 kat havlu kagit
konuldu. Katmanlar arasinda elektriksel gecirgenlik olusturarak proteinlerin
transferini gerceklestirmek icin, katmanlar transfer tamponu ile slatildi ve
Uzerlerinden rulo ile gecilerek aralarinda hava kabarcigl kalmamasina dikkat edildi.
Birden fazla membrana transfer yapilacagi zaman, kurutma kagidi, membran, jel ve
havlu kagitlardan olusan sandvicler birbirleri ile temas etmeyecek sekilde transfer
cihazina yerlestirildi ve cihazin transfer tamponu ile 1slanmis diger kisimlari kurulandi.
Makinenin Ust kapagi kapatilarak sabitlendi. Akim siddeti membran basina 120 mA

olacak sekilde ayarlanarak en az 3 saat beklendi.
3.5.7. Membranlarin Blokaji ve Primer Antikorlarla inkiibasyonu

immunoblotlama icin kullanilan membranlar her tiir proteini, segici olmaksizin
baglar. Antikorlarin membrana spesifik olmayan baglanmasini 6nlemek igin
membranlarin blokaj solisyonu ile bloke edilmesi gerekir. Yagsiz sit tozu icindeki
proteinler membrana spesifik olmayan bir sekilde baglanir. Boylece antikorlarin
hedef olmayan bdlgelere baglanmasi engellenir. Ayrica sit tozundaki proteinlerin
immdinojenisiteleri disik oldugundan antikorlari baglayarak kirlilik olusturma
olasiligi da diistktlir. Bu nedenle; blokaj icin, TBST (28360, Pierce 20X TBS Tween-20,

Thermo Scientific, Massacchusetts, ABD) icinde %5 g/mL olacak sekilde yagsiz st
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tozu ile hazirlanan solisyon kullanildi. Membranlar transfer asamasindan sonra
blokaj sollsyonu ile dolu petri kaplarinda, oda sicakliginda, 1 saat boyunca orbital
calkalayicida sallandi. Blokaj asamasindan sonra, membranlar, TBST icinde belirli
oranlarda seyreltilerek hazirlanmis primer antikor ¢ozeltileri ile inkibe edildi.
Dokularda ifade edilen alfa-siniiklein ve GFP miktarlarini 6lgmek igin
monoklonal anti-alfasintklein antikoru (ab80627, Abcam) ve anti-GFP antikoru
(ab13970, Abcam) kullanildi. Membranlar 1:1000 seyreltme oraninda hazirlanmis
anti-alfa-sinlklein antikor cozeltisi ile 16 ila 20 saat boyunca, +4°C'de, 1:1000
seyreltme oraninda hazirlanmis anti-GFP antikoru ile 1 saat boyunca, +25°C'de,
calkalayicida sallanmaya birakilarak inkibe edildi. Sinaptik kaybin degerlendirilmesi
amaciyla, sinaptofizin miktarlari monoklonal anti-sinaptofizin antikoru (S 5768, Sigma
Aldrich) kullanilarak 6lctldi. Membranlar 1:500 seyreltme oraninda hazirlanmis anti-
sinaptofizin antikoru ile 16-18 saat boyunca, +4°C’de inkiibe edildi. Proteinlerin,
jellere yikleme, membrana transfer ve antikorlarla inkiibasyon asamalarinin her bir
numune igin ayni etkililikte ve sorunsuz bir sekilde gerceklesip gerceklesmediginin
kontrolu amaciyla ylikleme kontroll olarak, santral sinir sistemi néronlarinda yaygin
olarak bulunan beta-tubulin-lIl proteini segildi. Beta-tubulin-Ill miktarlarini élgmek
icin, membranlar 1:7500 seyreltme oraninda hazirlanmis anti-beta-tubulin 1l

antikoru (T 2200, Sigma Aldrich) ile 30-40 dakika boyunca, +4°C’de inklbe edildi.
3.5.8. Sekonder Antikorlarla inkiibasyon ve Gériintii Alma

Sekonder antikorlar, hedef proteine baglanmis olan primer antikorlari
taniyarak onlara baglanir. Gortintl almak icin kullanilan substrat, sekonder antikora
konjuge edilmis enzim ve ortama eklenen hidrojen peroksit varliginda, i1sima yapan
bir reaksiyon Urinlne okside olur.

Membranlar, baglanmamis primer antikorlari uzaklastirmak icin primer
antikor c¢ozeltilerinden alindi ve TBST ile 3 kez 10'ar dakika calkalayicida sallanarak
yikandi. Primer antikorlar ile olusturulan bantlarin gorintilenebilmesi igcin,
kullanilacak goriintiileme yontemine uygun olarak, HRP bagli sekonder antikorlar

kullanildi. Membranlar anti-alfa-sintklein ve anti-sinaptofizin antikorlarindan sonra
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anti-mouse (7076, Cell signalling technology Inc.), anti-GFP antikorundan sonra rabbit
anti-chicken 1gY H&L (ab6753,Abcam) sekonder antikorlariile +25°C’'de, 1 saat inkiibe
edildi. Anti-B-tubulin 1l antikorundan sonra ise anti-rabbit (7074, Cell signalling
technology Inc.) sekonder antikori kullanildi ve inkiibasyon; +25°C’de 30-40 dakika
boyunca gergeklestirildi. Baglanmayan sekonder antikorlari ve kirliligi uzaklastirmak
icin, TBST ile 2 kez 10'ar dakika, distile suyla 1 kez en az 10 dakika yikama yapildi.
Goruntuleme igin hazir substrat kiti (34095, Thermo Scientific) kullanildi. Kit
icinden c¢ikan luminol ve peroksid tamponu 1:1 oraninda karistirilarak
kemiluminesans karisimi hazirlandi. Gorintli alma cihazina (Kodak Image Station
4000 MM) vyerlestirilien membranda, bant goriilmesi beklenen seviyelerin (alfa-
sintklein:14 kDa, GFP:25 kDa, sinaptofizin:38 kDa, B-tubulin 111:55 kDa) lzerine
yaklasik 0,4 mL kemiluminesans karisimi mikropipet yardimiyla uygulandi ve homojen
sekilde yayillmasi saglandi. Membran yaklasik 4 dakika boyunca substrat ile inklibe
edildi. inkiibasyon sirasinda art arda goériintiiler alindi ve gériintii isleme yazilimi
(Carestream MI Software 5.0.2.26, Carestream Health, ABD) ile dijital halde
kaydedildi. inkiibasyondan sonra substratin fazlasi membrandan uzaklastirilarak

tekrar goriinttler alindi ve kaydedildi.
3.5.9. Goriintiilerin Degerlendirilmesi

Kaydedilen goriintllerde alfa-siniklein, GFP, sinaptofizin ve B-tubulin
proteinlerinin bant yogunluklari gorinti isleme yazilimi (Image J 1.49v, National
Institutes of Health, ABD) kullanilarak hesaplandi. Yikleme ve transfer asamalari
sirasinda meydana gelmis olabilecek farkliliklar g6z ontine alinarak; alfa-sintklein,
GFP ve sinaptofizin bantlarinin yogunluklari s6z konusu numune i¢in dlgllen B-tubulin
Il proteininin bant yogunluguna oranlandi. Farkh gruplardaki numuneler

karsilastirilirken bu oranlar kullanildi.
3.6. immiinohistokimya

Immunohistokimya, dokularda spesifik antijenlerin immunolojik ve kimyasal

reaksiyonlar araciliglyla saptanmasini saglayan bir tekniktir. Temel olarak dokudaki
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spesifik antijene baglanan bir primer antikor ve primer antikora baglanan bir
sekonder antikor kullanilir. Sekonder antikor bir enzim, flurosan protein ya da biotin
ile konjuge edilmigstir. Enzimle konjuge edilen sekonder antikorlar kullanildiginda, ilgili
substrat ortama eklenir, enzimatik reaksiyon trini olarak renkli bir ¢okelti olusur ve
boyanma gozlenir. Boylece proteinlerin dokulardaki dagilimi ve vyerlesimi

gosterilebilir.

3.6.1. Beyinlerin Perfiizyonu

Hayvanlara 1,5-2 mL ketamin:ksilazin (90:10 mg/kg) sollisyonu i.p. olarak
enjekte edilerek genel anestezi uygulandi. Hayvanlar agrili uyarana yanit vermeyene
kadar beklendi. Kardiyak arrest gerceklesmemesi icin goglis kafesi hizlica agilarak sol
ventrikile kelebek igne yardimiyla girildi ve sag atriyuma kesik atildi. Perflizyon
pompasl yardimiyla yaklasik bir dakika boyunca sol ventrikiilden heparin (200 IU)
verildi. Heparin’in ardindan, yaklasik 4 dakika boyunca, kasilmalar durana kadar
paraformaldehit inflize edildi. Hayvanlar uygun ekipmanlar kullanilarak dekapite
edildi ve beyinleri ¢ikarildi.

Cikarilan beyinler 1 giin boyunca, oda sicakliginda, paraformaldehit (PFA)
cozeltisinde bekletilerek fikse edildi, daha sonra %25’lik sikroz ¢ozeltisine alinarak,

+4°C’ye, buzdolabina kaldirildi.

3.6.2. Beyin Kesitlerinin Hazirlanmasi

Beyin kesitleri kriyostat (Leica 1100CM, Leica Biosystems) ve mikrotom (Leica
SM2000 R, Leica Biosystems) cihazlari kullanilarak alindi. Kriyostat cihazi ile kesit alma
islemine baslanmadan o©nce, kesitlerin alinacagl lamlar poli-I-lizin sollisyonuyla
kaplanarak pozitif olarak yliklenmeleri saglandi. Poli-I-lizin kaplamasi icin; lamlar
batlin ylzeyleri solisyonla temas edecek sekilde %10’luk poli-I-lizin soliisyonuna
(P8920, Sigma-Aldrich, ABD) daldirildi, sollisyonda 5 dakika bekletildi ve oda

sicakliginda kurumaya birakildi.
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Kriyostat cihazi ile, beyinlerden, 6zellikle; striatum, SN, hipokampus ve cevre
yapilarindan yeterli 6rnek olacak sekilde, 20 um kalinliginda kesitler alindi. Hazirlanan
kesitler immiinositokimyasal boyamalar yapilana kadar -20°C’ de saklandi.

