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OZET

Parkinson hastaligi (PH), dopaminerjik noronlarin dejenerasyonu ile karakterize edilen, hareket
bozukluklarina ve motor kontrol kaybina neden olan ilerleyici bir ndrodejeneratif hastaliktir.
Ozellikle yetiskin ve ileri yas gruplarini etkileyen PH, tedavi edilemez dogas1 ve mevcut terapotik
seceneklerin sinirliligi nedeniyle 6nemli bir halk saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir. Giincel
bilimsel arastirmalar, yan etkileri diisiik ve biyoyararlanimi yiiksek dogal bilesiklerin,
ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanim potansiyelini aragtirmaya odaklanmaktadir. Bu
baglamda, bitkilerde dogal olarak bulunan bir stilbenoid olan resveratrol (RSV) ile endojen bir
gazotransmitter olan hidrojen siilfiir (H2S), oksidatif stres ve inflamasyon gibi patolojik siiregleri
modiile edebilme potansiyelleriyle dikkat ¢ekmektedir. Bu caligmada, 6-hidroksidopamin (6-
OHDA) kullanilarak PH’nin dopaminerjik ndronlarda yol actig1 toksik etkiler modellenmis ve RSV
ile H:S'in noroprotektif etkileri farkli konsantrasyon ve uygulama protokolleriyle
degerlendirilmistir. 6-OHDA indiiksiyonunun, hiicresel zarar biyobelirte¢lerinden LDH
salmmminda, kaspaz-3, -8 ve -9 aktivitelerinde, reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyelerinde ve
mitokondriyal membran potansiyelindeki bozulmada anlamli bir artisa neden oldugu
gozlemlenmigtir. Buna karsin, RSV ve H»S’in dnleyici ve es zamanli uygulanmasi, hiicresel hasar
gostergelerinde anlamli  azalmalar saglamis, hiicre canliligmmi artirmig ve mitokondriyal
fonksiyonlar1 korumustur. Sonuglar, diisiik konsantrasyonlarda RSV ve H>S kombinasyonunun, 6-
OHDA’nm toksik etkilerine kars1 ndroprotektif ozellikler sergiledigini ve bu iki bilesigin sinerjik
etkilerle oksidatif stres, apoptoz ve mitokondriyal disfonksiyonu baskilayabilecegini
gostermektedir. Calisma bulgulari, RSV ve H»S'in PH ile iliskili nérodejeneratif siireclere karsi
terapotik potansiyel tasiyan ajanlar olarak degerlendirilmesi gerektigini ve bu bilesiklerin yeni nesil
noroprotektif stratejilerin gelistirilmesinde Onemli bir ara¢ olabilecegini giiglii bir sekilde
desteklemektedir.
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a progressive neurodegenerative disorder characterized by the
degeneration of dopaminergic neurons, leading to movement disorders and loss of motor control.
PD, which particularly affects adults and older age groups, remains an important public health
problem due to its incurable nature and the limitations of current therapeutic options. Current
scientific research focuses on investigating the potential of natural compounds with low side effects
and high bioavailability for the treatment of neurodegenerative diseases. In this context, resveratrol
(RSV), a naturally occurring stilbenoid found in plants, and hydrogen sulfide (H2S), an
endogenous gasotransmitter, have attracted attention with their potential to modulate pathological
processes such as oxidative stress and inflammation. In this study, we modeled the toxic effects of
PH on dopaminergic neurons using 6-hydroxydopamine (6-OHDA) and evaluated the
neuroprotective effects of RSV and H2S with different concentrations and application protocols. 6-
OHDA induction caused a significant increase in LDH release, caspase-3, -8 and -9 activities,
reactive oxygen species (ROS) levels and mitochondrial membrane potential disruption, which are
biomarkers of cellular damage. In contrast, preventive and simultaneous administration of RSV and
H2S resulted in significant reductions in cellular damage indicators, increased cell viability and
preserved mitochondrial function. The results suggest that the combination of RSV and H2S at low
concentrations exhibits neuroprotective properties against the toxic effects of 6-OHDA and that
these two compounds may suppress oxidative stress, apoptosis and mitochondrial dysfunction
through synergistic effects. The study findings strongly support that RSV and H2S should be
considered as agents with therapeutic potential against PD-associated neurodegenerative processes
and that these compounds may be an important tool in the development of next generation
neuroprotective strategies.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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1. GIRIS

Bilim insanlari, tedavisi olmayan veya mevcut tedavilere yanit vermeyen hastaliklar igin
stirekli olarak etkili tedaviler bulmaya g¢alismaktadir. Amag, hastalarin dogru zamanda
uygun tedaviyi almalari, yasamlarinda niteliksel ve niceliksel iyilesmeler elde etmeleri ve

iyilesmelerini hizlandirmalaridir [1].

Parkinson hastaligi (PH) gibi nérolojik rahatsizliklarin tedavisinde dogal kimyasallar ve
sifal1 bitkiler bliyiik bir potansiyel tasimaktadir. Cok sayida c¢alisma, dogal {iriinlerin ve
fitokimyasallarin norodejeneratif hastaliklarin semptomlarin1 azaltma ve seyrini durdurma
kabiliyetini gdstermistir [2]. PH’nin ve diger karmasik norodejeneratif hastaliklarin
tedavisi i¢in tamamlayict veya alternatif tedavi yontemleri olarak dogal {iriinlerin ve sifal
bitkilerin kullanilmasi1 lehine artan miktarda arastirma ve bilimsel kanit gostermektedir. Bu
alanda devam eden aragtirmalarin bir sonucu olarak, hastalar i¢in tedavi secenekleri daha

erisilebilir, giivenli ve basarili hale gelebilir [3].

Resveratrol gibi sifali bitkiler PH ve diger norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde umut
vaat etmektedir. Bu dogal maddelerin PH nin altinda yatan patojenik siiregleri azaltmaya
yardimc1 olabilecek antioksidatif, anti inflamatuar ve noroprotektif nitelikler igerdigi

kesfedilmistir [4].

Alzheimer hastaligt (AH) ve Huntington hastalifi (HD) ile birlikte norodejeneratif
hastaliklardan biri olan PH, sosyal ve ekonomik bir¢ok etkisi olan ve tedavisi olmayan bir
hastalik grubudur. Insan yasam siiresinin uzamasi, hastaliklarin goriilme sikhigini ve
gelisimini Onemli Olgiide artirmistir. Gliniimiizde kullanilan tedavi yaklasimlari ise
genellikle hastaliklarin  patofizyolojik = siireclerini  hedef almamakta ve yalnizca
semptomlarin yonetimine odaklanmaktadir. Bu dogrultuda, diisiik toksisiteye sahip, farkli
etki mekanizmalarin1 iceren ve birden fazla biyokimyasal hedefe yonelik etkili yeni
kimyasal alternatiflerin gelistirilmesine ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu durum, modern ilaglarin
bilesenlerinde ve gelistirilmesinde kullanilmak iizere dogada yaygin olarak bulunan

kimyasallara yonelmeye yol agmistir [4].



PH tedavisine gelince, dogal malzemeler, bitkilerdeki aktif bilesenlerin ve dogada bulunan
kimyasallarin  arastirllmast  yoluyla yaslanmanin tedavisine ve norodejeneratif

bozukluklarin hafifletilmesine katkida bulunmustur [4].

PH sendromunu ilk tanimlayan, hastalig1 tarif eden ve ilk kez "Parkinson felci" olarak
adlandiran Ingiliz cerrah James Parkinson olmustur [5]. Yash hastalarda en sik goriilen
hastalik olmasina ragmen, etkilenenlerin yaklagik %5'i 40 yasin altindadir. Bazen diskinezi
olarak da adlandirilan hastalik, tokezleyerek yiiriime, hafiza ve bilissel islevlerde azalma

ile karakterizedir [6].

Hareket bozukluklar1 ve norodejeneratif 6zelliklere sahip kronik bir noérolojik bozukluk
olarak bilinen PH yavag hareket, titreme, genel viicut pozisyonunda dengesizlik ve sertlik
gibi belirgin klinik semptomlarla teshis edilir. Ayrica depresyon ve anksiyeteye de yol
acabilir. Bu hastaligin en 6nemli 6zellikleri, substantia nigra pars compacta'daki (SNpc)
dopamin noronlarinin kademeli olarak hasar gérmesi veya kaybi ve striatumdaki dopamin
tiikenmesidir. Bu durum, motor fonksiyon bozukluklarina yol agmaktadir. PH, yalnizca
dopaminerjik sistemle sinirli kalmayip, kolinerjik islevler ile serotonerjik, glutamaterjik ve
noradrenerjik yollar {izerinde de etkili olabilmektedir. Bu yollarin etkilenmesi, ndronal
hiicre oliimiiyle iligkilendirildigi gibi dopamin sisteminde bozulmalara da neden
olabilmektedir. Bu hastaligin gelisimi, motor semptomlara ek olarak, uyku bozukluklari,
biligsel gerileme, otonomik disfonksiyon, ruh hali degisiklikleri, depresyon, yorgunluk ve
huzursuzluk gibi motor olmayan bir dizi semptomla da iliskilendirilmektedir. PH’ nin
teshisinde, onemli bir patolojik 6zellik olarak Lewy cisimciklerinde yanlis katlanmis alfa-
sinliklein  proteinlerinin  birikimi dikkate alinmaktadir. Bu nedenle, PH, alfa-

sinlikleinopatiler grubuna dahil edilen bir hastalik olarak tanimlanmaktadir.

Alfa-siniiklein ister aile dyKkiisii olsun ister sporadik olsun PH’nin nedenlerinden biri olarak
bliyiik onem tagimaktadir. Alfa-siniiklein, post-translasyonel modifikasyonlar, néro-
enflamasyon, oksidatif stres, mitokondriyal fonksiyon kaybi ve morfolojik degisim ile
iligkilidir. Ayrica sinaptik ve fosfolipid fonksiyon kaybina neden olur ve indiiklenmis
endoplazmik retikulum stresi ve metal iyonlar1 ile iligkilidir. Yaglanma ile birlikte viicudun
antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz kalmasi, reaktif oksijen tiirlerinin asir

iiretimine yol acarak beyinde oksidatif stresin artmasina neden olur. Bunun sonucunda,



yanlis katlanmig alfa-siniiklein birikimi, PH’da yaslanma siirecini tetikleyen onemli bir

faktor haline gelmektedir.

Noron Oliimiine katkida bulunan mekanizmalar1 kontrol etmek ve ortaya c¢ikan islev
bozuklugunu tedavi etmek icin yeni terapotik stratejiler aranmaktadir. Cilinkii PH i¢in su
anda mevcut olan tedavilerin zararli yan etkileri vardir ve pahalidir. Bu nedenle, egilim
dogal iiriinlere yoneliktir. PH 11 tedavi etmek igin olasi tedavilerin bir kaynagi olarak,
irlinler demir birikimi ve protein yanlis katlanmasinda, proteazom parcalanmasinin
stirdiiriilmesinde, mitokondriyal homeostazda ve diger noroprotektif siire¢lerde inhibe

edici roller oynar [7].






2. GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Hastalhig:

Parkinson hastalig1 (PH), Alzheimer hastaligindan sonra goriilen en yaygin norodejeneratif
hastaliktir. Bu hastalikta sadece sinir hiicreleri 6lmekle kalmaz, aynm1 zamanda belirli
noronal devreler de tehlikeye girer. Ingiliz bilim insam1 James Parkinson, PH’m1 ilk kez
1817 yilinda tanimlamis: en 6nemlisi yavaslik veya hareket edememe olan ve PH olarak
adlandirilmasina yol agan bir grup semptomun eslik ettigi norolojik bir bozukluk olarak
tanimlamigtir. Hastaliga kas sertligi, dinlenme sirasinda titreme ve dengesizlik gibi diger

semptomlar da eslik edebilir [8].

PH motor semptomlari, PH ile baglantili olan substantia nigra’daki dopaminerjik
noronlarin kaybedilmesinden kaynaklanir. Oksidatif stres, mitokondriyal fonksiyon kaybi
ve anormal protein birikimi PH ile baglantili olsa da, hastaligin kesin kokenleri hentiz net
degildir. Dopamin replasman tedavisi (DRT) PH’nin birincil tedavisidir. Su anda PH’m
tedavi etmek icin bircok dogal madde alternatif ila¢ olarak kullanilmaktadir [9, 10].

65 yas Ustii kisilerin yaklasik %]1'inde PH vardir. Genellikle 40 ila 70 yaslar1 arasinda
baslar ve nadiren 20 yasindan 6nce ortaya ¢ikar. Geng baslangi¢cli PH yirmi yasindan once
ortaya ¢ikar. Kiiresel Hastalik Yiki tarafindan yapilan bir arastirmaya gore 2017 yilinda
1,02 milyon yeni PH vakasi goriilmiistiir. Kiiresel olarak 2016 yilinda 6,1 milyon PH
hastas1 kaydedilmistir ve yasa gore standardize edilmis prevalans oranit 1990 ile 2016
yillar1 arasinda %21,7 oraninda artmistir. Yasa gore standardize edilmis PH bagl geng
yasam Oliim oranlari 1990'dan 2007'ye kadar %38,9 artarak keskin bir yiikselis gostermis,
ardindan 2007'den 2017'ye kadar %1,0 artmistir. Calismalar, PH yiikiiniin 6nlimiizdeki

yillarda 6nemli dl¢lide artacagini ongormektedir [11].

Asir calisma, travma, soguga maruz kalma, kat1 kisilikler ve stres gibi degiskenlerin PH
icin predispozan faktorler oldugu diistiniilmektedir. Hastaligin kesin nedeni bilinmemekle
birlikte, ailesel PH ile baglantili baz1 genlerdeki mutasyonlar, belirli proteinlerin islevlerine

ve hastaligin gelisiminin arkasindaki siire¢lere 151k tutabilir [12, 13].



PH i¢in birincil tedavi geleneksel olarak beynin dopamin eksikligini telafi eden DRT
olmustur. Bununla birlikte, DRT ndrodejeneratif siireci durdurmaz ve uzun vadede motor
dalgalanmalar ve diskineziler gibi motor komplikasyonlara neden olabilir [14, 15, 16]. PH
patojenik faktorlere iliskin kritik noktalar sunlardir: Giincel goriislerin ¢ogu, alfa-siniiklein
(SNCA) fibrilasyonunun ve anormal agregasyonunun PH'nin klinik olusumunda birincil
bilesenler olduguna inanmaktadir [17, 18, 19, 20]. Alfa-siniikleinden olusan Lewy
cisimciklerinin (LC) varligi, PH'nin 6nemli bir patolojik belirtecidir [17, 19]. Oksidatif
stres ve ara oligomer konformasyonu da dahil olmak {izere bir¢ok faktor, farkli metabolik
yollar araciligiyla PH patogenezinde temel rol oynamaktadir [17, 19, 20]. Cogu PH
hastasinda kesfedilen patojenik faktorler heniiz kesin olarak dogrulanmamis olsa da,
giderek artan sayida kanit, bircok ortak molekiiler sinyal yolunun PH'min gelisimi ve
ilerlemesiyle baglantili oldugunu gostermektedir [17, 18, 19, 20]. Fosfoinozitid 3-
kinaz/protein kinaz B yolu, PH patogenezindeki en 6dnemli sinyal yollarindan biri olarak
kabul edilmektedir. Niikleer faktor eritriod 2 ile iligkili faktor2 yolu gibi diger yollar da PH
patogenezine dahil edilmistir [19]. Mevcut bilgiler, alfa-siniiklein fibrilasyonu ve
agregasyonunun, oksidatif stres ve diizensiz sinyal yolaklar1 gibi diger faktorlere ek olarak,
PH patogenezinde temel oyuncular oldugunu gostermektedir, ancak bu siireglerin altinda
yatan kesin mekanizmalar hala arastinlmaktadir. Mevcut bilgilere gore yas, kalitsal ve
cevresel degiskenler arasindaki karmasik bir etkilesim sonucu ortaya ¢ikan PH i¢in en
onemli risk faktoriidiir. Genetik, PH vakalarinin yaklasik %10-15"ini olusturur ve hastalikla
baglantili ¢esitli gen mutasyonlar1 vardir. Yaygin genetik risk faktorleri arasinda Losin
Zengin Tekrar Kinaz (LRRK2), Glukozilseramidaz betal (GBAL1), alfa-siniiklein ve

digerlerindeki varyantlar yer almaktadir.

2.1.1. Parkinson hastahiginin motor semptomlar:

PH oOncelikle motor semptomlarla tanimlanir ve hastaligin temel motor &zellikleri
nigrostriatal yoldaki cogu dopaminerjik hiicrenin kaybim takiben ortaya ¢ikar. Hastaligin
kinetik tanisi, istemli hareketlerin yavasligina ve hareket yavasligina katkida bulunan ya da
bundan kaynaklanan verimlilik ve hizdaki diisiise dayanir. Ek olarak, semptom olarak kas
sertligi, istirahat titremeleri veya dengesiz durus olabilir. Harekette asimetri ve
semptomlarin viicudun bir tarafinda baglamas1 6nemli motor belirtilerdir. Yiiriime yavastir,
kollar sallanmaz ve govde kambur goriiniir. Ayrica uzuvlarda ve aksiyal sistemde sertlik

vardir. Ek olarak, motor semptomlar ifadesiz bir yiiz ve daha kiicik el yazsi ile



sonuclanabilir. Cogu insan istirahat halindeyken elleri titrer. Bacak titremeleri ve kisa

adimlar da bunun bir pargasi olabilir, bu da denge kaybina ve diismeye neden olabilir [21].

2.1.2. Parkinson hastali@inin motor dis1 semptomlari

Hastalarin yasam kalitesi motor olmayan semptomlardan etkilenir. Bunlar salya akmasi,
yorgunluk ve gece idraridir. Hastalik ilerledik¢e, engellilik ve motor disi semptomlarin
siklig1 arttikga yasam kalitesi diiser. PH diger motor disi semptomlari anksiyete ve

depresyondur. Bireyler, zamanla yasam kalitesini bozan biligsel bozulma yasayabilir [22].

2.1.3. Parkinson hastahginin genetik risk faktorleri

Norodejeneratif hastaliklarin genetik nedenlerden kaynaklanabilecegi vurgulanmaktadir.
Bunun yani sira PH’nin, cevresel faktorler ve genetik yatkinlik arasindaki karmasik

etkilesimlerden kaynaklanabilecegi ileri siirtilmiistiir [23].

Polymeropoulos ve c¢alisma arkadaslari, otozomal dominant bir Parkinson hastalig
formunu ilk kez italyan bir ailede tanimlamis ve bu formu PARKI olarak adlandirilan
genetik bir lokusla iligkilendirmistir. Bu kesif, Parkinson hastaliginin genetik temellerini
anlamak i¢in 6nemli bir kilometre tas1 olmus ve a-siniiklein genindeki mutasyonlarin
hastaligin gelisimindeki roliinii ortaya koymustur. Bunun yanmi sira, PARKI’den
PARK13’e kadar adlandirilan on {i¢ farkli genetik lokusun, Parkinson hastaliginin nadir
goriilen formlariyla iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica, PARK gen ailesinin alt1 farkh
lokasyonunda meydana gelen mutasyonlarin hastalik riskini artirabilecegi belirtilmistir

[24].

PH, bazi durumlarda monojenik (tek genle iligkili) formlarla iligkilendirilebilir ve bu
durumdan sorumlu oldugu belirlenen 15 gen bulunmaktadir. Ancak, bu genlerdeki
mutasyonlar monojenik vakalarin yalnizca yaklagsik %30'unu ve genetik agidan daha
karmagik vakalarin %3-5'ini aciklayabilmektedir. Bu bulgular, PH'nin genetik altyapisinin
biliylik Olclide karmasik oldugunu ve genetik faktorlerin tek basina tiim vakalari

aciklamakta yetersiz kaldigini gostermektedir [25].

Yapilan calismalar, PH ile iliskilendirilen genetik mutasyonlarin yaygin olarak SNCA,
LRRK2 ve MAPT genlerinde bulundugunu, ayrica GBA genindeki diisiik frekansl



kodlama varyantlarinin da bu hastalikla baglantili oldugunu ortaya koymustur [26]. PH’da

en yaygin gorlilen genetik mutasyonlar su sekildedir:

Alfa-siniiklein (SNCA): Bu gen, Parkinson hastalarinin beyinlerinde Lewy cisimcikleri
olusturmak {izere biriken alfa-siniiklein proteinini iiretir. PH nin erken evreleri 6zellikle bu

gendeki mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar [27].

PARK?2 (Parkin): Mitokondriyal aktivite ve protein yikiminda rol oynayan bir E3 ubikitin
ligaz enzimi olan Parkin, PARK?2 tarafindan iiretilir. Resesif juvenil PH, oksidatif stresi
artiran ve mitokondriyal fonksiyon kaybina yol agan bu gen mutasyonlari sonucunda

gelismektedir [27].

PARK7 (DG-1): Bu gen, hiicreleri mitokondrilerinin hasardan koruyan DJ-1 proteinini
iretir. Erken baslangicli PH’nin nadir goriilen bir tirli PARK7'deki mutasyonlardan
kaynaklanir [27].

PINK1: Mitokondriyi stresten korumaya yardimci olan bir protein kinazi kodlamak

Pink1'in islevidir PH, PINK 1 mutasyonlarinin bir sonucu olarak daha erken gelisir [27].

LRRK2 (L6sin bakimindan zengin tekrar kinaz 2): Bu gendeki mutasyonlar otozomal
dominant olarak kalitilir ve ge¢ baslangighh PH ile baglantilidir. LRRK2 proteini, ndronal
sagkalimi destekleyen birg¢ok biyolojik islevde rol almaktadir [27].

2.1.4. Parkinson hastahginin genetik olmayan risk faktorleri

Pestisitlere, herbisitlere ve agir metallere mesleki maruziyet-tiitiin, kahve ve alkol tiiketimi
genetik olmayan risk faktorlerine 6rnek olarak verilebilir. Parkinson hastalarinin substantia
nigrasinda yiiksek demir seviyeleri tespit edilmistir ve diyetle alinan demir serbest radikal
iiretimine neden olabilir. Fiziksel aktivite de PH riskini azaltirken, kafa travmasi PH
gelisimini etkiler ve gelecekte PH gelisme riskinin daha yiiksek olmasiyla baglantili olan

diger faktorler koku alma bozukluklari, depresyon ve anksiyetedir [28, 29].



2.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif strese kars1 viicudun
temel savunma mekanizmalarindan biridir. Bu molekiiller, serbest radikal temizleyicisi
olarak islev gorerek hiicre hasarini oOnler, serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesini
saglar ve dolayisiyla hastalik riskini azaltir. Antioksidanlar, viicut tarafindan dogal yollarla
iiretilebildigi eksojen kaynaklardan da alinabilir. normal hiicresel

gibi Ayrica,

metabolizmanin zararli yan {riinleri olan serbest radikalleri nétralize ederek viicudu

koruma gorevini tistlenir [30].

Cizelge 2.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi [37, 38]

Savunma Alt Kategori Ornek Bilesikler Temel Fonksiyonel
Kategorisi Gorevler
Endojen Enzimatik Stiperoksit dismutaz Serbest radikalleri

Antioksidanlar

Antioksidanlar

(SOD), Katalaz (CAT),
Glutatyon peroksidaz
(GPx), Glutatyon

etkisiz hale getirerek
oksidatif hasar1 onler

[31, 32].

rediiktaz (GR).
Endojen Nonenzimatik | Glutatyon, Melatonin, | Serbest radikal
Antioksidanlar Antioksidanlar | Koenzim Q10, toplayicilar olarak

Selenyum, Ulirik asit,
a-lipoik asit, Bilirubin,
Alblimin, Transferrin,
Seruloplazmin.

oksidatif stresi azaltir
[33, 34].

Eksojen
Antioksidanlar

Vitamin
Antioksidanlar

a-Tokoferol (Vitamin
E), B-karoten (Vitamin
A), Askorbik asit
(Vitamin C), Folik asit

Lipid
peroksidasyonunu
azaltir, serbest
radikallerin etkisini

(Vitamin B9). diistiriir [33, 34].
Eksojen Farmakolojik | Ksantin oksidaz Endojen sistemlerin
Antioksidanlar Antioksidanlar | inhibitorleri yetersiz kaldig1

(alloptirinol, durumlarda serbest

oksipiirinol), NADPH | radikalleri etkisiz hale

oksidaz inhibitorleri,
Rekombinant SOD,
Trolox-C.

getirir [31, 32].

Hiicresel Koruyucu | Onarici DNA onarim Hasarli molekiillerin

Mekanizmalar Sistemler mekanizmalari, protein | onarilmasini saglayarak
katlanma sistemleri hiicresel homeostazi
(saperon proteinler). korur [35].