Mikrotom cihazi ile kesit alma islemi i¢cin mikrotomun haznesi ve beyinin etrafi
kuru buz ile beslenerek donduruldu. Kesitler 35 um kalinhginda olacak sekilde alindi.
24 kuyucuklu plaklar kullanildi  ve kuyucuklar birden vyirmidérde kadar
numaralandirildi. Alinan kesitler sirasi ile bu kuyucuklara konularak her bir kuyucukta
beyinin bitin bolgelerinden kesitlerin olmasi hedeflendi. Beyinlerin bozulmadan
saklanabilmesi icin kuyucuklarin icerisine etilen glikol ve gliserol iceren bir anti-freeze

soliisyonu konuldu.
3.6.3. Antigen Retrieval (AR)

Formalin ve PFA ile fiksasyon asamasinda dokularda olusan metilen képrileri
capraz olarak baglanarak antijenik bolgeleri maskeleyebilirler. Bu nedenle iHK
boyamasi yapmadan 6nce AR yapilmasi tavsiye edilir. AR ile bu kopriler yikilarak
antikorlarin baglanacagi antijenik bolgeler ortaya cikarilir. Antikor baglanma
bolgelerinin ortaya gikarilmasi; sicaklikla indiklenen AR ve enzimatik AR olmak lzere
iki sekilde yapilabilir.

Bu calismada kriyosytat cihazi ile alinan kesitlerde, iHK boyamalarindan énce
enzimatik AR yapildi. %0,5 tripsin stok ve %1 kalsiyum kloriir stok sollsyonlari
kullanilarak % 0,05 tripsin soltisyonu hazirlandi. Soliisyonun pH degeri, 1 N sodyum
hidroksit (NaOH) ile, 7.8+ 1 olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan tripsin soltisyonu 30
ila 45 dakika 37 °C’de etlivde bekletildi. AR yapilacak kesitler, nemlendirilmis bir
lam kabina yatay olacak sekilde yanyana dizildi. Uygulanacak sollisyonun
lamlarin kenarindan dokiilmemesi icin lamlarin kenarlari PAP pen ile cizilerek
hidrofobik bariyer olusturuldu. Isitilan sollisyon, mikropipet yardimiyla, lam
Uzerindeki bltin dokulari kaplayacak sekilde uygulandi. Kesitler, lam kabinin
icerisinde 37 °C’ye ayarlanmis etilivde, 30 dakika bekletildi. 30 dakika sonunda

lamlarin Gzerindeki tripsin sollisyonu dokiilerek boyama protokoliine gecildi.
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3.6.4. iHK Boyama

Kriyostat cihazi ile alinan kesitlerin boyamalarinda hazir iHK kiti (ab80436,
Abcam) kullanildi. Primer antikorla inklibasyon basamagi hari¢ butiin uygulamalar
oda sicakhginda gergeklestirildi. Lamlarin kenarlari tekrar PAP pen ile gizildi. Kesitler
% 0,05 PBS-t ile 2x5 dakika olacak sekilde yikandi. Endojen hidrojen peroksidazlar
boyama asamasindaki substratla etkileserek spesifik olmayan boyanmalara neden
olabilecegi icin kesitlere, kitteki hidrojen peroksidaz blokaj soliisyonu uygulanarak 10
dakika beklendi. Ardindan dokular PBS-t ile tekrar 2x5 dakika olacak sekilde yikandi.
Ayrica ilgi alani olmayan proteinlere baglanmayi dnlemek amaciyla, kitteki protein
blokaj sollisyonu kullanildi. Kesitler bu solisyonda 10 dakika bekletildi. Daha sonra
dokular 1 defa PBS-t ile yikandi. Kesitler, PBS-t icinde belirli oranda seyreltilmis primer
antikor cozeltileri ile inkibe edildi ve +4°C’de, 18-24 saat buzdolabinda bekletildi.
inkiibasyondan sonra kesitler 3x5 dakika olacak sekilde PBS-t ile yikandi. Kesitlere
kitteki kompleman ¢o6zeltisi uygulanarak 10 dakika beklendi ve yine 5’er dakika olacak
sekilde 2 defa yikandi. Son olarak kitteki HRP-konjugati kesitlere uygulandi ve 15
dakika beklendi. 5’er dakikalik 4 yikama yapildi. Kitteki DAB kromojen ve DAB
substratindan, sirasiyla 1:50 oraninda olacak sekilde, DAB sollisyonu hazirlandi.
Solisyon kesitlere uygulanarak boyamalar gerceklestirildi.

Mikrotom cihazi ile alinan kesitlerin boyamalarinda Acu-Stain HRP Kit (52-
0003, Genemed) kullanildi. Batin uygulamalar oda sicakhginda gerceklestirildi.
Kuyucuklardaki kesitler ilk olarak Tris-HCl ile 2x5 dakika olacak sekilde yikandi.
Endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek amaciyla dokular quenching soliisyonu ile 20
dakika yikandi. Quenching asamasindan sonra dokular 3x10 dakika veya 4x5 dakika
olacak sekilde % 0,05 TBS-t ile yikandi. Antikorun diger proteinlerle spesifik olmayan
etkilesimlerini 6nlemek icin kesitlere kitteki blokaj sollisyonu uygulandi ve 10 dakika
beklendi. Blokaj asamasindan sonra dokular % 0,05 TBS-t iginde belirli oranlarda
hazirlanmis primer antikor ¢ozeltileri ile 18-24 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra dokular % 0,05 TBS-t ile 3x10 dakika olacak sekilde yikandi ve kitteki biotin ile
konjuge edilmis sekonder antikor igeren ¢ozelti ile 10 dakika inkibe edildi. % 0,05'lik

TBS-t ile 10'ar dakika 3 yikama yapildi. Son olarak kitteki HRP ile konjuge streptavidin
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sollisyonu kesitlere uygulandi ve 10 dakika beklendi. % 0,05 TBS-t ile 2x10 dakika,
Tris-HCI ile 1x10 dakika olacak sekilde yikama yapildi. Boyama igin hazir DAB Kkiti
(K4010, Dako EnVision + System-HRP, ABD) kullanildi. DAB kromojen, DAB substrati
ve hidrojen peroksitten olusan soliisyon hazirlandi. Solisyon kuyucuklarin igindeki
kesitlere uygulandi ve boyanma gérilene kadar beklendi. Boyanan dokular igerisinde
yalnizca tampon ¢ozeltisi bulunan kuyucuklara alindi. Yayma islemi icin; uygun
boyutta suluboya fircalari kullanilarak kesitler lamlarin {zerine alindi. Yayma

isleminde dokularin hasar gormemesine ve katlanmamasina dikkat edildi.

3.6.5. Kullanilan Primer Antikorlar

Dokularda alfa-sintiklein yayiliminin incelenmesi amaciyla monoklonal
anti-alfasiniiklein antikoru (ab80627, Abcam), GFP ifadesinin gosterilmesi i¢in anti-
GFP antikoru (ab13970, Abcam) kullanildi. Noéronal yogunlugun belirlenmesi
amaciyla; SN ve Str vyapilarinda anti-tyrosine hydroxylase (ab75875, Abcam)
hipokampuste anti-NeuN (MAB 377, Merck Milipore) kullanildi. Alfa-siniiklein, GFP ve
TH antikorlari 1:1000, NeuN antikoru 1:200 oraninda PBS ¢ozeltisinde seyreltildi,

dokular ilgili antikorlar ile 18-24 saat inkiibe edildi.

3.7. istatistiksel Analiz

Degerler ortalama * standart hata (SH) olarak ifade edildi. P<0,05 degeri
istatistiksel olarak énemli kabul edildi. Tim istatistiksel analizler Graphpad PRISM
v6.0 yaziliminda gerceklestirildi. Gruplar arasi karsilastirmalar tek yonlit ANOVA post-
hoc analizler Tukey Testi kullanilarak yapildi. Eslenmemis verilerin karsilastiriimasinda

unpaired t-test kullanildi.

3.8. Kullanilan Soliisyonlar

Yapay beyin omurilik sivisi; 3,51 g NaCl, 0,093 g KCl, 0,25 MgS04, 0,147 g CaCl,, 1,092
g NaHCOs, 0,098 NaH2PQO4, 0,991 Glu, 500 mL distile su. CaCl, disindaki maddeler
cozuindlrulerek 15-20 dakika oksijenlendirildi ( %95 Oz + %5 CO;) , son olarak CaCl;

¢Ozeltiye eklendi.
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RIPA; 89,1 mg NaCl, 10 pl triton x, 50mg DOC, 50 ul %20 SDS, 333,5 1,5M Tris pH 8.0.
Working solution; 50:1 oraninda Reagent A ve Reagent B (Thermo Scientific)

20X MOPS-SDS yuritme tamponu; 5,23 gr MOPS, 2,03 gr, TrisBase, 0,5 gr SDS, 0,15
gr EDTA, 25 mL distile su. Cozeltinin pH'sinin 7,7 olup olmadigl kontrol edildi. pH,

7,711 degil ise ayarlama yapilmayip yeni ¢ozelti hazirlandi.

TBST; 1000 mL distile su, 1 paket hazir Tris Buffer Saline tozu (Sigma Aldrich, T6664),
1 mL Tween-20.

Blokaj sollisyonu; TBST, %5 g/mL yagsiz siit tozu.
Kemiluminensans; 1:1 oraninda luminol ve peroksit (34095, Thermo Scientific)
%0,5 Tripsin stok sollisyonu; 50 mg Tripsin, 10 mL distile su. Saklama sicakhgi; -20°C

%1 Kalsiyum klorir stok soltisyonu; 0,1 g kalsiyum klorir, 10 mL distile su. Saklama

sicakhgi; +4°C.

%0,05 Tripsin soltsyonu; 1 mL %0,5'lik tripsin stok soliisyonu, 1 mL %1'lik kalsiyum
klorir stok sollisyonu, 10 mL distile su. Karisimin pH'si, 1 N NaOH ile 7,8'e ayarlandi.

+4° C'de bir ay slireyle, daha uzun sureler icin -20°C'de saklandi.

DAB sollisyonu; DAB kromojeni, 1:50 oraninda olacak sekilde DAB substratina eklendi
(ab80436, Abcam). lyice karismalari saglandiktan sonra bekletiimeden, hemen

kullanildi.

Quenching soliisyonu; 1:1:8 oraninda, sirasiyla; %30 H,0,, metanol ve TrisHCI
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4. BULGULAR
4.1. Alfa-siniiklein ve GFP ifadesinin Kisa ve Uzun Siireli Bellege Etkisi

Yeni nesne tanima testinde; SN, DG ve SN+DG bdlgelerine alfa-sintiklein veya
GFP enjeksiyonu yapilan hayvanlar degerlendirildi.

Kisa donem YNT testinde; SN, DG ve SN+DG bdlgelerine enjeksiyon yapilan
gruplarda, yeni nesne ile gegirilen zamanin kontrol grubuna goére anlaml olarak
degismedigi gozlendi (Sekil 4.1.). Alfa-siniiklein enjekte edilen gruplarda yapilan ikili
karsilastirmalarda; DG grubunun SN+DG grubuna gore yeni nesne ile gegirdigi zaman

anlamli olarak az bulundu (p<0.05, Sekil 4.1.)

Yeni Nesne ile Gegirilen Siirenin Yeni ve Eski Nesnelerle
Gegirilen Toplam Siireye Orani
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Sekil 4.1. Alfa-sinliklein ve GFP ekspresyonunun, kisa donemde, yeni ve eski
nesnelerle gegirilen siirelere etkisi (N(kontro)=12, N(sN alfa-siniiklein=11, N(sN-
6rp)=11, N(DG alfa-siniklein)=4, N(DG GFP)=9, N(SN+DG alfa-siniiklein/=11, N(sn+pG Grp)=11;
*p<0.05, SN+DG alfa-sintklein grubuna gore anlamli, tek yonli ANOVA,
Tukey testi)
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Uzun donem YNT testinde; SN, DG ve SN+DG bolgelerine enjeksiyon yapilan
gruplarda, yeni nesne ile gegirilen zamanin kontrol grubuna gore anlaml olarak
degismedigi gozlendi (Sekil 4.2.). SN alfa-sintklein grubunun ise DG alfa-siniklein
grubuna gore yeni nesne ile gecirdigi zamanin anlamli olarak az oldugu goruldi

(p<0.05, Sekil 4.2.).

Yeni Nesne ile Gegirilen Suirenin Yeni ve Eski Nesnelerle
Gegirilen Toplam Siireye Orani
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Sekil 4.2. Alfa-siniiklein ve GFP ekspresyonunun, uzun dénemde, yeni ve eski
nesnelerle gegirilen siirelere etkisi (Nkontro)=13, N(sN alfa-sinikleiny=11, N(sn
6rp)=11, N(pG alfa-siniiklein)=10, N(DG 6rP)=12, N(sN+DG alfa-siniklein)=11, N(sn+DG GrP)=12;
*p<0.05, DG alfa-sintklein grubuna gore anlamli, tek yonli ANOVA, Tukey
testi).
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4.2. Alfa-Siniiklein ve GFP ifadesinin Ogrenme ve Uzaysal Bellege Etkisi

Morris su labirentinde SN, DG ve SN+DG bolgelerine alfa-sinlklein veya GFP

enjeksiyonu yapilan hayvanlar degerlendirildi.
Dort giin boyunca her denemede platformu bulma siirelerinin ortalamasi

alinarak gizilen 6grenme egrilerinin gruplar arasinda fark géstermedigi, 6grenmenin

tiim gruplarda benzer oldugu goruldi (Sekil 4.13).

Gruplarin Ogrenme Egrileri

130 Kontrol

SN o-siniliklein

SN GFP

DG o-sintklein

DG GFP

SN+DG a-sintiklein
SN+DG GFP

100+

REREK

Latans (sn)

50+

"¢

Sekil 4.3. Kontrol, alfa-sintklein ve GFP gruplarinin, glin bazinda, platformu bulma
latanslari.
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Besinci glin yapilan probe testinde, kontrol grubuna gére, SN+DG GFP grubu
harig¢ tim gruplarda platformun oldugu bdlgeyi bulma siresinde bir artis gozlendi.
Bu artisin yalniz DG GFP grubunda anlamliliga ulastigi gorildi (p<0.05, Sekil 4.4.).
SN+DG alfa-sinlklein grubunda ise SN+DG GFP grubuna gore anlamli bir artis

gozlendi (p<0.05, Sekil 4.4.).

Gruplarin Platform Bélgesini Bulma Siireleri
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Sekil 4.4. Kontrol, alfa-sinliklein ve GFP gruplarinin besinci giinde platform bélgesini
bulma latanslari. (N(ontro)=12, N(sN alfa-siniklein=11, Ny erp)=11, N(pG alfa-
siniikleing=10, NG 6rp)=12, N(sN+DG alfa-siniiklein)=11, N(sn+DG GFP)=12; *p<0.05,
kontrol grubuna gore anlaml, tek yonli ANOVA, Tukey testi; #p<0.05,
SN+DG GFP grubuna gore anlamli, tek yonli ANOVA, Tukey testi).

Besinci glinde platformun oldugu kadranda gecirilen sireler

karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farkhliklara

rastlanmadi (Sekil 4.5.).
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Platform Bolgesinde Gegirilen Ortalama Siireler
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Sekil 4.5. Kontrol, alfa-siniklein ve GFP gruplarinin besinci glinde platform boélgesinde
gecirdikleri ortalama sireler. (Nontrol)=8, N(sN alfa-siniiklein)=5, N(sN 6FP)=5, N(DG
alfa-siniiklein)=4, N(DG-GFP)=7, N(SN+DG alfa-siniiklein)=D, N(SN+DG GFP)=6)-

4.3. Alfa-siniiklein ve GFP ifadesinin Anhedoniye Etkisi

Sikroz tercih testinde SN, DG ve SN+DG bolgelerine alfa-sinliklein veya GFP
enjeksiyonu yapilan hayvanlar degerlendirildi. Sukroz tiketiminin, yalniz SN’ye
enjeksiyon yapilan gruplarda (SN alfa-siniiklein ve SN GFP) kontrole gore degismedigi
gozlenirken, DG’ye enjeksiyon yapilan gruplarda (DG alfa-siniklein, DG GFP, SN+DG
alfa-sinliklein ve SN+DG GFP) kontrole gore anlamli bir artis gozlendi (p<0.05, Sekil
4.6.). DG ve SN+DG gruplarinda; alfa-siniiklein enjeksiyonu yapilan hayvanlarin (DG
alfa-sinliklein ve SN+DG alfa-siniklein) DG GFP enjeksiyonu yapilanlara (DG GFP ve
SN+DG GFP) gore siuikroz tiketiminin daha az oldugu ve aradaki farklarin istatistiksel

olarak anlaml oldugu gorildi (p<0.05, Sekil 4.6.).
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Siikroz Tuketiminin Toplam Sivi Tiiketimine Orani
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Sekil 4.6. Kontrol, alfa-sintklein ve GFP gruplarinda siikroz tercih ylizdeleri.
(Nkontroy=14, N(sN alfa-siniiklein)=6, N(sn-GrP)=11, N(DG alfa-siniiklein)=6, N(pG Grp)=12,
N(SN+DG  alfa-siniklein)=6, N(sn+d6 6rp)=12; *p<0.05, kontrol grubuna goére
anlamli, tek yonli ANOVA, Tukey testi; #p<0.05, DG GFP grubuna gore
anlamli, tek yonli ANOVA, Tukey testi, +p<0.05, SN+DG GFP grubuna
gore anlamli, tek yonli ANOVA, Tukey testi).

4.4. Alfa-siniiklein ve GFP ifadesinin Anksiyeteye Etkisi

Yikseltilmis arti labirent testinde SN, DG ve SN+DG bdlgelerine alfa-sintiklein
veya GFP enjeksiyonu yapilan hayvanlar degerlendirildi.

SN alfa-sintiklein grubunun kontrol ve SN GFP grubuna goére acik kollarda daha
az sire gecirdigi, bu stirenin SN GFP grubuna goére anlamli olarak az oldugu gozlendi
(p<0.05, Sekil 4.7). Ayrica alfa-siniiklein enjeksiyonu yapilan gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda SN ve SN+DG gruplarinin DG grubuna goére acik kollarda daha az

zaman gecirdigi ve aradaki farkin anlamli oldugu gozlendi (p<0.05, Sekil 4.7.)



Acik Kollarda Gegirilen Siirenin Acik ve Kapali Kollarda
Gegirilen Toplam Siireye Orani
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Sekil 4.7. Kontrol, alfa-sinlklein ve GFP gruplarinda agik kollarda gegirilen siirenin

toplam siireye orani (Nontrol)=13, N(sn alfa-siniklein=9, N(sn Grp)=11, N(DG alfa-
siniiklein)=9, N(pG GrP)=12, N(SN+DG alfa-siniklein)=11, N(sn+bG Grp)=11; *p<0.05, SN
GFP grubuna gore anlamli, tek yonli ANOVA, Tukey testi; #p<0.05, DG DG
alfa-sinliklein grubuna gore anlamli, tek yonli ANOVA, Tukey testi).