Hiicresel Koruyucu | Adaptif Nrf2 transkripsiyon Oksidatif strese yanit

Mekanizmalar

Mekanizmalar

faktori, hizlandirilmis
antioksidan gen
ekspresyonu.

olarak antioksidan
savunma kapasitesini
artirir [36].
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2.2.1. Flavonoidler

Flavonoidler, damarli bitkilerden elde edilen ve fenolik kimyasal bilesikler grubuna dahil
olan 6nemli maddelerdir. Giiniimiizde yaklasik 8.000 farkli fenolik madde bilinmektedir.
Bitkilerde flavonoidler, antioksidan ve antibakteriyel etkiler gostermenin yani sira,
fotoreseptor ve gorsel ¢ekicilik saglayici islevler tistlenir. Ayrica, serbest radikal tiretimini
ve temizlenmesini diizenleyerek organizmalarda oksidatif stresi azaltma potansiyeline
sahiptir [39]. Flavonoidler, fenilalanin, tirozin ve malonat gibi aromatik amino asitlerden
tiiretilir ve temel yapilarinda 15 karbon atomundan olusan, ii¢ halka seklinde diizenlenmis

(C6-C3-C6) flavan gekirdegi bulunur [40].

Bitkilerde flavonoidler genellikle glikozillenmis tiirevler seklinde bulunur ve ¢igeklere,
yapraklara ve meyvelere turuncu, kizil ve mavi gibi renkler verir [41]. Flavonoidler;
sebzeler, meyveler, tohumlar, tahillar, baharatlar ve bitkisel ilaglarda yaygin olarak yer
alir. Ayrica cay, bira ve Ozellikle kirmizi sarap gibi iceceklerde de yiliksek miktarda

bulunmaktadir [42].

Flavonoidler, H2O2, Oz ve OH™ gibi reaktif oksijen tiirlerini etkisiz hale getirme
yetenekleriyle giiglii antioksidan Ozellikler sergiler. Bu bilesikler, lipid oksidasyonunu
baskilama ve oksijen radikallerini temizleme islevleri sayesinde hiicresel hasar1 6nlemeye
katkida bulunur. Flavonoidlerin bir alt grubu olan resveratrol, serbest radikalleri etkili bir
sekilde notralize etme kapasitesiyle 6ne ¢ikan baslica fenolik kimyasallar arasinda yer alir

[43].

2.3. Resveratrol

Resveratrol (3,5,4 Trihidroksistilben), 6zellikle kirmiz1 {iziim kabuklarinda bulunan ve
antioksidan, anti inflamatuar 6zellikleriyle dikkat ¢eken bir polifenol bilesiktir [44, 45]. Bu
bilesigin, serbest oksijen radikallerin neden oldugu oksidatif stresi azaltarak hiicresel hasari
onledigi ve boylece kronik hastaliklarin patogenezinde koruyucu bir rol oynadig1 yapilan

caligmalarla gosterilmistir [46, 47].

RSV’nin, sirtuin 1 (SIRT1) proteinini aktive ederek hiicresel enerji metabolizmasini

diizenledigi ve mitokondriyal biyogenezi artirdig1 rapor edilmistir [48, 49]. Bu mekanizma,
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yaslanma siireglerini yavaslatma ve norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesini durdurma

potansiyeline sahiptir [50, 51].

Kardiyovaskiiler sistem tizerindeki etkileri de dikkat ¢ekicidir; RSV’nin kan damarlarini
gevseterek endotelyal islevi iyilestirdigi ve hipertansiyon riskini azalttig1 bildirilmistir [52,
53]. Ayrica, bu polifenoliin diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu onleyerek

aterosklerotik stiregleri engelledigi gosterilmistir [54, 55].

Noroprotektif etkiler agisindan, RSV’nin AH’inda amiloid beta (AB) birikimini ve tau
hiperfosforilasyonunu inhibe ederek sinaptik fonksiyonlar1 korudugu ortaya konmustur
[56, 57]. PH modellerinde ise dopaminerjik noronlarin dejenerasyonunu yavaslattigi ve

mitokondriyal kompleks I iglevlerini iyilestirdigi rapor edilmistir [58, 59].

RSV’nin anti inflamatuar etkileri, 6zellikle niikleer faktor kappa B (NF-kB) yolunu inhibe
ederek inflamatuar sitokinlerin {iretimini baskilamasiyla iligkilendirilmistir [60, 61].
Ayrica, mikroglial aktiviteyi diizenleyerek merkezi sinir sisteminde nodroinflamasyonu

azalttig1 gosterilmistir [62, 63].

Metabolik hastaliklar iizerine yapilan ¢alismalarda, RSV nin insiilin duyarliligini artirdigi
ve yag dokusundaki iltihaplanmay1 azalttig1 belirtilmistir [64, 65]. Bu etkiler, tip 2 diyabet
ve obezite gibi metabolik bozukluklarin yonetiminde RSV nin potansiyel bir terapotik ajan

olarak kullanimini desteklemektedir [66].

Sonug olarak, RSV’nin saglik {izerindeki etkileri, antioksidan, anti inflamatuar ve
metabolik diizenleyici 0Ozelliklerinden kaynaklanmakta olup, kronik hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisinde umut verici bir bilesik olarak one ¢ikmaktadir [67, 68]. Bununla
birlikte, diisiik biyoyararlanimi ve hizli metabolizmasi, bu bilesigin klinik kullanimini

simirlandirmakta ve farmasotik formiilasyonlarin gelistirilmesini gerektirmektedir [52, 62].
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OH

HO

OH

Sekil 2.1. Resveratrol'iin kimyasal yapis1 [69].
2.3.1. Resveratroliin noroprotektif etkileri

RSV, polifenolik yapiya sahip dogal bir bilesik olup, noérodejeneratif hastaliklarda hiicresel
savunma mekanizmalarini destekledigi gosterilmistir [70]. Ozellikle oksidatif stresin
norodejeneratif siireclerdeki rolii dikkate alindiginda, RSV’nin antioksidan o6zellikleri,

reaktif oksijen tiirlerini (ROS) nétralize ederek néronlart hasardan koruma potansiyeli tagir

[46].

RSV’nin sirtuin 1 (SIRTI) enzim aktivitesini artirarak hiicresel enerji dengesini
diizenledigi ve mitokondriyal biyogenezi tesvik ettigi rapor edilmistir [48]. Bu mekanizma,
enerji metabolizmasinin bozulmasiyla iligkili olan AH ve PH gibi noérodejeneratif

hastaliklarda koruyucu bir rol oynar [71].

AH modellerinde, RSV’nin amiloid beta (AB) birikimini ve tau protein
hiperfosforilasyonunu inhibe ederek sinaptik plastisiteyi destekledigi gosterilmistir [57].
Ayrica, bu etkiler inflamatuar yanitlarin baskilanmasi ve mikroglia aktivitesinin

diizenlenmesi yoluyla da saglanmaktadir [63, 72].

RSV, PH modellerinde dopaminerjik néron kaybini azaltmakta ve alfa-siniiklein birikimini
onlemekte etkili bulunmustur [58, 73]. Bu etkiler, RSV’ nin mitokondriyal kompleks |

tizerindeki koruyucu etkileri ve oksidatif stresin azaltilmasi ile iligkilidir [59, 74].
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Hiicre 6limiine karst RSV’ nin antiapoptotik etkileri, 6zellikle Bel-2 ve Bax proteinlerinin
diizenlenmesi yoluyla gerceklesmektedir [75, 76]. Apoptozun onlenmesi, norodejeneratif
stireglerin yavaslatilmasinda kritik bir rol oynar, ¢iinkii bu siireglerde néron kaybi temel bir

patolojik 6zellik olarak 6ne ¢ikar [77, 78].

RSV’nin néroinflamasyonu baskilama yetenegi, NF-kB sinyal yolunun inhibisyonu ve
inflamatuar sitokin iiretiminin azalmasi ile iliskilendirilmistir [60, 61]. Ayrica, bu bilesik
kan-beyin bariyerinin biitiinliigiinii koruyarak beyindeki patolojik siireclere karsi bir

savunma mekanizmasi sunmaktadir [62, 79].

Sonug olarak, RSV, ndroprotektif etkilerini antioksidan, anti inflamatuar ve antiapoptotik
mekanizmalar araciligiyla gostermekte ve norodejeneratif hastaliklarin dnlenmesinde ve
tedavisinde umut verici bir terapdtik ajan olarak dikkat ¢ekmektedir [80, 81]. Bununla
birlikte, RSV’nin biyoyararlanimim1 artirmaya yonelik stratejilerin gelistirilmesi, klinik

uygulamalar i¢in 6nem arz etmektedir [67, 68].

2.3.2. Resveratroliin Parkinson hastahi iizerindeki etkileri

RSV’nin, gii¢lii antioksidan 6zellikleri ve noéroinflasmayonu oOnleyici etkileri bu
polifenolik bilesigi PH’nin tedavisinde potansiyel bir noroprotektif ajan olarak terapotik
bir hedef haline getirmistir [58, 59]. Ozellikle dopaminerjik noronlar1 oksidatif strese karsi
koruma kapasitesi, mitokondriyal fonksiyonlarin diizenlenmesi ve ROS seviyelerinin
azaltilmas: ile iliskilendirilmistir [74, 82]. Ozellikle, RSV nin mitokondriyal kompleks I
iizerindeki koruyucu etkisi, enerji metabolizmasinin siirdiiriilebilirligini destekleyerek
dopaminerjik néron dejenerasyonunu azaltmaktadir [73]. Ayrica, RSV nin oksidatif stresin
yan1 sira inflamatuar stiregleri de inhibe ettigi, mikroglial aktiviteyi baskilayarak

noroinflamasyonun etkilerini azalttig1 rapor edilmistir [62, 63].

PH patogenezinde Onemli bir yere sahip olan alfa-siniiklein agregasyonunun, RSV
uygulamasi ile azaldig1 deneysel ¢alismalarda gosterilmistir [58, 83]. RSV nin bu etkisinin,
protein homeostazint destekleyen otofaji mekanizmalarini1 aktive etmesi ile baglantili
oldugu belirtilmektedir [84, 85]. Ayrica, RSV’nin apoptoz siirecini inhibe ederek
dopaminerjik néron kaybini azalttigt ve Bcl-2/Bax oranimi artirarak hiicresel hayatta

kalmay1 destekledigi rapor edilmistir [75, 76].
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Hayvan modellerinde, RSV uygulamasimin motor fonksiyon bozukluklarini azalttigi ve
dopaminerjik noronlarin korundugu bildirilmistir [59, 73]. Ozellikle, 6-OHDA ve MPTP
gibi norotoksinlerle olusturulan Parkinson modellerinde, RSV’nin néroprotektif etkileri
belirgin bir sekilde gozlenmistir [58, 83]. Bu etkiler, RSV’nin hem oksidatif stres hem de

inflamasyon siireglerini hedef alan ¢ok yonlii mekanizmalarina baglanmaktadir [76, 82].
2.4. Hidrojen Siilfiir (H2S)

Hidrojen stilfiir (H2S), 1777 yilinda kesfedilmis ve ¢iiriik yumurta kokusuna benzer keskin
bir kokuya sahip gaz olarak tanimlanmustir. Ilk zamanlarda cevresel bir kirletici ve mesleki
alanlarda saglik riski olusturdugu diistiniilen HS, yillarca bu perspektiften incelenmistir

[86].

H2S'in  biyolojik etkileri, dozuna bagli olarak degisiklik gostermektedir. Diisiik
konsantrasyonlarda fizyolojik siireglere katki saglarken, yiiksek konsantrasyonlarda
hiicreler i¢cin toksik etkiler gosterir [87]. Yiiksek konsantrasyonlarda HoS,
ndrodejenerasyon, biligsel ve hafiza bozukluklari, motor ve duyusal eksiklikler, kronik bas

agrilart ve hatta 6lim gibi ciddi norotoksik etkilere yol agabilir [86].

H,S, sitokrom c oksidaz, karbonik anhidraz, monoamin oksidaz ve Na*/K" ATPaz gibi
onemli enzimler {izerinde giiclii bir inhibitor etki gosterir [88]. Ayrica, Abe ve Kimura
tarafindan 1996 yilinda yapilan arastirma, H2S'in endojen bir ndéromodiilator olarak rol

oynadigin1 ve memelilerdeki fizyolojik 6nemine dair ilk kanitlari ortaya koymustur [89].
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Sekil 2.2. HzS dozlarinin hiicreler tizerindeki etkisi [90].

H2S, nitrik oksit (NO) ve karbon monoksit (CO) ile benzer biyokimyasal 6zelliklere sahip
bir molekiildiir. H>S, sistein transaminaz (CAT), sistatyonin-beta-sentaz (CBS),
sistatyonin-gama liyaz (CSE), 3-merkaptopiruvat siilfoniltransferaz (3MST) ve D-amino
asit oksidaz (DAQO) gibi g¢esitli enzimlerin katildi§1 enzimatik siirecler araciligiyla
sentezlenmektedir. Bu molekiil, insan viicudundaki farkli sistemler iizerinde Onemli
fizyolojik etkilere sahiptir; endokrin sistemin diizenlenmesinde rol oynar ve karaciger ile

bobrek fonksiyonlarinin korunmasina katkida bulunur [91].
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Sekil 2.3. NO, CO ve H:S biyolojik islevlerde rol oynayan gaz halindeki sinyal
molekiilleridir.

H2S, canli organizmalarda belirli sistemlerin ve biyolojik siireclerin diizenlenmesinde
kritik bir rol oynar [92]. Ancak, bu molekiil yalnizca diisiik konsantrasyonlarda etkili bir
sinyal iletici olarak islev gormektedir [93]. Cesitli in vivo c¢aligmalardan elde edilen
bulgular, H2S'in hafiza, bilis ve 6grenme eksikliklerini iyilestirebildigini ve ayni1 zamanda
ndronal ve sinaptik dejenerasyonu Onleyebildigini ortaya koymustur. Bunun yani sira, anti
enflamatuar, antioksidan ve anti apoptotik oOzellikleri sayesinde HaS, gii¢lii bir

noroprotektif etkiye sahiptir [94].

H.S sinaptik plastisite, kalsiyum sinyali ve hiicresel homeostaz dahil olmak iizere
fonksiyonunun c¢esitli yonlerini etkileyen Onemli bir néromodiilatérdiir. H2S, beyin
fonksiyonlarmin diizenlenmesinde ¢esitli mekanizmalar aracilifiyla onemli bir rol
oynamaktadir. Ozellikle, 6grenme ve hafiza siirecleri igin kritik olan uzun siireli
potansilizasyon (LTP) olusumuna katki saglar. H.S, sinaptik plastisiteyi desteklemek
amaciyla N-metil-D-Aspartat (NMDA) reseptorlerinin aktivasyonunu, norotransmitter
salinimin1 ve noronal uyarilabilirligi diizenler. Ayrica, hiicre i¢i kalsiyum homeostazinin
siirdiirtilmesi ve hiicre i¢i pH dengesinin saglanmasi gibi hayati noronal islevlerde de etkili

olmaktadir [95].
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Sekil 2.4. H2S beyin fonksiyonlarint modiile eder. H2S'in uzun vadeli giliclenme olusumu
gibi noronal aktivitelerin modiilasyonuna aktif olarak katildig1 gosterilmistir (a),
hiicre i¢i kalsiyum homeostazi (b), ve hiicre i¢i pH diizenlemesi (c) [88].

H2S, noronlart oksidatif stresten koruyan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) temizleyicisi
olarak islev goriir. Noronal hiicrelerdeki oksidatif hasar1 azaltmaya yardimci olan 6nemli

bir antioksidan olan glutatyon sentezini artirir [96].

H>2S, noroinflamasyonu azaltabilen ve patolojik kosullar altinda ndronal hiicre 6limiinii
onleyebilen bir noroprotektan olarak tanimlanmistir. Mitokondriyal fonksiyonu destekler

ve apoptotik yollart modiile ederek stres sirasinda noronal sagkalima katkida bulunur [97].

2.4.1. Hidrojen siilfiir (H2S) noroprotektif etkileri

H2S, gazotransmitter olarak bilinen biyolojik olarak aktif gazlar grubuna ait olup, nérolojik
hastaliklarin tedavisinde terapotik bir ajan olarak dikkat ¢ekmektedir [98, 99]. Merkezi
sinir sisteminde H.S, néronlarda ve gliyal hiicrelerde CSE ve CBS enzimleri tarafindan

iretilir ve fizyolojik diizeylerde noroprotektif etkiler gosterir [100, 101].

H>S, oksidatif stresle iligkili ndrodejeneratif stiregleri hafifletmekte 6nemli bir role sahiptir;
bu etki, ROS dogrudan nétralize etme ve endojen antioksidan savunma sistemlerini artirma
yeteneginden kaynaklanmaktadir [102, 103]. Ayrica, HS’in mitokondriyal islevi
diizenledigi ve ATP iiretimini optimize ederek hiicrelerin enerji dengesini korudugu

gosterilmistir [104, 105].



18

Norodejeneratif hastaliklarda H2S, inflamatuar yanitlar1 baskilayarak néroinflamasyonun
olumsuz etkilerini azaltir; bu mekanizma, NF-kB sinyal yolunun inhibisyonu ile
iliskilendirilmistir [106, 107]. Parkinson hastaligi modellerinde, H>S'in dopaminerjik
noronlarin  dejenerasyonunu yavaslattigi ve alfa-sinliklein agregasyonunu azalttigi

gosterilmistir [108, 109, 110].

AH ile iligkili ¢aligmalar, H>S'in AP birikimini ve tau hiperfosforilasyonunu inhibe ederek
sinaptik plastisiteyi koruyabilecegini ortaya koymaktadir [111, 112]. Ek olarak, H.S'in
noronal hiicrelerde apoptotik sinyal yollarin1 bloke ederek hiicre 6liimiinii 6nledigi rapor

edilmistir [113, 114].

H>S bir diger oOnemli etkisi, kalsiyum homeostazini diizenlemesi ve glutamat
eksitotoksisitesine karsi koruma saglamasidir; bu mekanizma, NMDA reseptorlerinin
modiilasyonu ile iliskilendirilmistir [89, 114]. Ayrica, H2S'in kan-beyin bariyerinin
biitiinliiglinii koruyarak beyindeki patolojik degisikliklere karst koruyucu bir bariyer gorevi
gordiigii bildirilmektedir [115, 116].

Sonug olarak, H>S'in antioksidan, anti inflamatuar ve antiapoptotik 6zellikleri,
noroprotektif bir ajan olarak potansiyelini vurgulamaktadir [102, 98]. Bu bulgular,
hidrojen siilfiir temelli terapotik stratejilerin, norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde

onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir [101].

2.4.2. Hidrojen siilfiir’iin parkinson hastahg iizerindeki etkileri

H2S, gazotransmitter olarak bilinen biyolojik olarak aktif gazlardan biridir ve son yillarda
PH gibi nérodejeneratif hastaliklarda terapétik bir ajan olarak potansiyeli aragtirilmaktadir
[102, 117]. PH'nin temel patolojik mekanizmalari arasinda oksidatif stres, néroinflamasyon
ve mitokondriyal fonksiyon kaybi yer alirken, H»S'in bu siire¢leri modiile edebilecegi

gosterilmistir [118, 98].

Oksidatif stres, PH'nin patogenezinde dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonunda kritik bir
role sahiptir ve H,S, giiglii antioksidan etkileri sayesinde ROS nétralize ederek bu hasari

Onleyebilmektedir [109, 119]. Ayrica, H2S'in endojen antioksidan savunma sistemlerini,
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ozellikle glutatyon (GSH) seviyelerini artirdigi ve oksidatif hasar1 azalttigi bildirilmistir
[99, 108].

Mitokondriyal disfonksiyon, PH'nin erken donemlerinde sik goriilen bir patojenik bulgu
olup, HaS'in mitokondriyal fonksiyonlar1 diizenledigi ve enerji metabolizmasini
destekledigi rapor edilmistir [105]. H2S'in mitokondriyal kompleks IV aktivitesini artirarak
ATP {iretimini optimize ettigi ve hiicresel enerji krizini 6nledigi belirtilmistir [98]. Ayrica,
H>S'in mitokondriyal membran potansiyelini korudugu ve apoptotik siirecleri inhibe ettigi

bildirilmistir [110, 120].

H2S'in PH ile iliskili alfa-siniiklein agregasyonunu azalttigi ve protein homeostazini
destekledigi gesitli in vitro ve in vivo ¢alismalarla ortaya konmustur [109, 119]. Bu etkiler,
H2S'in otofaji siireclerini aktive etmesi ve protein yikim mekanizmalarini diizenlemesiyle
iliskilendirilmektedir [121, 107]. Ozellikle, dopaminerjik noéron kaybmi Onleme
potansiyeli, H:S'in PH  modellerinde motor fonksiyonlar1 1iyilestirmesiyle
desteklenmektedir [108].

2.5. Norotoksin Tabanl in vitro Parkinson Modelleri

PH, dopaminerjik nodronlarin dejenerasyonu ile karakterize edilen bir noérodejeneratif
hastalik olup, bu siireci incelemek i¢in norotoksin tabanli in vitro modeller yaygin olarak
kullanilmaktadir [122, 123]. Bu modeller, hastaligin molekiiler ve hiicresel
mekanizmalarin1 anlamaya, terapotik hedefler belirlemeye ve yeni tedaviler gelistirmeye

olanak tanir [124, 125].

6-OHDA, dopamin ve norepinefrin tastyicilarina yliksek afinitesi olan bir katekolamin
tirevidir ve dopaminerjik ndronlarin secici olarak yok edilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir [126, 127]. Bu norotoksin, dopamin tasiyicilari araciligiyla ndronlara
alindiktan sonra oto-oksidasyona ugrayarak ROS iiretir ve oksidatif stres yoluyla hiicresel
hasara neden olur [126, 128]. Ayrica, 6-OHDA mitokondriyal kompleks I ve IV'ii inhibe
ederek ATP iiretimini bozar ve enerji metabolizmasini olumsuz etkiler [129, 130]. Bu
mekanizmalar, dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonuna yol acar ve Parkinson
hastaliginin patofizyolojisini taklit eder [124, 131]. In vitro PH modellerinde, 6-OHDA
genellikle SH-SYS5Y gibi insan nroblastoma hiicre hatlarina uygulanir [58, 76]. Bu hiicre
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hatlari, dopaminerjik ndronlarin ozelliklerini tasidigindan, 6-OHDA'nin neden oldugu
hiicresel ve molekiiler degisiklikleri incelemek igin idealdir [124, 126]. 6-OHDA
uygulamasi, hiicre canliliginda azalma, mitokondriyal disfonksiyon ve apoptoz gibi PH
benzer fenotipik degisikliklere yol agar [76, 131]. Bu model, potansiyel terapétik ajanlarin
etkinligini ve mekanizmalarim degerlendirmek igin kullanilmaktadir [58, 76]. Ornegin, 6-
OHDA ile indiiklenen SH-SYS5Y hiicrelerinde, antioksidan ve anti inflamatuar 6zelliklere
sahip oldugu bilinen alic meyvesi (Crataegus spp.) ekstraktinin ndroprotektif etkileri
arastirilmistir [76, 85]. Bu calismada, alic meyvesi ekstraktinin 6-OHDA kaynakli
norotoksisiteye karsi hiicre canlilifini artirdigi ve oksidatif stres seviyelerini azalttii
gosterilmistir [76, 85]. Bu tiir ¢alismalar, 6-OHDA ile olusturulan in vitro Parkinson
modellerinin, potansiyel tedavi stratejilerinin etkinligini ve mekanizmalarini anlamada

degerli araglar oldugunu gostermektedir [58, 126].

MPP+ (1-Metil-4-fenilpiridinyum), PH ile iliskilendirilen noérotoksin MPTP’nin aktif
metaboliti olup, mitokondriyal kompleks I’i inhibe ederek ATP {iretimini bozar ve hiicre
Olimiine yol agar [132, 133]. Dopamin tastyicilari (DAT) aracilifiyla dopaminerjik
noronlara giren MPP+, enerji krizine ve oksidatif stresin artisina neden olur [134, 135].
MPP+, SH-SYSY hiicre hatt1 gibi dopaminerjik hiicrelerde siklikla kullanilan bir ajandir
[136, 137]

Rotenon, lipofilik yapis1i sayesinde hiicre zarindan kolayca gegerek mitokondriyal
kompleks I'i inhibe eden ve oksidatif stres olusturan gii¢lii bir nérotoksindir [129, 138].
Rotenon uygulamasi, dopaminerjik ndron kaybina ek olarak alfa-siniiklein agregasyonuna
neden olarak Parkinson hastaliginin patolojik 6zelliklerini modelleyebilir [139, 140].
Diisiik dozlarda bile etkili olan bu toksin, 6zellikle primer noron kiiltiirlerinde yaygin

olarak kullanilmaktadir [130, 141].