4.5. Alfa-Siniiklein ve GFP ifadesinin Motor Asimetriye Etkisi

Silindir testinde SN, DG ve SN+DG bdlgelerine alfa-sintiklein veya GFP

enjeksiyonu yapilan hayvanlar degerlendirildi. ipsilateral (sag ©n ayak) dokunma

ylzdesinin kontrol grubuna goére bitln gruplarda arttigi gézlendi (Sekil 4.8.). Bu artis

SN alfa-siniiklein ve DG alfa-siniiklein gruplarinda anlamli bulundu (p<0.05, Sekil 4.8.).
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ipsilateral Dokunma Sayisinin Toplam Dokunma Sayisina Orani
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Sekil 4.8. Kontrol, alfa-sintiklein ve GFP gruplarinin ipsiletaral 6n ayak kullanma
yuzdeleri. (N(kontro=13, N(sN alfa-sinikleinj=10, N(sn 6rp)=10, N(DG alfa-siniiklein)=9,
NG 6FP)=12, N(sN+DG alfa-siniklein)=9, N(sn+bG Grp)=11; *p<0.05, kontrol grubuna
gore anlamli, tek yonli ANOVA, Tukey testi).

4.6. Alfa-Siniiklein ve GFP ifadesinin Spontan Motor Aktiviteye Etkisi

Agik alan ve apomorfinle indlklenen lokomotor aktivite testlerinde SN, DG ve
SN+DG Dbolgelerine alfa-siniiklein veya GFP enjeksiyonu vyapilan hayvanlar
degerlendirildi. Gruplar arasinda kat edilen mesafe ve hiz agisindan anlamli farkliliklar
gozlenmedi (Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.).

Bltlin gruplarda apomorfin sonrasi toplam kat edilen mesafe ve ortalama
hizin azaldigi gorildi (Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.). Bu azalma, sadece SN GFP grubunda
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05, Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.)
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Sekil 4.9. Acgik alan ve apomorfinle indiklenen lokomotor aktivite testlerinde
gruplarin katettikleri toplam mesafeler (Agik alan testi igin; nkontro))=10,
N(sN alfa-siniklein=11, NN crp)=11, N(DG alfa-siniklein)=4, N(DG GFP)=7, N(SN+DG alfa-
siniiklein)=5, N(sn+bG rp)=6; Apomorfinle indiklenen lokomotor aktivite testi
i¢iN; Nikontro=10, N(sN alfa-sinaklein)=11, N(sN GrP)=9, N(DG alfa-siniiklein)=6, N(DG
GFP)=4, N(SN+DG  alfa-siniklein=7, N(sn+DG  Grp)=7; *p<0.05, apomorfinle
indiiklenen lokomotor aktivite testine gore anlamli, Unpaired t-test;
apo: apomorfin).



57

Ortalama Hiz
500+
Hl bazal
400+ 3 1 mg/kg apo
x
B 300-
€
2
< 200-
o s
1004
0-
AR N4 & 4 & 4
3 &,}O .3‘.\0\ K é( ,.s{-\e\ OOQ ,.s{-\z\ é
¥ S & PSP
o & o ge
a_,\\ 00 xoo
a}\

Sekil 4.10. Acik alan ve apomorfinle indliklenen lokomotor aktivite testlerinde
gruplarin ortalama hizlari (Agik alan testi icin; Nontron=10, N(sn alfa-
sinaklein)=11, Nisn grp)=11, N(DG alfa-siniiklein)=4, N(DG GFP)=7, N(SN+DG alfa-siniiklein)=3,
nisn+pe-cre)=6; Apomorfinle indiiklenen lokomotor aktivite testi igin;
N(kontrol)=10, N(sN alfa-siniikleiny=11, N(sN-GFP)=9, N(DG alfa-siniiklein)=6, N(pG crp)=4,
N(SN+DG alfa-siniklein)=7, N(sN+DG GFP)=7; ap0: apomorfin).

4.7. Farkli Beyin Bolgelerinde Olugturulan Tek Tarafli Lezyonun Derecesinin

Degerlendirilmesi

Tek tarafli lezyonun derecesi hayvanlara apomorfin verilmesini takiben
gozlenen donme hareketleri sayilarak degerlendirildi. Tek tarafli nigrostriatal hasarin
en az %90 oldugu hayvanlarda dakikada 6 veya daha fazla kontralateral dénme

gozlenmesi beklendiginden (152) gruplardaki dénme sayilari anlamli bulunmadi .

4.8. Farkh Beyin Bolgelerindeki Alfa-Siniiklein ve GFP ifadesinin

immiinoblotlama Yoéntemi ile Degerlendirilmesi

SN, DG ve SN+DG bolgelerine AAV enjeksiyonu yapilan hayvanlarda ifade
edilen alfa-sintiklein ve GFP miktarlari degerlendirildi (Sekil 4.11.). SN ve SN+DG

gruplarinin striatum dokularinda, DG ve SN+DG gruplarinin hipokampus dokularinda
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19 kDa'luk alfa-sinliklein ve 27 kDa'luk GFP bantlari izlendi. Protein ifadesinin
gozlenmedigi hayvanlar (SN alfa-sinlklein n=1, DG alfa-siniiklein n=2, SN+DG alfa-

sinliklein n= 1) davranis ve motor testlerde degerlendirme disi birakildi.
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Sekil 4.11. Hipokampus ve striatum yapilarinda alfa-sintiklein ve GFP ifadesinin
gosterilmesi () DG alfa-siniiklein enjeksiyonu yapilan gruplarda gorece alfa-siniklein
yogunlugu (N(pg alfa-siniklein)=4, N(sN+DG alfa-siniklein)=5), (B) SN alfa-sinliklein enjeksiyonu
yapilan gruplarda gorece alfa-sinliklein yogunlugu (n(sn alfa-siniklein)=5, N(SN+DG alfa-
sinikleinj=5), (c) DG GFP enjeksiyonu yapilan gruplarda gorece GFP yogunlugu (n(pc
6rp)=6, Nisn+pG 6rp)=6), (d) SN GFP enjeksiyonu yapilan gruplarda gorece GFP yogunlugu
(n(sn Grr)=6, N(sN+DG GFP)=6)
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4.9. Farkh Beyin Bolgelerindeki Sinaptofizin Miktarlarinin immiinoblotlama

Yontemi ile Degerlendirilmesi

SN, DG ve SN+DG bolgelerine alfa-sinlklein ve GFP enjeksiyonu yapilan
hayvanlarin hipokampus ve/veya striatumdaki sinaptofizin miktarlari karsilastirildi.
Hipokampus yapilarinda; DG alfa-sinliklein ve DG GFP gruplarinin sinaptofizin
miktarinin kontrol grubuna gore anlamli olarak daha az oldugu gorildi (p<0.05 Sekil
4.12.). DG ve SN+DG alfa-sinliklein enjeksiyonu yapilan hayvanlar karsilastirildiginda
ise DG grubunda SN+DG grubuna gore sinaptofizin miktarinin daha az oldugu ve

aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p<0.05 Sekil 4.12.).

Sinaptofizin | .“
R-Tubulin 111 GG —

2.0+

1.54 T

Gorece Sinaptofizin Yogunlugu (%)

Sekil 4.12. Alfa-sintklein ve GFP ifadesinin hipokampusteki sinaptofizin miktarina
etkisi (N(kontrol)=5, N(DG alfa-siniklein)=4, N(DG GFP)=6, N(SN+DG alfa-siniiklein)=5, N(SN+DG
6rp)=6; *p<0.05, kontrol grubuna gore anlamli, tek yonli ANOVA, Tukey



60

testi; #p<0.05, SN+DG alfa-siniiklein grubuna gore anlaml, tek yonli
ANOVA, Tukey testi).

Striatum yapilarinda, gorece sinaptofizinin yogunlugunun gruplar arasinda

degismedigi gozlendi (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. Alfa-siniklein ve GFP ifadesinin striatumdaki sinaptofizin miktarina etkisi
(N(kontro=5, N(sN alfa-siniiklein)=5, N(sN GFP)=6, N(SN+DG alfa-siniiklein)=5, N(sN+DG GFP)=6).

4.10. Farkh Beyin Bolgelerindeki Alfa-siniiklein ve GFP ifadelerinin

immiinohistokimya Yontemi ile Gosterilmesi

Alfa-sintiklein ifadesinin incelenmesi amaciyla; SN alfa-sintiklein enjeksiyonu
yaptlan hayvanlarin (SN ve SN+DG) SN ve striatumlarinda, DG alfa-sintklein
enjeksiyonu  yapilan  hayvanlarin (DG ve SN+DG) hipokampuslerinde,
immunohistokimya boyamalari yapildi. Boyamalarda, her bir grup icin alfa-
sintklein’in ifade edildigi gosterildi. Proteinin, SN ve striatum yapilarinda tek tarafli,
hipokampuste, kontralateral tarafta daha az olmak Uzere, ¢ift tarafli ifade edildigi

gozlendi (Sekil 4.14.).
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x1

Sekil.14.4. Alfa-sintklein immuinohistokimyasal boyamasi. (A) SN enjeksiyonu,
striatum, (B) SN enjeksiyonu, substansiya nigra, (C) DG enjeksiyonu,
hipokampus, (D) SN+DG enjeksiyonu, striatum, (E) SN+DG enjeksiyonu,
substansiya nigra, (F) SN+DG enjeksiyonu, hipokampus. Striatum (A ve
D) ve substansiya nigra (B ve E) yapilarinda alfa-sinlklein’in enjeksiyon
tarafinda (ok ile isaretli) intakt tarafa kiyasla daha fazla ifade edildigi
gorilmektedir. Hipokampal enjeksiyonlarda karsi hemisferde de alfa-
sintklein ifadesi gozlenmistir (C ve F).

GFP ifadesinin incelenmesi amaciyla SN, striatum ve hipokampus yapilarinda

immunohistokimya boyamalari yapildi, GFP ifadesi gosterildi (Sekil 4.15.).