Paraquat, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini artirarak oksidatif stres yoluyla dopaminerjik
noron kaybini tetikleyen bir pestisit olarak PH modellerinde kullanilmaktadir [142, 143].
Paraquat, oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon kaybr ile iligkili siire¢leri incelemek

icin SH-SYS5Y hiicreleri gibi dopaminerjik hiicre hatlarinda kullanilir [144, 145].

Bu nérotoksin tabanli modellerin her biri, PH nin farkli patolojik yonlerini taklit ederek

spesifik arastirma hedeflerine hizmet eder [131, 133]. Ornegin, 6-OHDA ve MPP+
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oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyonu calismak igin ideal iken, rotenon ve
paraquat alfa-siniiklein patolojisini ve proteostaz bozukluklarini aragtirmak i¢in uygundur

[129, 138].

Sonug olarak, norotoksin tabanli in vitro Parkinson modelleri, hastaligin molekiiler
mekanizmalarinin incelenmesinde ve terapodtik ajanlarin gelistirilmesinde kritik bir rol
oynamaktadir [122, 124]. Ancak, bu modellerin smirlamalari, bulgularin klinik
anlamliligimi artirmak i¢in diger model sistemlerle kombinasyon halinde kullanilmasini

gerektirir [125, 146].

2.6. Apoptoz Mekanizmasi

Apoptoz yani programlanmis hiicre Oliimi terimi, ilk kez 1972 yilinda literatiire
kazandirilmistir [147]. Gelisimsel siireglerin bir pargasi olarak bazi hiicrelerin belirli bir

program dogrultusunda 61diigiinii 6ne stirmistiir [148].

Programlanmis hiicre 6liimi, hiicresel homeostazin korunmasinda kritik rol oynayan bir
stirectir ve glinlimiize kadar yaklagik 15 farkli alt tiirii tanimlanmistir. Apoptoz, bu alt
tiirler arasinda en ¢ok calisilan ve hiicresel 6liimlerin diizenlenmesinde merkezi bir 6neme
sahip olan bir mekanizmadir. Hiicre 6liimii genel olarak iki ana kategoriye ayrilir: nekroz
ve apoptoz. Apoptozun, plazma zarim1 genellikle bozulmadan koruyarak ¢evre hiicrelere
zarar vermeden tamamlanmasi, nekrozdan en 6nemli farklarindan biridir. Bu siirecte hiicre
kalintilari, c¢evredeki fagositik hiicreler veya makrofajlar tarafindan etkin bir sekilde

ortadan kaldirilmaktadir [149].

Apoptozun diizenlenmesi, Oliim ligandlari, kaspazlar, Bcl-2 ailesi proteinleri ve bu
proteinlerin alt diizenleyici unsurlar1 tarafindan gergeklestirilir. Bununla birlikte, bazi
hiicre 6liim tiirleri nekrozla ortak 6zellikler tasiyabilir. Piroptoz, nekroptoz, nekroz, termal
nekroz ve mitotik Olim gibi mekanizmalar, bu kategoride degerlendirilebilir. Ayrica
otofaji, hiicre metabolizmasini diizenleyen ve hayatta kalmay1 saglayan bir diger kritik
mekanizmadir. Ferroptoz, lizozom bagimli hiicre 6liimii ve partanatos ise programlanmis

hiicre 6liimiiniin diger 6zgiin tiirlerindendir [150].
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Farkli hiicre tipleri, sinir hiicreleri dahil, c¢esitli patojenik uyaranlara yanit olarak
programlanmig hiicre Oliimiine ugrayabilir. Bu uyaranlar arasinda viral enfeksiyonlar,
iskemi, siddetli doku hasar1 ve genetik bozukluklar bulunmaktadir. Norodejeneratif
hastaliklardan biri olan PH’nda, noronal hiicre 6liimi siirecinin temel mekanizmasi olarak

apoptoz one ¢ikmaktadir.

PH’nda apoptoz, i¢sel (mitokondri aracilt) ve dissal (hiicre yiizeyi 6liim reseptorleri aracili)
olmak tizere iki ana yolak iizerinden gergeklesmektedir. Mitokondri aracili igsel yolak,
kaspaz-9 aktivasyonunu tetikleyen bir mekanizmaya dayanirken; dissal yolak, 6lim
reseptorleri araciligiyla kaspaz-8’i aktive ederek apoptoz siirecini baslatir. Her iki yolak da
apoptozun farkli yonlerini diizenleyen ve patofizyolojik siire¢lerde 6nemli rol oynayan

mekanizmalardir [151].

2.6.1. Apoptozun diizenlenmesi

Apoptoz c¢ok hassas bir sekilde diizenlenen bir siirectir ve bu diizenlemenin bozulmasi,
bircok farkli hastaligin gelismesine yol agabilir. Apoptozun diizgiin bir sekilde
gerceklesmesi, organizmanin saglikli bir sekilde gelismesini ve islev gdrmesini saglarken,
bu siiregteki herhangi bir bozulma, hiicre 6liimiiniin ya fazla ya da yetersiz olmasina neden
olabilir. Bu da gelisimsel bozukluklar, otoimmiin hastaliklar, ndrodejeneratif hastaliklar ve
kanser gibi ciddi saglik sorunlarini tetikleyebilir [152, 153]. Apoptoz, hiicrenin saglikli bir
sekilde oldiirilmesi i¢in ¢ok hassas bir siirectir ve bu siirecin diizenlenmesinde Bcl-2
protein ailesi ve kaspaz enzimleri ¢ok onemli rol oynayan hiicresel molekiillerdir. Bu
molekiiller arasindaki etkilesimler, apoptozun ne zaman ve nasil gerceklesecegini belirler

ve organizmanin homeostazini korumasina yardimeci olur [154].

2.6.2. Bcl-2 protein ailesi

Bcl-2 ailesi, apoptozun kontroliinii saglayan bir grup proteindir. Bu proteinin temel islevi,
hiicre igindeki stres yanitlarina gore apoptoz siirecini baglatmak ya da engellemektir. Bcl-2

ailesi, anti apoptotik ve pro apoptotik olmak iizere iki ana grupta siniflandirilabilir [152].
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Anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri

Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 gibi proteinler, apoptozun engellenmesine yardimct olur. Bu
proteinler, mitokondri zarinin stabilitesini koruyarak, hiicredeki enerji iiretiminin devam

etmesini saglar ve bdylece apoptozun tetiklenmesini 6nler. Bu proteinler, hiicrenin hayatta

kalmasini destekler [155].

Pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri

Bax, Bak, Bid gibi proteinler ise apoptozu baslatan proteinlerdir. Bu proteinler, mitokondri
zarinda porlar agarak, sitokrom C ve diger pro-apoptotik molekiillerin sitoplazmaya
salinmasina yol acar. Sitokrom C'nin salinmasi, kaspaz kaskadini tetikler ve apoptoz

slirecini baglatir [156].

Kaspazlar

Kaspazlar, apoptoz siirecinde merkezi bir rol oynayan sistein proteazlar enzimleridir. Bu
enzimler aspartik asit i¢ceren substratlari keserek islev gosterirler. Kaspazlar, iki ana grupta

incelenebilir [157].

Baslatici kaspazlar

Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 gibi kaspazlar, apoptozun baslatilmasinda énemli rol oynar. Bu
kaspazlar, digsal veya icsel sinyallerle aktive edilir. Aktivasyonlari, effektdr kaspazlarin

aktive olmasina neden olur [158].

Effektor kaspazlar

Kaspaz-3, Kaspaz-6 ve Kaspaz-7 gibi kaspazlar, apoptozun ilerleyen asamalarini baglatan
ve hiicresel yapilar1 tahrip eden enzimlerdir. Bu kaspazlar, hiicre iskeletini, DNA’y1 ve

diger hiicresel Dbilesenleri pargalayarak hiicrenin olimiinii  gergeklestirir  [159].
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecler
3.1.1. Kullanilan cihazlar

e Terazi (Precisa, Isvigre)

e Sogutmali santrifiij (Hettich, Almanya)

e Mikroplaka ELISA okuyucu (Spectra Max M3, Molecular Devices, ABD)
e Tiip Calkalama Cihaz1 (Vortex; REAMIX 2789, Almanya)
e Derin dondurucu, -80°C (Sanyo, Japonya)

e Derin dondurucu, -30°C (Sanyo, Japonya)

e Buzdolabi1 (Argelik, Tiirkiye)

e Biyogiivenlik Kabini (CLANLAF VFRS 1206, Danimarka)
e Karbondioksit Etiiv (Sanyo, Japonya)

e Ters mikroskop (Zeiss, Almanya)

e Inkiibatér (NUVE EN 500, Tiirkiye)

e Mikropipet seti 10-100-1000 pl (Marka, Almanya)

3.1.2. Kullanilan sarf malzemeler

Beher (10 ml'lik)

e Santrifijyj tiipleri (50 ml ve 15 ml'lik)
e Ependorf (1,5 ve 2 ml'lik)

e Steril pipet uglari

e Steril 6'lik kuyu plakasi

e Steril 96'lik kuyu plakasi

e 25cm23-75 cm? steril hiicre kiiltiirii flasklari

3.1.3. Kullanilan kitler

o Caspase3, Caspase8 ve Caspase9 Multipleks Aktivite Test Kitti (Florometrik)
e iScript cDNA Sentez Kiti, 100 Rxn

25
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Sitotoksisite Tespit Kiti Plus (LDH), Roche

Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit Il (Cell Signaling Technology)
BCA Protein Assay Kit, (Thermo Scientific)

Cytotoxicity Detection Kit PLUS (LDH), Roche

Assay-Reactive Oxygen Species kiti (DHE)

3.1.4. Kullanilan kimyasallar

Mutlak etanol (CH3CH20H, EtOH, Merck)

Hiicre kiiltiirii besiyeri; L-Glutamin igeren yiiksek glukozlu DMEM (Wisent)
Fetal S1gir Serumu (Biological Industries)

Penisilin-Streptomisin antibiyotik (Biological Industries)

Amfoterisin B antimikotik (Biological Industries)

Tripsin (Biyolojik Endiistriler)

MTT, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (Calbiochem)
Dimetil siilfoksid (DMSO, AppliChem)

Tripan mavisi boyas1 (BioFroxx)

Trizol

Resveratrol (Sigma-Aldrich)

RIPA Buffer (Thermo Fisher)

PMSF Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF, Merck)

Hidrojen siilfiir (H2S)

6-hidroksidopamin (6-OHDA)

3.1.5. Kullanilan besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanisi

10 % FBS iceren DMEM besiverinin hazirlanmasi

Onceden 151 ile inaktive edilmis 50 ml FBS, daha sonra 5 ml penisilin-streptomisin ve 500

ul amfoterisin B kullanilarak toplam hacim 500 ml olacak sekilde besiyeri hazirlanmistir.
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1 % FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanmast

Onceden 1s1 ile inaktive edilmis 5 ml FBS, daha sonra 5 ml penisilin-streptomisin ve 500

ul amfoterisin B kullanilarak toplam hacim 500 ml olacak sekilde besiyeri hazirlanmastir.

MTT soliisyonu hazirlanmasi

PBS iginde 5 mg/ml olacak sekilde 5 ml MTT stok soliisyonundan 1 ml'de 5 mg olacak

sekilde ¢ozdiirtilmistiir.
3.2. Metot ve Yontemler
3.2.1. In vitro deneyler
Hiicre kiiltiirii

Calismamizda SH-SYSY hiicreleri kullanilmistir. Hiicre hatti, American Type Culture
Collection (ATCC CRL-2638)'den ticari olarak daha onceki projelerimizden temin
edilmistir. Hiicre kiiltliri, 2 mM glutamin, %10 fetal dana serumu (Fetal Bovine Serum,
FBS) ve antibiyotikler (100 iinite/ml penisilin-100 pg/ml streptomisin) ile desteklenmis
yiiksek glukoz igceren Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) besiyerinde %5 CO2

'li 37 °C nemlendirilmis ortamda gerceklestirilmistir.

In vitro parkinson modeli olusturulmasi

Bu modeli olusturmak i¢in ¢alismada norotoksik bir ajan olan 6-OHDA kullanilmistir. 6-
OHDA ana stok konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde ddH2O igerisinde ¢ozdiiriilmistiir.
Optimum konsantrasyon araligini belirlemek i¢cin SH-SYS5Y hiicrelerine 6, 12 ve 24 saat
stiresince 6-OHDA'nin farkli konsantrasyonlart (5-250 uM) uygulanmistir. Sonuglar

analiz etmek icin MTT hiicre canlilig1 testi uygulandi.

MTT Hiicre canlilig1 analizi

H2S’in hiicreler tizerindeki etkisini belirlemek igin ¢alismamizda H2S donérii olan Sodyum

hidrosiilfiir hidrat1 (NaHS) kullanilmigtir. NaHS ve RSV’nin hiicre canliligina olan
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etki/etkilerinin belirlenmesi i¢cin MTT yontemi kullanilmistir. Bu amagla ¢ogalan SH-
SYS5Y hiicrelerinin pasajlanmasinin ardindan, hiicrelerin tizerine %1 FBS igeren DMEM
eklenip, hiicre sayimi1 yapilmistir. Hiicreler, %1 FBS iceren DMEM igerisinde homojen bir
sekilde dagitildiktan sonra Hiicreler 96 kuyucuklu platelere 2x10* hiicre sayis1 olacak
sekilde ekilmistir. Bir gece inkiibasyondan sonra hiicreler, %10 FBS iceren DMEM
besiyeri icerisinde tek basma 1 puM, 5 uM, 10 uM, 25 pM, 50 uM, 100 pM, 200 uM artan
konsantrasyonlarda NaHS, tek basina 0,1uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100
uM artan konsantrasyonlarda RSV ve son olarak Hz.S ve RSV kombine bir sekilde 5 uM
RSV + 10 uM NaHS, 5 pM RSV + 25 uM NaHS, 25uM RSV + 10 uM NaHS, 25 uM
RSV + 25 uM NaHS arasindaki konsantrasyonlarda uygulanmistir. ICso, hiicrelerin
%50’sinin  billylimesini inhibe eden konsantrasyon hesaplanmistir. 4 ve 24 saatlik
inkiibasyondan sonra besiyeri hazirlanmig olan Smg/ml MTT ¢d6zeltisinden 10 pl eklenerek
4 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Olusan formazon kristalleri 100 pl DMSO'da
coziildikten sonra c¢oziinen kristallerin absorbans degeri 570 nm dalga boyunda
Spectramax M3 Elisa mikroplaka okuyucuda Olglilmiistiir. Deney tiim konsantrasyonlar

icin 6 kez tekrarlanmistir. Hiicre canlilig1 asagidaki formiil ile hesaplanmistir;

Ornek absr. —Diisiik kontrol absr. (3.1)

. < (00 —
Hiicre canlihgr (%) Yiiksek kontrol absr. —Diisiik kontrol absr. X100

Sitotoksisitesi 6lctimii

Hiicre sitotoksisitesi, hiicreden salinan laktat dehidrojenaz (LDH) seviyesi kullanilarak
olciiliir. SH-SYSY hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir plakalarma kuyu basina 2 x 10* hiicre
olacak sekilde ekilmistir. Bir gecelik inkiibasyondan sonra hiicrelere belirlenen dozlarda
RSV, NaHS ve 6-OHDA 24 ve 48 saat siireyle uygulanmistir. Inbiikasyondan sonra kiiltiir
ortamindan 100 pl besiyeri alinmig ve 96 kuyulu mikroplakanin her bir kuyusuna
eklenmistir. Ardindan, her bir kuyucuga 100 pl taze reaksiyon karisimi eklenmis ve 30
dakika boyunca 1siktan uzakta ve oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra,
absorbans degerleri 490-492 nm dalga boyunda bir ELISA okuyucu kullanilarak
okunmustur. Ilaglarin yiizde sitotoksisite degeri, asagidaki formiil kullanilarak elde edilen

absorbans degerlerinden bos kontroliin absorbansinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir:
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Hiicre Sitotoksisiste (%) = Ornek absr. —Diisiik kontrol absr. X 100 (3.2)
HETe STIOTORSISISTE 1707 = Yiiksek kontrol absr. —Diisiik kontrol absr.

Kaspaz-3/8/9 aktivitesi 0lcumii

Parkinson hastaligi modelinde kullanilan ilaglarin apoptozu indiikleyip indiiklemedigini
belirlemek amaciyla, kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktiviteleri degerlendirilmistir. Bu
amagla, Caspase-3/8/9 Multipleks Aktivite Test Kiti (florometrik) kullanilmistir. Deney
prosediiriine gore, hiicre lizatt 14.500 rpm hizinda 15 dakika siireyle santrifiij edilmis ve
olusan siipernatant dikkatlice bagka bir tiipe aktarilmistir. Protein konsantrasyonunun
Olgiimii, bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 562 nm absorbans degerinde
gerceklestirilmis ve sonuclar, geleneksel BCA egrisi hesaplamalarina dayali olarak analiz

edilmistir.

Caspase-3/8/9 multipleks aktivite test kitinin talimatlar1 dogrultusunda, her bir numuneden
150 pl alinmig ve protein miktar1 belirlendikten sonra 50 pl substrat ¢ozeltisi eklenmistir.
Daha sonra, numuneler 1s1iktan korunakli bir ortamda bir saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, floresan yogunlugu eksitasyon/emisyon = 380/500 nm

(Ex/Em) dalga boylarinda 6l¢iilerek kaspaz aktiviteleri degerlendirilmistir.

Hiicre ici ROS olusumunun dlciimii

Hiicre i¢i ROS aktivitesinin 6l¢iimii i¢in Assay-Reactive Oxygen Species kiti (DHE)
kullanilmigtir. Bu kit, canli hiicrelerde ROS'un dogrudan 6lgiilmesini saglar. Kit prosediirti

asagida sunulmustur;

1. SH-SYS5Y hiicreleri her kuyuda 2x10* olacak sekilde 96 kuyulu plate ekilmistir. 24
saatlik inkiibasyondan sonra belirlenen dozlarda RSV, NaHS ve 6-OHDA
uygulanmistir.

2. Inkiibasyon siiresinin ardindan her bir kuyucuktaki besiyeri aspire edildikten sonra
150 pl cell-based assay tamponu eklenmistir.

3. Kuyuda yaklagik 10-20 pL birakarak cell-based assay tamponunun kalan kismini
aspire edildi ve her kuyucuga 130 ul ROS staining tamponu eklendi.
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. Negatif kontrol olarak kitle birlikte verilen {i¢ N-asetil sistein Assay Reagent

kullanild1 ve ilgili kuyucuklara 10 pl'lik {i¢ tekrarli olacak sekilde eklenmistir.

. 30 dakika bekledikten sonra 96 kuyucuklu kiiltiir kabin1 37 °C isiktan koruyarak

inkiibe edildi.

. Stire sonunda pozitif kontrol olarak kitin Antimisin A Working Reagent’dan

kullanild1. Ug tekrarl olacak sekilde ilgili kuyulara 10 pl eklendi, 1s1ktan korundu ve
bu sekilde tutuldu. Bir saat boyunca, giivenli tutmak i¢in 37 °C'de muhafaza edildi.

. ROS staining buffer kuyucuklardan dikkatlice aspire edildikten sonra, 100 pul Cell-

Based Assay Tamponu eklendi.

. Spectramax M3 cihaz1 kiiltiir kabinda Ex=480-520 nm, Em=570-600 nm dalga

boyunda 6l¢lim gerceklestirilmistir.

Mitokondriyel membran potansiyelinin dlciilmesi

Apoptozun tetiklenmesinde iki kilit unsur mitokondriyal membran bozulmasi ve

mitokondriyal islev bozuklugudur. Canli hiicrelerde mitokondriyal membran potansiyelinin

saptanmasini saglayan ve floresan bir yontem olan Mitochondrial Membrane Potential

Assay Kit II (Cell Signaling Technology) kit, mitokondriyal hasar1 degerlendirmek icin

kullanilir. Buna gore;

1. 96 kuyucuklu plakalara SH-SY5Y hiicreleri 2x10* hiicre/ kuyu olacak sekilde ekilmis

ve 24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra hiicrelere RSV, NaHS ve 6-OHDA

belirlenen doz ve siirede uygulanmuistir.

2. Siire sonunda her bir kuyucuga 10 pl 2 pM TMRE verilmis ve ardindan 20 dakika

inkiibe edilmistir. 37°C'de %5 COz igeren etiivde inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyonun ardindan, her bir kuyucuk ii¢ kez 1lik 1X PBS ile yikanmustir.
4. Son olarak, 100 ul 1X PBS eklendikten sonra Spectramax M3 cihazi kullanilmistir.

Ex/Em = 550/580 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.
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Hiicre kiiltiirinden total RNA’nin elde edilmesi

H2S, RSV ve 6-OHDA ile inkiibasyon siirelerinin dolmasiyla SH-SY5Y hiicrelerinden
RNA izolasyonu, Trizol soliisyonu kullanilarak gerceklestirilmistir. Bunun i¢in; Hiicrelerin
iizerinde yer alan besiyeri uzaklastirilarak, hiicre peletleri 200 pl soguk PBS ile
yikandiktan sonra, hiicrelerin tizerine 1000 pl Trizol eklenerek pipetaj yardimiyla
homojenize edilmistir. Ardindan, 6rnekler oda sicakliginda 5 dakika bekletilerek 200 pl
kloroform eklendikten sonra 15 saniye boyunca vortekslenmis ve 10 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Ornekler 11.000 rpm’de 5 dakika 4 °C mikrosantrifiijde
santrifij edilmis ve santrifiij sonunda altta kirmiz1 faz (fenol kloroform fazi), arafaz ve
iistte renksiz s1vi faz olmak iizere ii¢ faza ayrilmistir. Ust faz yeni bir steril 1.5 ml’lik
ependorf tiipline aktarildiktan sonra baslangigta kullanilan Trizol miktarinin yaris1 kadar
izopropanol eklenerek vorteklenmistir. Ornekler 1.5 saat -20 °C’ de bekletilmis, ardindan
11.500 rpm’de 10 dakika 4 °C mikrosantrifiijde santrifiij edilmistir. Ustte kalan siipernatan
atildiktan sonra ependorf tiip {izerine 1000 ul %75’lik alkol eklenerek, 10.000 rpm’de 10
dakika 4 °C’de mikrosantrifiijde santrifiij edilmistir. Pelete dokunmadan iistte kalan
stipernatanin atilmasiin ardindan pelet kurulmaya birakilmig, kuruyan 6rnekler 30-50 pl
DEPC’li su ile sulandirilmistir. Elde edilen RNA’lar spektrofotometre’de 260/280

nanometre (nm)’de Ol¢iilerek mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlenmistir.

Tamamlayici DNA (cDNA) sentezi

RNA oOrneklerinden High Fidelity Transcriptor cDNA sentez kiti (Roche) kullanilarak
cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Primer olarak hekzamerlerin kullanildigi cDNA sentez
yonteminde kullanilan bilesenler ve miktarlari gizelge 3.1°de verilmistir. Otomatik 1s1
dongiisii cihazinda ornekler sirasiyla 25 °C'de 10 dakika, 50 °C'de 60 dakika ve 85 °C'de 5
dakika boyunca islemistir. cDNA 6rnekleri ger¢ek zamanli PCR i¢in hazirlanmak {izere -

20 °C'de saklanmustir.



32

Cizelge 3.1. cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve miktarlar

Son konsantrasyon
Reaksiyon Tamponu (X5) MgCl; 8mM
Dntp 1mM
Random hekzamer primeri 60uM
RNaz inhibitorii 20 U/ug
DTT 5mM
Ters Transkriptaz 10 U/ug
Steril Ultra Saf Su RNA sabitlemesine gore degisir
Total RNA lug

Kantitatif real-time PCR analizi

Gergek zamanli PCR, Light Cycler 480 cihaz1 kullanilarak gen ekspresyon seviyelerini
tespit etmek i¢in kullanilmistir. Toplam 10 pl reaksiyon hacmi icerisinde, cDNA, bolgeye
ozgii primerler, UPL probu ve Light Cycler Probe Master miks kullanilarak amplifikasyon
gerceklestirilmistir. Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) genine 6zgii primer ve
UPL probu, hedef gen ifade seviyelerini normallestirmek amaciyla elde edilen cDNA

orneklerini analiz etmek i¢in kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Gen spesifik qPCR primer dizileri ve UPL probe numarasi. UPL: Universal

Probe Library, qPCR: Kantitatif Real Time Polimeraz Reaksiyonu

Gen Forward primer (5’- 3°) Reverse primer (5’- 3’) UPL Probe
number

Bax ATGTTTTCTGACGGCAACTTC ATCAGTTCCGGCACCTTG 57
Bak AAACTGGGCTCCCACTCA CAGTGGAGGACGGGATCA 66
Bcl-2 AGTACCTGAACCGGCACCT GCCGTACAGTTCCACAAAGG 75
Bcel-XI AGCCTTGGATCCAGGAGAA GCTGCATTGTTCCCATAGAGT 28
Casp3 TGGAATTGATGCGTGATGTT TGGCTCAGAAGCACACAAAC 68
Casp8 TCCAAATGCAAACTGGATGA TCCCAGGATGACCCTCTTCT 62
Casp9 CCATATGATCGAGGACATCCA | GACTCCCTCGAGTCTCCAGAT 27
GAPDH AGCCACATCGCTCAGACAC GCCCAATACGACCAAATCC 60
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Cizelge 3.3. GAPDH, Bax, Bak, Bcl-2, Bcl-xL, Casp3, Casp8 ve Casp9 genlerinin Real-
time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH20 - 4.7 ul
Prob karisimi (X10) 1X 1.4 ul
25 mM MgCl; 4 mM 1.2
Primer F 10 pmol/ul 0.5 ul
Primer R 10 pmol/ul 0.5 ul
TagMan prob 10 pmol 0.1 pl
cDNA - 2 ul

Light cycler (LC) deney programi

Onceden elde edilen cDNA'lar, kantitatif ger¢ek zamanli PCR karisimlarmin hazirlanmasi
ve dagitilmasim takiben 96 kuyucuklu mikroplakalara eklenmistir. Seffaf bir kapatici
uygulandiktan sonra mikroplakalar Light Cycler 480 cihazina yerlestirilmistir. PCR
reaksiyonunu gerceklestirmek igin cizelge 3.4'te listelenen amplifikasyon protokolii
kullanilmigtir. Tiim genler i¢in ayni program uygulanmistir. Reaksiyon sonucunda hedef

genlerin mRNA ifade diizeylerini gosteren kesisme noktas1 (Cp) degerleri tespit edilmistir.