Figure 32

x1

x40

Sekil 4.15. GFP imminohistokimyasal boyamasi. (A) SN enjeksiyonu, striatum, (B) SN
enjeksiyonu, substansiya nigra; (C) DG enjeksiyonu grubunda, Hoechst
boyamasi ile GFP proteininin hipokampilis CA3 bdlgesinde floresans
olarak gorintilenmesi. GFP tiim gruplarda sadece enjeksiyon tarafinda
(ok ile isaretli) gozlenmistir.
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4.11. Farkh Beyin Bélgelerindeki Néron Kaybinin immiinohistokimya

Yontemi ile Gosterilmesi

Noronal kaybin degerlendirilmesi amaciyla; SN alfa-siniiklein ve GFP
enjeksiyonu yapilan hayvanlarin (SN ve SN+DG) SN ve Str yapilarinda TH boyamalari,
DG alfa-siniklein ve GFP enjeksiyonu vyapilan hayvanlarin (DG ve SN+DG)
hipokampuslerinde NeuN boyamasi yapildi. Alfa-sintklein gruplarinda néron
yogunlugunun saglam tarafa gore; SN ve striatumda azaldigi, hipokampuste
degismedigi gozlendi. GFP gruplarinda ise, hicbir yapida, saglam ve enjeksiyon yapilan

taraflar arasinda fark gézlenmedi (Sekil 4.16. ve 4.17).

D F

1
Rt g P

Sekil.4.16 Tirozin hidroksilaz (TH) imminohistokimyasal boyamasi. Gruplar: Alfa-
sintklein SN enjeksiyonu (A) striatum, (B) substansiya nigra; GFP SN
enjeksiyonu (C) striatum, (D) substansiya nigra; Alfa-sinliklein SN+DG
enjeksiyonu (E) striatum, (F) substansiya nigra. SN alfa-siniklein
grubunda; striatum (A) ve substansiya nigra (B) yapilarinin TH
boyamasinda enjeksiyon tarafinda (ok ile isaretli) intakt tarafa kiyasla
gozle gorilebilen bir azalma bulunmustur. SN GFP enjeksiyonu (C ve D) ya
da SN+DG alfa-siniklein enjeksiyonu (E ve F) yapilan gruplarda ise azalma
gozlenmemistir.
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Sekil.4.17. NeuN immiinohistokimyasal boyamasi. Gruplar: (A) Alfa-siniklein DG
enjeksiyonu, (B) GFP DG enjeksiyonu, (C) Alfa-siniklein SN+DG
enjeksiyonu. Hipokampal noéronlarin NeuN boyamasinda; alfa-siniklein
ya da GFP’nin asiri ifadesi ile enjeksiyon tarafinda (ok ile isaretli) intakt

tarafla kiyasla bir degisiklik gozlenmemistir
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5.TARTISMA

Parkinson hastaligl nigrostriatal dopaminerjik yolak dejenerasyonu ve alfa-
sintiklein iceren Lewy cisimciklerinin varligi ile karakterize edilmekle beraber
hastaligin patolojisine iliskin mekanizmalar tam olarak aydinlatiimis degildir.
Hastaligin molekiler mekanizmalarinin, ayrica motor ve motor disi bulgularinin
incelenmesi igin gelistirilmis cesitli deneysel modeller mevcuttur. Bununla birlikte
PH'de gorilen ilerleyici norodejeneratif stireci, bu slirecte ortaya ¢ikan molekiler ve
klinik bulgulari batlniyle yansitan bir model bulunmamaktadir. Bu dogrultuda,
calismamizda, alfa-siniiklein’in adeno-iliskili viral vektor (AAV) araciligl ile substansiya
nigra (SN), hipokampus dentat girus (DG) ve bu yapilarin projeksiyon bolgelerinde
artmis ifadesi saglanarak Parkinson hastaliginda gorilen motor ve motor disi
bozukluklarin incelenmesine yonelik bir hayvan modeli olusturulmasi, ayrica alfa-
sinliklein’in patolojiye olan katkisinin hiicresel diizeyde incelenmesi amacglanmistir.

Hastaligin karakteristik gOstergesi olan Lewy cisimciklerinde alfa-sintiklein
proteinine rastlanmasi (1) ve alfa-sintklein gen multiplikasyonlarinin PH ile iliskisinin
gosterilmesiyle beraber (5) proteinin asiri ifadesine dayanan transgenik ve viral
vektor aracii modeller gelistirilmistir. Transgenik fare modellerinde; motor
bozukluklar, DA ve TH seviyelerinde azalma, striatal dopaminerjik terminallerinin
kaybi, SNc ve diger beyin bolgelerinde alfa-sinliklein agregatlarinin varhigi bildirilmisse
de bu sonuglar kullanilan fare modeline ve promoter’a goére farklihk gosterir. Ayrica
bu modellerin ¢cogunda PH’dekine benzer, ilerleyici nitelikte ve selektif nigrostriatal
dejenerasyon gozlenememistir (11,110,120). Transgenik modellerin aksine, viral
vektor aracil modellerde; ilerleyici nitelikte nigral dopaminerjik néron 6liimu, striatal
akson ve terminallerde patolojik degisiklikler gosterilmistir (7-
9,56,120,125,154,155). Transgenik fare modellerinde alfa-siniiklein’in beyinde yaygin
ifadesi s6z konusu iken, viral vektorler alfa-sintklein’in hedeflenen beyin bolgesinde
ifade edilmesine olanak tanir. Viral vektor olarak lentivirlis ya da adeno aracili virtsler
kullanilmakla beraber alfa-siniklein geninin orta beyin dopaminerjik noronlara

transdiiksiyonunda AAV vektorleri LV vektorlere gore daha etkili bulunmustur. AAV
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vektorleri ile gergeklestirilen gen aktarimi %80 ile 90 arasinda iken (7,125), LV
vektorlerde bu oran %50 civarindadir (75) .

Gahsmamizda AAV vektor kullanilarak SN, DG ve SN+DG vyapilarina alfa-
sinliklein ve GFP enjeksiyonlari gerceklestirilmistir. Alfa-sinlklein ifadesinin hedef
bolgelerde yol actigi molekiler dizeydeki degisiklikler immunoblotlama ve
immunohistokimya yontemleri ile incelenmistir.

immunoblotlama y&ntemi ile; SN ve DG yapilarinin projeksiyon bélgeleri olan
striatum ve hipokampus CA3-1 bolgelerinde, alfa-siniklein ve GFP ifadesi
gosterilmistir. ifade edilen alfa-siniiklein ve GFP miktarlari hipokampal ve striatal
dokularda farklilik géstermekle beraber bu fark kullanilan AAV6 serotipinin gesitli
dokulardaki transdiksiyon etkililiginin degisiklik gostermesi ile agiklanabilir (11,156).

Sinaptofizin, beyinde, presinaptik vezikiillerin membranlarinda yerlesim
gosteren, 38 kDa agirliginda bir glikoproteindir. Aksonal patoloji ve sinaptik kaybin
gostergesi olarak siklikla kullanilir. Yapisal bir protein olan sinaptofizin’in islevleri tam
olarak bilinmemekle beraber, LTP ve sinaptik plastisitede rol aldigi gosterilmistir
(157). Calismamizda, sinaptik kaybin degerlendirilmesi amaciyla; SN gruplarinin
striatumlarinda, DG gruplarinin hipokampuslerinde, SN+DG gruplarinin hem striatum
hem de hipokampuslerindeki sinaptofizin miktarlari 6l¢tlmis, alfa-sinlklein ve GFP
ifadesinin, sinaptofizin miktarini bitlin gruplarda azalttigi gézlenmistir. Alfa-sinlklein
patolojisinin sinaptik kayba yol agmasi beklenen bir bulgu iken, GFP ifadesi ile goriilen
sinaptofizin kaybinin GFP'nin toksik etkilerinden kaynaklanmasi olasidir (158).
Calismamizda, SN+DG alfa-sintiklein ve GFP gruplarinin, hipokampus ve
striatumlarinda gozlenen sinaptofizin miktarlarindaki azalma, sadece SN ya da DG’ye
enjeksiyon yapilan gruplara goére daha az bulunmustur. Bu bulgu; hipokampal ve
striatal yapilar arasindaki sinaptik baglantilari, hipokampal ve striatal bellek
sistemlerinin birbirleri izerine olan etkisini distindlirmektedir. Striatal lezyonlarin
hipokampus-aracili, hipokampal lezyonlarin ise striatum-aracili 6grenmedeki
performansi artirdigi gosterilmistir (159). Molekiler dizeyde, striatal ve hipokampal

bellek sistemleri arasindaki etkilesimler tam olarak bilinmemekle beraber, birbirleri
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Uzerindeki etkilerinin sinaptik plastisite ve sinaptofizin ile iliskili oldugu 6ne
surtlebilir.

immunohistokimyasal yontemler ile; SN alfa-siniiklein enjeksiyonu yapilan
hayvanlarin SN ve striatumlarinda, DG alfa-siniiklein enjeksiyonu yapilan hayvanlarin
hipokampuslerinde alfa-sintklein ifadesi gosterilmistir. Alfa-sintklein’in, SN ve
striatum yapilarinda unilateral, hipokampuste, kontralateral tarafta daha az olmak
Uzere, bilateral olarak ifade edildigi gorilmdistir. Literatirdeki mevcut veriler, alfa-
sintklein patolojisinin, ilerleyici slirecte, noronal baglantilar araciligiyla yayilim
gosterdigine isaret eder (12,79,160,161) ve c¢alismamizdan elde edilen bulgulari
destekler. Calismamizda, nigrostriatal dopaminerjik kaybin gostergesi olarak, SN ve
striatumda TH immunoreaktivitesi degerlendirilmis, enjeksiyon yapilan hemisferde
boyanmanin intakt hemisfere gore daha soluk oldugu gézlenmis ancak kantitatif
analizleri  tamamlanamamistir.  Hipokampal kesitlerde, néronal kaybin
degerlendirilmesi amaciyla, NeuN boyamasi yapilmis boyanmanin sag ve sol
hemisferlerde benzer oldugu goérilmustir. Nigrostriatal dopaminerjik néronlarin
fizyolojik karakteristikleri nedeniyle noérodejeneratif hasara daha yatkin olduklari
bilinmektedir (162). Ayrica alfa-siniiklein patolojisinin, morfolojik olarak benzer
Ozellikte olan noronlarda gorildGgi bildirilmistir (12). Cahsmamizda nigrostriatal
dopaminerjik noronal yogunlugun azaldigi gozlenirken hipokampuste fark
gozlenmemesi farkl néron gruplarinin alfa-siniklein patolojisine farkh dizeylerde
direnc gostermesi ile aciklanabilir. Bunun yanisira, hipokampal dokuda gozlenen
sinaptofizin miktarindaki azalma, patolojinin, retrograd yayilim hipotezinde 6nerildigi
gibi, sinaptik terminallerden néron gévdesine dogru ilerledigini ve henliz ndronal
kayba yol agmadigini diisindurdr.

AAV-aracili deneysel modellerde, alfa-siniiklein patolojisinin, motor
bozukluklara yol actig1 gosterilmistir (7,9,155,163). Bununla beraber, PH'de, en az
motor belirtiler kadar 6zirleyici olan motor disi belirtiler de 6nemli yer tutar. Mevcut
viral vektor aracili modellerin cogu orta beyin dopaminerjik néron hasari ve iliskili
motor bozukluklari incelemeye yoneliktir. Hastaligin motor disi belirtilerinin, bazal

ganliyonlar disinda hipokampal yapilarla da iliskili oldugu duasiniilmektedir. Bu



67

dogrultuda c¢alismamizda, alfa-sinlklein’in, SN, DG ve bu yapilarin projeksiyon
bolgelerindeki asiri ifadesinin motor ve motor disi davranisa olan etkisi incelenmistir.

Hastaligin motor digi belirtilerinden olan bilissel disfonksiyon 6grenme ve
bellek bozukluklarini da kapsar. PH'de goriilen 6grenme ve bellek bozukluklarinin
bazal gangliyonlar disinda, frontal korteks ve hipokampal yapilarla da iliskili oldugu
disunidlmektedir (164). Bilissel bozukluklarin gozlendigi Parkinson hastalarinin
striatal ve frontal korteks aktivitelerinde azalma (165), kaudat niikleus ve frontal lob
yapilarinda dopaminerjik sistem disfonksiyonu (166), hipokampus ve prefrontal
kortekslerinde atrofi gérildigi bildirilmistir (100,167).

Yeni nesne tanima testi olaylarin ve gergeklerin hatirlanmasi ile ilgili olan
deklaratif bellegin incelenmesine olanak verir. Bellek disfonksiyonu olmayan
hayvanlarin yeni nesne ile eskisine gore daha fazla vakit gecirmesi beklenir. Kullanilan
deney prosediriine gore, kisa veya uzun donem bellek performansini, farkl
kosullarda degerlendirmek mimkindir. Bu calismada SN, DG ve SN+DG yapilarindaki
alfa-sintklein ifadesinin deklaratif bellek Gzerindeki etkisi, uzaysal komponenti
olmayan kosullarda degerlendirilmistir. Alfa-siniklein gruplarinin kisa veya uzun
dénem bellek islevlerinde, kontrol grubuna gore, istatistiksel anlamlilikta bir fark
gozlenmemistir.

Bazal gangliyonlar ve bellek iliskisinin YNT testi ile incelendigi literatlirdeki
mevcut calismalar; toksin-aracili, transgenik ve monoamin deplesyonu ilkesine
dayanan PH modellerinde gerceklestirilmis olup alfa-sintiklein’in AAV-aracili asiri
ifadesine dayanan modellerde yapildigi bildirilen calisma bulunmamaktadir (168). Bu
calismalarin bir kisminda kisa veya uzun dénem bellek bozukluklarinin gorilmedigi
bildirilmisken (169-172), bir kisminda bellek islevlerinin bozuldugu gosterilmistir.
Bellek disfonksiyonun goézlendigi calismalar; norotoksinlerin bilateral veya sistemik
enjeksiyonunun  (172-176) ve sistemik dopamin deplesyonunun (177)
gerceklestirildigi PH modelleri, ya da yaygin alfa-sinitklein ifadesinin s6z konusu
oldugu transgenik hayvan modelleridir (178,179). Bu calismalardan elde edilen

veriler, kliniktekilere paralel olarak, bellek disfonksiyonun bazal gangliyonlar disinda
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hipokampal (164,173-176) ve kortikal yapilar (177,180), dopaminerjik sistem disinda
kolinerjik ve serotoninerjik sistemlerle de iliskili olabilecegine isaret eder (178,179).

Literatlrde, hipokampusun yeni nesne tanima testindeki rolline iliskin farkli
veriler mevcuttur. Calismalarin biiyiik cogunlugu; kalici hipokampal hasar olusturulan
deneysel modellerde bellek islevlerinin korunduguna, hipokampusiin farmakolojik
ajanlarla gegcici inaktivasyonunun ise 6grenme ve bellek siireglerini bozduguna isaret
eder (181). Hipokampal formasyonun ve hipokampal formasyonu cevreleyen
peririnal, parahipokampal, entorinal kortekslerin 6grenme ve bellekte rol alan yapilar
oldugu bilinmektedir. Bu bulgular 6grenme ve bellek sireglerine diger medial
temporal lob yapilarinin da katkida bulundugunu ve uzun donemde olasi
kompanzasyon mekanizmalarinin devreye girdigini disindiirmektedir (182). Medial
temporal lob ve kortikal yapilarin YNT testindeki rolleri incelendiginde; dne ¢ikan
baslica yapilarin hipokampus, medial prefrontal korteks ve peririnal korteks oldugu
gosterilmistir (183,184). Calismalarin blyldk bir kisminda uzaysal ve zamansal
komponenti olmayan YNT testinde bellek islevlerinin major olarak peririnal korteksle
iliskili oldugu bildirilmistir (182—186). Yine de, bu yapilarin bilginin kodlanmasi,
konsolidasyonu, depolanmasi ve geri ¢agirilmasi asamalarindan hangilerine, ne
kosullarda katkisi oldugu tartismalidir (181).

Bu bilgiler dogrultusunda, calismamizda, hedef yapilardaki alfa-siniklein
ifadesinin, bellek fonksiyonu ile iliskili olan medial temporal lob vyapilari ve
frontostriatal devrelerde yeterince néron Oliimine yol acmadigi ileri sirilebilir.
Bellek islevlerinin korunmasinda, yetersiz néronal hasarin yanisira, uzun donemde
gerceklesen kompansasyon mekanizmalarinin da roli olabilir. Calismamizda YNT
testi, enjeksiyonu takiben 14. haftada gerceklestirilmistir. Bellek disfonksiyonun; akut
norodejenerasyon ilkesine dayanan toksin-aracili PH modellerinde gozlenmesi (172—
175), ayrica kalici hipokampal hasardan cok, gecici hipokampal inaktivasyon ile
iliskilendirilmesi bu gorisu destekler (181).

Bilissel gerileme gosteren Parkinson hastalarinin bir kisminda gorsel-uzaysal
oryantasyonun bozuldugu bildirilmistir (164,187). Hipokampal ve striatal bellek

sistemlerinin uzaysal navigasyonda rol alan yapilar oldugu bilinmektedir (188,189).
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Nigrostriatal dejenerasyonun ve dopamin ile korele bir sekilde azalan hipokampal
sinaptik plastisite ve LTP'nin uzaysal oryantasyon bozukluklarina neden oldugu
distnilmektedir (190). Morris su labirenti testi, deney hayvanlarinda uzaysal
o0grenme ve bellek performanslarinin degerlendiriimesinde siklikla kullanilan bir
testtir ve farkh protokolleri mevcuttur. Hayvanlarin tankin etrafinda distal ipuglari
olmadan, gorinir platforma ulagsmalarinin  beklendigi cued versiyondaki
performanslarinin bazal gangliyonlarla, distal ipuglarindan faydalanarak gizlenmis
platformu bulmalarinin beklendigi uzaysal versiyondaki performanslarinin ise
hipokampusle iliskili oldugu gosterilmistir (164). Calismamizda testin uzaysal versiyon
protokoll uygulanmistir. Son giin yapilan probe testinde, alfa-siniiklein enjeksiyonu
yapilan bitin hayvanlarin kontrol grubuna gore platform boélgesini bulma siiresinin
arttigl, fakat bu artisin istatistiksel onemli bir fark yaratmadig gorilmistir. SN
lezyonlarinin uzaysal MST testi performansini etkilemedigi bircok c¢alismada
gosterilmistir (188). SN alfa-sinliklein grubunda kontrol grubuna gore fark
bulunmamasi literattirdeki verilerle parallellik gosterir. DG ve SN+DG alfa-siniiklein
gruplarinda istatistiksel anlamhiliga ulasilamamasi ise kalan intakt hipokampusun
0grenme ve bellek fonksiyonlarini desteklemesi ile agiklanabilir. Hipokampusun,
bilateral veya unilateral, kismi lezyonlarinin uzaysal 6grenme ve bellek fonksiyonlarini
belli bir derecede bozdugu, MST testindeki performansin kalan intakt hipokampal
doku ile korele bir sekilde degistigi gosterilmistir (191).