Cizelge 3.4. PCR amplifikasyon programi

Program. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Dongiiler 1
Analiz Modu -
Sicakhik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon Zamani (s:dk:sn) 10:00dk
Sicaklik Gegis Hizi1 (°C/sn) 20.0
Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)
Program verisi Deger
Dongiiler 50
Analiz Modu Cogalma
Sicakhik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
Inkiibasyon Zamani (s:dk:sn) 10 sn 10:00dk
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0 20.0
Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger
Dongiiler 1
Analiz Modu -
Sicakhik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
Inkiibasyon Zamani (s:dk:sn) 30sn
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0
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Istatistiksel analiz yontemleri

Gruplar arasindaki farkliliklar, elde edilen veriler SPSS 24.0 istatistik programi
kullanilarak degerlendirilmistir. ¢cDNA ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar “REST
(2009 V2.0.13)” istatistik programi ile karsilastirilmistir. Siirekli verileri karsilagtirmak
icin Student's t testi kullanildi. P degerleri *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. SH-SY5Y hiicrelerinde 6-OHDA'nin hiicre canhihig iizerine etkisi

Bu calismada in vitro PH modeli 6-OHDA kullanilarak olusturulmustur. PH modelinin
olusturulmasinda  kullanilacak  hiicrelerin  yaklasik  %50'sini  6ldiiren 6-OHDA
konsantrasyonunun belirlenmesi icin ilk olarak sitotoksisite analizi ger¢eklestirilmis ve
hiicreler farkli konsantrasyonlarda 6-OHDA ile 24 saat siiresince muamele edilmistir. Elde
edilen sonuglara gore; SH-SYSY hiicrelerinin 24 saat stiresince 25, 50, 75, 100, 150, 200
ve 250 uM konsantrasyonlarinda 6-OHDA ile muamele edilmeleri sonrasinda hiicre
canliliklar1 sirasi ile %83,52; 59,63; %21,81; %15,58; %15,35, %14,93 ve %14,64 olarak
bulunmustur. Ayrica 6-OHDA SH-SYS5Y hiicrelerinde doza bagimli sekilde sitotoksik
etkiye sebep olmus, Uygulanan tiim 6-OHDA dozlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttigi belirlenmistir (Sekil 4.1.)
(p<0.05).

6-OHDA

120 -

100 -

* *
80 -
%
%
60 -
* m 24h
40 + X ox % % %
* * * * %
20 - ' * * * *
N HEH N
S s & S

Sekil 4.1. 6-OHDA’nin 24 saat boyunca uygulamasinin SH-SYSY hiicrelerinin canliligt
iizerine etkisi. Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 6-OHDA:
6-Hidroksidopamin.

Hiicre canhiligi (%)
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4.2. SH-SY5Y hiicrelerinde RSV ve NaHS’1n hiicre canhihg iizerine etkisi

RSV'nin SH-SYSY hiicrelerindeki sitotoksik etkisi MTT analizi ile degerlendirilmis ve
hiicreler 4 ve 24 saat siiresince 0.1, 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda RSV
ile muamele edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 4 ve 24 saat siire sonunda 0.1, 1, 5, 10,
25 ve 50 puM konsantrasyonlarinda RSV uygulamast kontrol grubuna kiyasla hiicre
canlilig1 lizerinde anlamli diizeyde bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05), ancak 100
uM konsantrasyonda RSV uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla hiicre canlilig1 iizerinde

24 saat sonunda anlaml1 diizeyde azaldig1 goriilmistiir (Sekil 4.2.A, C) (p<0.05).

NaHS’in SH-SYSY hiicrelerindeki sitotoksik etkisi yine MTT analizi ile degerlendirilmis
ve hiicreler 4 ve 24 saat siiresince 1, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda
NaHS ile muamele edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 4 saat siire sonunda 1, 5, 10, 25,
50 ve 100 pM konsantrasyonlarinda NaHS uygulamasi kontrol grubuna kiyasla hiicre
canliligr tizerinde anlamli diizeyde bir etkisinin olmadigi gorilmiistiir (p>0.05). 24 saat
sonunda 1, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda NaHS uygulamasi kontrol grubuna kiyasla
hiicre canlilig1 iizerinde anlamli diizeyde bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05),
ancak 24 saat siire sonunda 25, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonda NaHS uygulamasi
kontrol grubuna kiyasla hiicre canlilig1 tlizerinde 24 saat slire sonunda anlamli diizeyde
azalttig1 gorilmistiir (Sekil 4.2.B, D) (p<0.05). 24 saat sonunda 25, 50, 100 ve 200 uM
konsantrasyonlarda NaHS uygulamasi sonrasinda hiicre canliliklar1 sirasi ile %82,89,
%380,61, %75,65 ve %51,81 olarak belirlenmistir.
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RSV 4 saat NaHS 4 saat
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Sekil 4.2. (A) 4 saat RSV uygulamasinin SH-SYS5Y hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkisi,
(B) 4 saat NaHS uygulamasinin SH-SYSY hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkisi.
(C) 24 saat RSV uygulamasinin SH-SYSY hiicrelerinin canliligi {izerine etkisi,
(D) 24 saat NaHS uygulamasmin SH-SYS5Y hiicrelerinin canlilig1 {izerine etkisi,
Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. RSV: Resveratrol, NaHS:
Sodyum hidrosiilfiir.

4.3. 6-OHDA-indiiklii sitotoksisiteye kars1 RSV ve NaHS’1in noroprotektif etkisi

6-OHDA ile olusturulmus in vitro PH modelinde RSV ve NaHS’in olasi1 néroprotektif
etkisini aciga cikarmak amaci ile RSV ve NaHS’in SH-SYS5Y hiicrelerindeki toksik
olmayan dozlar1 kullanilmistir. Bunun i¢in hiicreler 5 ve 25 uM RSV ve 10 ve 25 uM
NaHS ile 4 saat siiresin ce On-muamele edilmis, ardindan kuyucuklardan RSV ve
NaHS igeren besiyerleri cekilerek, 50 uM 6-OHDA iceren besiyeri ile 24 saat siiresince

muamele edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore 6-OHDA, kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre canliliginm
anlamhi  sekilde azaltmistir (p<0.01), RSV ve NaHS’mn birlikte uygulandigi
konsantrasyonlarin hiicre canliligini anlaml sekilde arttirdigi goriilmiistiir (p<0.05), 25 uM

RSV + 25 uM NaHS 4 saat 6n uygulamasinin, 6-OHDA ile muamele edilmis hiicreler ile
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karsilagtirildiginda hiicre canliligini anlamli sekilde artirdigr belirlenmistir (p<0.01) (Sekil
q 4.3)).
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Sekil 4.3. 6-OHDA indiiklii sitotoksisiteye karst RSV ve NaHS’in noroprotektif etkisi. 4
saat RSV ve NaHS 6n-uygulamasinin ardindan 24 saat 6-OHDA uygulamasi
gerceklestirilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda #p<0.05; *#p<0.01;
###0<0.001; 6-OHDA grubu ile karsilastirildiginda *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001. 6-OHDA: 6-Hidroksidopamin, RSV: Resveratrol, NaHS: Sodyum
hidrosiilfiir.

4.4. 6-OHDA-indiiklii sitotoksisiteye karsi RSV ve NaHS’1n sitotoksik etkisi

RSV ve NaHS’in SH-SYSY hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi LDH analizi ile
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore 6-OHDA, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda sitotoksik etkisinin anlamli 6l¢iide arttigr goriilmiistiir (p<0.001). SH-
SYSY hiicrelerinin 5 ve 25 uM RSV ile tek basina 6n-uygulamasi sonucunda ise, 6-OHDA
ile indiiklenen LDH salinimim azaltti§i goriilmiistiir (p<0.001). Yine SH-SY5Y
hiicrelerinin 10 ve 25 uM NaHS ile tek basia 6n-uygulama sonucunda ise, 6-OHDA ile
indiiklenen LDH salimmmim azalttigi  gorilmistir (p<0.001). Ancak kombine
uygulamalarin tek bagina uygulamalardan daha etkili oldugu goriilmistir. SH-SY5Y
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hiicrelerinin RSV ve NaHS ile on-muamelesi sonucunda ise, 6-OHDA ile indiklenen LDH

salimimini anlamli 6lgiide azalttig1 goriilmiistiir (p<0.001).
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Sekil 4.4. 6-OHDA indiiklii SH-SYS5Y hiicrelerinde RSV ve NaHS’in LDH salinimi ile
belirlenen sitotoksisite iizerindeki etkisi. 4 saat RSV ve NaHS o6n-
uygulamasinin ardindan 24 saat 6-OHDA uygulamasi gerceklestirilmistir.
Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastinldiginda  #p<0.05; *p<0.01; *#p<0.001; 6-OHDA grubu ile
kargilagtirildiginda ~ *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 6-OHDA: 6-
Hidroksidopamin, RSV: Resveratrol, NaHS: Sodyum hidrosiilfiir.

4.5. 6-OHDA-indiiklii SH-SY5Y hiicrelerinde RSV ve NaHS’mn ROS seviyesi iizerine
etkisi

ROS analiz sonuglarina gore, 6-OHDA uygulamasi SH-SYS5Y hiicrelerinde kontrol grubu
ile karsilastirildiginda ROS seviyesini istatistiksel olarak anlamli sekilde artirmistir
(p<0.05). 5 ve 25 uM RSV ile tek basina 6n-uygulama sonucunda, 6-OHDA grubu ile
karsilagtirildiginda, ROS seviyesinde anlamli bir azalma meydana gelmistir (p<0.01). Yine
10 ve 25 uM NaHS ile tek basina on-uygulama sonucunda ise, 6-OHDA grubu ile
karsilastirildiginda, ROS seviyesinde anlamli bir azalma meydana gelmistir (p<0.01). RSV

ve NaHS'in kombine konsantrasyonlarinin 6n-uygulama sonucunda 6-OHDA ile muamele
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edilmis hiicre grubunda ise 6- OHDA grubu ile karsilastirildiginda, ROS seviyesinde

anlamli diizeyde bir azalma meydana gelmistir (p<0.01)
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Sekil 4.5. 6-OHDA indiikli SH-SYS5Y hiicrelerinde RSV ve NaHS’in ROS seviyesi
iizerine etkisi. 4 saat RSV ve NaHS o6n-uygulamasinin ardindan 24 saat 6-
OHDA uygulamas1 gerceklestirilmistir. Veriler ortalama =+ Standart Sapma
olarak ifade edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda *p<0.05; *#p<0.01;
#1<0.001; 6-OHDA grubu ile Kkarsilastinldiginda *p<0.05, **p<0.01,
**%p<0.001. 6-OHDA: 6-Hidroksidopamin, RSV: Resveratrol, NaHS: Sodyum
hidrosiilfiir.