PH'de bilissel bozukluklarin yanisira depresyon, anksiyete ve anhedoni gibi
duygudurum bozukluklari da sikhkla gordlir. Anhedoni, beyinde odul ve
motivasyondan sorumlu mezolimbik ve mezokortikal yolaklarin disfonksiyonu ile
ortaya cikan, klinikte haz vyitimi veya zevk alamama hali olarak tanimlanan,
noropsikiyatrik bir bulgudur. PH'nin olagan norodejeneratif siirecinde azalan
dopaminerjik aktivitenin bu yolaklar Uzerindeki etkisinin, ayrica frontal lob
disfonksiyonun PH'de goriilen anhedonin altinda yatan mekanizmalar oldugu ileri
strllmustilr (192,193). Siikroz tercih testinde, anhedonik hayvanlarin 6dil yolaklari
ve iliskili sistemlerdeki disfonksiyon nedeniyle igme suyu yerine 6dil niteliginde olan

sikrozlu icecekleri daha az tercih ettigi varsayilir. Bu ¢alismada SN alfa-sintiklein
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enjeksiyonu yapilan hayvanlarin sikrozlu su tercihinin kontrol grubuna gore
degismedigi gorilmistir. Bu bulgu 6-OHDA, paraquat ve alfa-sinlklein’in viral
vektor-aracili asiri ifadesinin gergeklestirildigi PH modellerinde yapilan galismalarla
paralellik gosterir (194). Anhedoni, noéronal dizeyde, ventral striatum ve
orbitofrontal korteks yapilari ile iliskilendirilmistir (195). Hedonik davranisin bir
gostergesi olarak kabul edilen siikroz tercihinin, bu yapilardaki dopamin eksikliginden
cok, ventral striatumun NAc'deki mi opioid (196), endokannabinoid (197) ve GABAa
(198) reseptorleri ile iliskili oldugu distnilmektedir. Bu dogrultuda SN alfa-siniklein
grubunda anhedonik davranisin gortilmemesi aciklanabilir. Calismamizda DG ve
SN+DG alfa-sintiklein ve GFP gruplarinin siikroz tercihinin kontrol grubuna goére
arttigl, bu artisin GFP gruplarinda daha fazla oldugu gorilmustir. Literatiirde,
hipokampal lezyonlarin, intrakranyal self-stimilasyon (199,200) ve siuikroz (201) gibi
odul merkezi uyaranlarina karsi yaniti artirdigi gosterilmistir. NAc hipokampusten
glutamaterjik girdiler alir (201). NAc'nin hipokampal glutamaterjik inervasyonunun
odul yaniti Gzerinde inhibe edici etkisi oldugu ileri strilmustir (199,201). Bu bilgiler
dogrultusunda DG alfa-sintiklein ifadesinin, NAc'deki glutamaterjik modilasyonu
bozdugu ve hedonik davranisa yol actig1 6ne sirilebilir.

Anksiyete, PH'nin ileri asamalarinda motor belirtilere ikincil olarak ortaya
cikabilecegi gibi, hastaligin erken donemlerinde, motor belirtilerden 6nce de
gorilebilir. Dopaminerjik disfonksiyonun anksiyetede rolii oldugu bilinmekle beraber
(202), dopamin ve anksiyete davranisi arasindaki iliski komplekstir. Standart L-DOPA
tedavisi anksiyete semptomlarini iyilestirmede vyetersizdir, hatta tedavinin
anksiyeteyi kotilestirebilecegi de ileri strdlmistir (203). PH patolojisinin bazal
gangliyonlara ulasmadan o©nce, locus coeruleus ve raphe nucleus diger beyin
yapilarinin da etkilendigi bilinmektedir (12) ve noérodejeneratif siirecin klasik motor
bozukluklarin ortaya c¢ikisindan 6nce basladigi kabul edilir. Bu veriler PH'de gorilen
anksiyetede bazal gangliyonlar disinda diger yapilarin da rolii oldugunu disindurdr.
Dopaminerjik, serotoninerjik ve noradrenerjik sistemler arasindaki bozulmus
dengenin PH'de goriilen anksiyetiye katkisi oldugu 6ne strtlmustir (203). Toksin-

aracili ve genetik PH modellerinde yapilan ¢calismalar da bu gorisu destekler (202).
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Anksiyetenin YAL testi ile degerlendirildigi bu ¢alismalarin bir kisminda anksiyete
benzeri davranislarin  gorildigi  bildirilmisken (173,174,203,204), davranissal
degisikligin gozlenmedigi calismalar da mevcuttur (202). Calismamizda SN alfa-
sintiklein grubunda gozlenen anksiyetenin kontrol grubuna gore arttigl, fakat bu
artisin istatistiksel Gneme ulasmadigi gorilmistir. Bu bulgu, unilateral alfa-sintklein
ifadesinin dopaminerjik, serotoninerjik ve noradrenerjik sistemlerde anksiyete
benzeri davranislara yol acacak diizeyde bir hasara yol agmadigini diistindirdr.
Anksiyete davranisinin hipokampus, medial prefrontal korteks ve bazolateral
amigdala yapilari ile iliskili oldugu bilinmektedir (205). Birbirleri ile anatomik ve
fonksiyonel olarak baglantili olan bu yapilarin anksiyete Uzerine etkisi ayri ayri
incelenmis olup, hipokampal lezyonlarin anksiyete benzeri davranisi azalttig
gosterilmistir (206). Mevcut veriler ventral hipokampusun anksiyetede 6zellesmis bir
roli olduguna isaret eder. Ventral hipokampus ve ventral DG'nin bilateral
lezyonlarinin YAL testinde, azalmis anksiyetenin gostergesi olarak, acik kollarda
gecirilen slreyi artirdigl gosterilmistir (205,207,208). Bununla beraber, unilateral
lezyonlarin anksiyete davranisini azaltmadigi ancak iliskili beyin yapilarinda bilateral
lezyonlara benzer sekilde fizyolojik degisikliklere yol actigi gosterilmistir (205).
Calismamizda; DG alfa-sintiklein enjeksiyonu grubunda anksiyete benzeri davranista
azalma egilimi gdzlenmis, ancak bu azalma kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamh bulunmamistir. Bu bulgu, anksiyete davranisindaki azalmanin bilateral
hipokampal lezyonlarla gorilebildigi, unilateral lezyonlarin anksiyolitik etki igin
yetersiz oldugunun bildirildigi calismalarla paralellik gosterir. Bununla beraber, DG'ye
tek tarafli alfa-sintklein enjeksiyonu ile azalmis anksiyete egilimi gozlenmesi alfa-
sintklein patolojisinin néronlar arasi yayilim hipotezini de disindurtr. Alfa-sintiklein
fibrillerinin entorinal kortekse tek tarafli enjeksiyonu ile alfa-sinliklein patolojisinin
bilateral olarak yayildig1 gosterilmistir (160). Bu bulguya paralel olarak, calismamizda,
DG alfa-sintiklein enjeksiyonu ile kontralateral hipokampuste de alfa-siniiklein ifadesi
gozlenmistir. SN+DG alfa-siniiklein enjeksiyonu yapilan grubun acik kollarda gecirdigi
sure kontrol grubu ile benzerlik géstermekte olup, SN grubuna gore artmis, DG

grubuna gore ise azalmistir. Alfa-siniklein’in SN'deki ifadesinin anksiyetede artisa,
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DG'de ise azalmaya yol actigl gbz online alindiginda alfa-sinliklein’in bu yapilardaki
beraber ifadesinin anksiyete dlzeyini degistirmemesi beklenebilir.

Silindir testi, PH modellerinde unilateral nigrostrital dopaminerjik
disfonksiyonun derecesini ve buna bagl olarak gelisen motor asimetrinin
degerlendirilmesinde sikhkla kullanilir. Lezyon tarafinin kontralateralindeki 6n ayak
kullaniminin, hasarin  biylkligine bagh olarak, azalmasi s6z konusudur.
Gahsmamizda SN, DG ve SN+DG alfa-sinlklein enjeksiyonu yapilan hayvanlarin,
ipsilateral dokunma ylizdesinin kontrol grubuna gore arttigi, ancak bu artisin yalnizca
SN ve DG gruplarinda istatistiksel anlamliliga ulastigi goriilmustir. SN alfa-siniiklein
grubunda goriilen motor asimetri beklenen bir bulgudur ve daha onceki verilere
parallelik gosterir (11,128,129). SN+DG deki artisin istatistiksel olarak anlamhliga
ulasmamasi, grup ici standart hatanin blyukligiinden kaynaklanmasi olasidir. DG
alfa-sintklein grubunda gézlenen motor asimetri ise beklenmeyen bir bulgudur ve
literatlrde hipokampal disfonksiyonun motor asimetriyle iliskili oldugunu gosteren
yayimlanmis veri bulunmamaktadir. Bir ¢alismada toksinle indiklenen hipokampal
hasarin motor koordinasyon bozukluguna yol actig1 gdsterilmisse de (209), bu sonuca
iliskin makul bir agiklama mevcut degildir. Calismamizda, DG alfa-siniiklein grubunun
yanisira, DG GFP grubunda da motor asimetri egilimi gézlenmistir. Bu bulgular motor
kontrolde rol alan, motor ve duyusal korteks gibi diger yapilarin hasarini diistindtirdr.
Duyusal-motor kortekste on ayak bolgesinin temsilini olusturan bélgenin hasari ile
kontralateral 6n ayak kullaniminin azaldigi gosterilmistir (149). Cerrahi islem ve
enjeksiyon sirasinda olusan hasarin motor asimetriye yol acmis olmasi olasidir.
Bununla beraber DG GFP grubunda goérilen motor asimetri istatistiksel olarak anlamli
degildir. Bu bulgu motor koordinasyonda hipokampusun rolii olabilecegini
duslindirir. Kortikal hasardan sonra, DG'de serotonin ve NE dizeylerinin (210) ve
sinaptofizin ifadesinin (211) sensori-motor islevlerdeki diizelme ile korele bir sekilde
arttigi  gosterilmis, hipokampal yapilardaki noroplastisitenin  sensori-motor
performanstaki iyilesme ile iliskili oldugu 6ne sirilmustiir (211). Calismamizda da DG
alfa-sinliklein ve SN+DG alfa-sinlklein gruplarinda sinaptofizin ifadesinin azaldigi, bu

azalmanin DG alfa-sintklein grubunda daha fazla oldugu goriilmustiir. Bu veriler,
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duysal-motor korteks hasari ve DG'de azalmis noroplastisitenin, DG alfa-sintklein
grubunda motor asimetriye neden olmus olabilecegini diistiindlirmektedir.

PH'nin kardinal motor belirtilerinden olan hareket azhgi/yavashgi
dopaminerjik sistemlerin aktivitesi ile dogrudan iliskilidir (212). Spontan lokomotor
davranigin dopaminerjik disfonksiyon ile olan iligkisi toksin-aracili ve transgenik PH
modellerinin (204) vyanisira, alfa-sintklein’in  AAV-aracili ifadesinin saglandigl
modellerde de gosterilmistir (130,194,213). Calismamizda SN, DG ve SN+DG alfa-
sintklein enjeksiyonu yapilan gruplar naive kontrol ve GFP kontrol gruplar ile
karsilastirilmis, bazal spontan aktivitelerinin benzer oldugu gérilmistir. DG alfa-
sintklein grubunda lokomotor aktivetinin degismemesi beklenen bir bulgudur ve DG
alfa-siniklein enjeksiyonunun nigrostriatal dopaminerjik sistemi etkilememesi ile
aciklanabilir. SN ve SN+DG gruplarinda istatistiksel anlamlilikta fark bulunmamasi ise
yetersiz noron kaybi ile iliskilendirilebilir. Deneysel hayvan modellerinde yapilan
sponton aktivite testlerinde, nigral dopaminerjik hiicre kaybinin %50-60 civarinda
olmasi motor disfonksiyonun goriilmesi icin esik degerler olarak kabul edilir (11,93).
Bilateral alfa-sintiklein enjeksiyonu ile, unilateral enjeksiyonlara gore, daha fazla
noron kaybi gozlenir (213). Bunun vyanisira, viral vektorlerin nigrostriatal
dopaminerjik néronlara olan tropizminin kullanilan vektorin serotipine ve
promoter'a gore degistigi, néron kaybinin farklihk gosterebildigi bilinmektedir (214)
Bu bilgiler dogrultusunda, c¢alismamizda alfa-siniiklein ekspresyonun, unilateral
enjeksiyona ve/veya kullanilan AAV6 serotipine baglh olarak, yeterli diizeyde néronal
hasara ve dopaminerjik disfonksiyona yol agmadigi 6ne siirtlebilir.

Dopaminerjik sistemlerin motor aktivite (zerindeki etkisi cesitli dopamin
agonistleri kullanilarak incelenmistir. Yapilan calismalarda apomorfin’in disik
dozlarda motor aktivitede azalmaya, yliksek dozlarda ise artisa neden oldugu
gbzlenmis (215,216), hipoaktivitenin presinaptik D2 reseptorleri, hiperaktivitenin
post-sinaptik D1 reseptorleri aracihgiyla gerceklestigi gosterilmistir (212,215,216).
Calismamizda yuksek doz apomorfin (1 mg/kg) subkitan olarak uygulanmis ve
lokomotor aktivetinin bitin deney gruplarinda azaldigi gézlenmistir. Bu bulgu

literatlrdeki verilerle ¢elismekle birlikte, nigrostriatal dopaminerjik yolagin tek tarafh
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hasarinin hayvanlarin dénme egilimini artirdigl, buna baglh olarak spontan
aktivitelerinin azalmis oldugu ileri strilebilir (120,217). Bununla birlikte lokomotor
aktivitenin bitlin gruplarda azaldiginin goézlenmesi apomorfinle indiklenen
stereotipiyi duslindurir. Yuksek dozlarda apomorfinle indiklenen stereotipik
davranigin lokomotor aktivitede azalmaya yol agtigi ileri stiriImustir (217).

PH modellerinde; tek tarafli nigrostriatal lezyonun derecesi dopaminerjik
ajanlar kullanilarak yapilan donme testleri ile Olguliir (150). Lezyon tarafindaki
postsinaptik dopaminerjik reseptérler denervasyona bagli olarak asiri duyarl hale
gelir. Buradaki reseptorlerin apomorfin gibi direkt dopamin agonistleri ile uyariimasi
kontralateral donmeye yol acar. Striatal denervasyonun %90 civarinda olmasi
apomorfinle indiiklenen donme hareketi icin esik deger olarak kabul edilir (151).
Donme sayisi, apomorfin dozuna ve enjeksiyon bolgesine bagh olarak degismekle
birlikte (151), dakikada ortalama 6 olarak bildirilmistir (152,220). Literattrdeki
verilerle karsilastirildiginda, ¢alismamizdaki SN ve SN+DG alfa-sintiklein gruplarinin
dénme hareketinin istatistiksel anlamliliga ulasmadigi gérilmistir. Alfa-siniklein’in
AAV-aracil enjeksiyonu ile olusturulan deneysel PH modellerinde nérodejenerasyon,
klinik tabloya benzer sekilde yavas ve ilerleyici bir stirecte gelisir. (9,11,56,125,154).
Bu veriler dogrultusunda, calismamizda, unilateral alfa-sintiklein enjeksiyonu ile
olusturulan nigrostriatal dejenerasyonun, esik degere (%90 striatal denervasyon)
ulasmadigini gostermekte ve TH boyamasi ile kalitatif olarak bu bulguyu

desteklemektedir.
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6.SONUC ve ONERILER

Bu tez c¢alismasinda; alfa-siniiklein’in AAV-aracili tek tarafli enjeksiyonu ile
Parkinson hastaliginin motor ve motor disi bulgularinin incelenmesine yonelik bir
hayvan modeli gelistiriimesi, alfa-sinlklein patolojisinin molekiler dizeyde
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda SN, DG ve bu yapilarin her ikisine
birlikte alfa-sinlklein enjeksiyonlari gergeklestirilmis, alfa-sinliklein’in bu yapilarda ve
bu yapilarin projeksiyon bolgelerinde artmis ifadesi gosterilmistir. Alfa-sintiklein’in,
SN’ye enjeksiyonu ile tek tarafli yayildigi gozlenirken, DG enjeksiyonu ile kontralateral
hemisferde de ifade edildigi gozlenmis, asiri ifadesinin striatal ve hipokampal
yapilardaki sinaptofizin miktarini azalttigi bulunmustur. SN ve striatum yapilarinda,
dopaminerjik néron belirteci olan TH yogunlugunun enjeksiyon tarafinda daha az
oldugu, hipokampuste, ndronal isaretleyici, NeuN yogunlugunun ise iki hemisferde
de benzer oldugu gozlenmistir.

Ogrenme ve bellek islevlerinin, gruplar arasinda anlamli olarak degismedigi
gozlenmis, tek tarafli alfa-siniiklein enjeksiyonun bellek fonksiyonu ile iliskili olan
medial temporal lob yapilari ve frontostriatal devrelerde yeterince néron 6limiine
yol agmamasi ve uzun doénemde gelisen kompansasyon mekanizmalari ile
iliskilendirilmistir. Hedoninin; SN alfa-sintklein grubunda kontrol grubuna goére
degismedigi, DG alfa-sinliklein enjeksiyonu yapilan gruplarda ise arttig1 gosterilmis,
nigrostriatal dopaminerjik ve hipokampal glutamaterjik néronlarin, hedoniye aracilik
eden birincil yapr olan NAc aktivitesini farkh sekillerde modile etmesi ile
actklanmistir.  Anksiyete duizeylerinin, SN alfa-siniiklein grubunda artma, DG
grubunda azalma egilimi gosterdigi, SN+DG alfa-sintiklein grubunda ise kontrol grubu
ile benzer oldugu bulunmustur. Anksiyetedeki artis ve azalma istatistiksel olarak
anlaml olmamakla birlikte, alfa-siniiklein’in nigrostriatal ve hipokampal yapilardaki
ifadesinin anksiyete lizerinde farkli etkileri olmasi ile iliskilendirilmistir.

Tek tarafli alfa-siniklein enjeksiyonun motor asimetriye yol actigi silindir testi
ile gosterilmistir. Spontan motor aktivitenin ve apomorfinle indiklenen dénmenin ise
gruplar arasinda anlamh olarak degismedigi gozlenmis, tek tarafli alfa-siniiklein

enjeksiyonun, bu testlerle dlclilen motor becerilerde disfonksiyona neden olacak
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diizeyde hasar olusturmamasi ile aciklanmistir. Apomorfinle indiklenen lokomotor
aktivite testinde butlin gruplarin spontan motor aktivitesinin azaldig gézlenmistir.
Literatlrdeki verilere gére beklenmeyen bir bulgu olan bu azalmanin apomorfinle
indlklenen stereotipiye bagh olarak ortaya ¢iktigi 6ne siirilebilir.

Parkinson hastaliginin kardinal motor belirtileri bazal gangliyonlarin
disfonksiyonuna bagli olarak ortaya ¢ikarken, motor disi belirtileri bazal gangliyonlar
disinda diger yapilarla da iliskilendirilmistir. Calismamizda alfa-sintklein’in SN, DG ve
bu yapilarin her ikisine birlikte, tek tarafli enjeksiyonu sonucu gézlenen motor ve
motor-disi bulgular degerlendirilmis, molekiler diizeyde meydana gelen patolojik
degisiklikler incelenmistir. Elde edilen bulgular alfa-sinliklein’in tek tarafli
enjeksiyonun kismi norodejenerasyona yol actigini ve motor disi belirtilerin
gozlenmesi icin yetersiz oldugunu disindirir. Bununla beraber, bu veriler
gelecekteki benzer ¢alismalara temel olusturabilir. Hastaligin motor ve motor-disi
belirtilerinin, alfa-sinliklein’in SN ve DG vyapilarina bilateral enjeksiyonu ile

olusturulacak deneysel modellerde de incelenmesi yararli olacaktir.
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