4.6. 6-OHDA-indiiklii SH-SY5Y hiicrelerinde RSV ve NaHS’1n MMP iizerine etkisi

MMP analizi sonuglaria gore, 6-OHDA uygulamasi SH-SYSY hiicrelerinde kontrol grubu
ile karsilastirildiginda MMP seviyesinde artig goriilmesine ragmen bu artisin anlaml
olmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Bununla birlikte RSV ve NaHS’in tek baslarina ve
kombine 6nuygulamalari sonucunda 6-OHDA ile muamele edilmis hiicre gruplarinda, 6-
OHDA grubu ile karsilastinildiginda, MMP seviyesinde belirgin bir degisiklik
goriilmemistir (p>0.05)
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Sekil 4.6. 6-OHDA indiiklii SH-SYSY hiicrelerinde RSV ve NaHS’1in MMP lizerine etkisi.
4 saat RSV ve NaHS 6n-uygulamasinin ardindan 24 saat 6-OHDA uygulamasi
gergeklestirilmistir. Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda #p<0.05; #p<0.01; **p<0.001; 6-OHDA
grubu ile karsilastirildiginda *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 6-OHDA: 6-
Hidroksidopamin, RSV: Resveratrol, NaHS: Sodyum hidrosiilfiir.

4.7. 6-OHDA-indiiklii SH-SY5Y hiicrelerinde RSV ve NaHS’in Kaspaz-3, -8 ve 9

diizeyleri iizerine etkisi

Kaspaz-3, -8 ve -9 aktivite diizeyi sonuglarina goére, 6-OHDA uygulamas: SH-SY5Y
hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda Kaspaz-3 diizeyinde artis goriilmesine
ragmen bu artigin anlamli olmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Bununla birlikte RSV ve
NaHS’in tek baslarina ve kombine on-uygulamalar1 sonucunda 6-OHDA ile muamele
edilmis hiicre gruplarinda, 6-OHDA grubu ile karsilastirildiginda, Kaspaz-3 seviyesinde
anlamli diizeyde bir azalma gorilmistiir (p<0.05) (Sekil 4.7.A).

6-OHDA uygulamasi SH-SYS5Y hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda Kaspaz-
8 seviyesinde artig goriilmesine ragmen bu artisin anlamli olmadigi belirlenmistir (p>0.05).
Bununla birlikte RSV ve NaHS’1n tek baslarina ve kombine 6n-uygulamalari sonucunda 6-
OHDA ile muamele edilmis hiicre gruplarinda, 6-OHDA grubu ile karsilastirildiginda,
Kaspaz-8 seviyesinde anlamli diizeyde bir azalma goriilmiistiir (p<0.05) (Sekil 4.7.B).



42

6-OHDA uygulamasi SH-SY5Y hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda Kaspaz-
9 seviyesinde artig goriilmesine ragmen bu artisin anlamli olmadigi belirlenmistir (p>0.05).
Bununla birlikte RSV ve NaHS’1n tek baslarina ve kombine dn-uygulamalari sonucunda 6-
OHDA ile muamele edilmis hiicre gruplarinda, 6-OHDA grubu ile karsilastirildiginda,
Kaspaz-9 seviyesinde azalma goriilmesine ragmen bu azalisin anlamli diizeyde olmadigi

belirlenmistir (p>0.05) (Sekil 4.7.C).
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Sekil 4.7. (A) 6-OHDA indiiklii SH-SY5Y hiicrelerinde RSV ve NaHS’in Kaspaz-3
aktivitesi tizerine etkisi, (B) 6-OHDA indiiklii SH-SY5Y hiicrelerinde RSV ve
NaHS’1in Kaspaz-8 aktivitesi iizerine etkisi, (C) 6-OHDA indiiklii SH-SY5Y
hiicrelerinde RSV ve NaHS’1n Kaspaz-9 aktivitesi iizerine etkisi. 4 saat RSV
ve NaHS On-uygulamasinin ardindan 24 saat 6-OHDA uygulamasi
gergeklestirilmistir. Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda #p<0.05; #p<0.01; *¥p<0.001; 6-OHDA
grubu ile karsilastirildiginda *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 6-OHDA: 6-
Hidroksidopamin, RSV: Resveratrol, NaHS: Sodyum hidrosiilfiir.
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Sekil 4.7. (devam) (A) 6-OHDA indiikli SH-SYS5Y hiicrelerinde RSV ve NaHS’in
Kaspaz-3 aktivitesi lizerine etkisi, (B) 6-OHDA indiiklii SH-SYS5Y hiicrelerinde
RSV ve NaHS’1in Kaspaz-8 aktivitesi lizerine etkisi, (C) 6-OHDA indiiklii SH-
SY5Y hiicrelerinde RSV ve NaHS’1in Kaspaz-9 aktivitesi lizerine etkisi. 4 saat
RSV ve NaHS oOn-uygulamasinin ardindan 24 saat 6-OHDA uygulamasi
gergeklestirilmistir. Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda #p<0.05; #p<0.01; *#p<0.001; 6-OHDA
grubu ile karsilastirildiginda *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 6-OHDA: 6-
Hidroksidopamin, RSV: Resveratrol, NaHS: Sodyum hidrostilfiir.
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4.8. 6-OHDA-indiiklii SH-SY5Y hiicrelerinde RSV ve NaHS’in apoptoz ile iliskili
genlerin mRNA seviyelerine etkisi

Bax, Bak, Bcl-2, Bcl-xL, Casp3, Casp8 ve Casp9 genlerinin mRNA seviyeleri qPCR ile
degerlendirilmistir. 6-OHDA grubunda Bax, Bak, Casp3, Casp8 ve Casp9 mRNA
seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde bir artis oldugu goriilmiistiir
(p<0.001, p<0.01). 5 ve 25 uM RSV ile tek basma 6n-uygulama sonucunda, 6-OHDA
grubu ile karsilastirildiginda, Bax, Bak, Casp3, Casp8 ve Casp9 mRNA seviyelerinde
azaldig1 ancak bu azalisin anlamli diizeyde olmadig1 goriilmistiir (p>0.05). Yine 10 ve 25
uM NaHS ile tek basina On-uygulama sonucunda ise, 6-OHDA grubu ile
karsilastirildiginda, benzer sekilde Bax, Bak, Casp3, Casp8 ve Casp9 mRNA seviyelerinde
azaldigi ancak bu azalisin anlamli diizeyde olmadigi gorilmistir (p>0.05). RSV ve
NaHS’in kombine konsantrasyonlarinin 6n-uygulama sonucunda 6-OHDA ile muamele
edilmis hiicre grubunda ise 6-OHDA grubu ile karsilastirildiginda, Bax ve Bak mRNA
seviyelerinde anlamli diizeyde bir azalma oldugu belirlenmistir (p<0.05). Ancak RSV ve
NaHS’in kombine konsantrasyonlarinin 6n-uygulamas: sonucunda 6-OHDA ile muamele
edilmis hiicre grubunda ise 6-OHDA grubu ile karsilastirildiginda, Casp3, Casp8 ve Casp9
mRNA seviyelerinde azaldigi ancak bu azalisin anlamli diizeyde bir azalis oldugu

belirlenmistir (p<0.01).

6-OHDA grubunda Bcl-2 ve Bcl-xL mRNA seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlaml
diizeyde bir azalma oldugu belirlenmistir (p<0.01). 5 ve 25 uM RSV ile tek bagma 6n-
uygulama sonucunda, 6-OHDA grubu ile karsilastirildiginda, Bcl-2 ve Bcel-xL mRNA
seviyelerinde arttig1 ancak bu artigin anlamli diizeyde olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05). Yine
10 ve 25 uM NaHS ile tek basina on-uygulama sonucunda ise, 6-OHDA grubu ile
karsilagtirildiginda, benzer sekilde Bcl-2 ve Bcl-xL mRNA seviyelerinde arttigi ancak bu
artisin anlamli diizeyde olmadigi goriilmiistiir (p>0.05). RSV ve NaHS’in kombine
konsantrasyonlarinin  6n-uygulama sonucunda 6-OHDA ile muamele edilmis hiicre
grubunda ise 6-OHDA grubu ile karsilastirildiginda, Bel-2 ve Bcl-xL mRNA seviyelerinde
anlamli diizeyde bir artis oldugu belirlenmistir (p<0.01).
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Sekil 4.8. 6-OHDA indiikkli SH-SYSY hiicrelerinde RSV ve NaHS’in inkiibasyonu
sonunda Bax, Bak, Bcl-2, Bcl-xL, Casp3, Casp8 ve Casp9 mMRNA
diizeylerindeki degisiklik. Hedef genin ifade diizeyleri GAPDH mRNA ifade
diizeyi temel alinarak normalize edildi. 4 saat RSV ve NaHS 6n-uygulamasinin
ardindan 24 saat 6-OHDA uygulamasi gerceklestirilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda  #p<0.05; #p<0.01; *#p<0.001; 6-OHDA grubu ile
karsilastirildiginda *p<0.05, **p<0.01, ***p<(0.001. Casp3: Kaspaz 3, Casp8:
Kaspaz 8, Casp9: Kaspaz 9, GAPDH: Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, 6-
OHDA: 6-Hidroksidopamin, NaHS: Sodyum hidrosiilfiir, RSV: Resveratrol.
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5. TARTISMA

PH gibi nérodejeneratif hastaliklarda semptomlar1 hafifletebilecek, hastaligin ilerlemesini
yavaslatabilecek veya durdurabilecek yeni tedavi seceneklerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bunun nedeni, PH'nin geleneksel tedavilere direnc¢li olmasi ve bu durumun uzun yillardir

klinik bir zorluk olarak devam ettigi literatiirde vurgulanmasidir [160].

Tibbi bitkilerin tedavi amacgli kullaniminda kabuk, tohum ve meyveler de dahil olmak
tizere ¢esitli bitki bilesenlerinden yararlanilmaktadir [161]. Arastirmalar, bitkisel ilaglar ve
dogal iriinlerin PH tedavisinde yeni ve etkili ilag adaylart olma potansiyeline sahip
oldugunu gostermektedir. Bu dogal bilesikler, enflamasyon, mitokondriyel fonksiyon
kaybi1 ve lizozomal hasar gibi PH'nin patogenezine katkida bulunan stiregleri hedef alarak
norotoksisiteyi azaltma yetenegine sahiptir. Ayrica, bu bilesiklerin, PH’na bagli motor ve
motor dis1 semptomlarin tedavisinde Onemli bir destekleyici rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir [162]. Alkaloidler, terpenoidler, saponinler ve fenolik kimyasallar gibi
dogal tibbi bilesiklerin umut verici néroprotektif 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Bu
bilesikler, PH'nin ilerlemesini yavaslatabilecek veya hastalikla iligkili semptomlarin
kontrol altina alinmasina katki saglayabilecek yenilik¢i tedavi stratejilerinin gelistirilmesi

acisindan biiytik bir potansiyel tasimaktadir [163].

Yiiksek lisans tez c¢alismamizda, dopaminerjik néron kaybiyla karakterize edilen bir
norodejeneratif hastalik olan PH modeli in vitro olarak uygulanmistir. Bu modelde, birgok
bitkide dogal olarak bulunan ve giiclii antioksidan 6zelligi sayesinde noroprotektif etkiler
gosterebilen bir polifenolik bilesik olan RSV ile baslica endojen gaz ileticilerinden biri
olarak bilinen H.S donoérii olan NaHS’in, ndrotoksik 6-OHDA kaynakli nérodejenerasyona
kars1 potansiyel bir ndromodiilator etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu baglamda, RSV
ve NaHS’in, 6-OHDA ile indiikklenmis SH-SYSY hiicre hatti1 {izerindeki noroprotektif

etkileri degerlendirilmistir.

PH tedavisinde polifenolik bilesiklerin terapdtik potansiyelini degerlendirmek amaciyla
PubMed, ScienceDirect, Scopus ve Google Scholar veri tabanlarinda kapsamli bir literatiir
taramas1 sonucunda, elde edilen bulgular, polifenolik bilesiklerin PH tedavisinde
kullanildiginda daha etkili sonuglar sagladigini ve geleneksel tedavilere kiyasla daha az

yan etki gosterdigini ortaya koymustur [164, 165, 166, 167]. Oksidatif stres,
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ndroinflamasyon, anormal protein birikimi, mitokondriyal fonksiyon kaybi, endoplazmik
retikulum stresi ve apoptoz gibi PH patogenezine katkida bulunan cesitli siirecler,
fitokimyasallarin terapdtik etkilerinin  odak noktasidir. Flavonoidler ve polifenolik
bilesikler gibi antioksidanlar, serbest radikallerin yol actig1 oksidatif stresi azaltma
kapasitesine sahiptir ve bu sayede uzun vadede nérodejeneratif hastaliklarin gelisme riskini
diistirebilir. Bu baglamda, polifenollerin, ndrolojik bozukluklardan etkilenen bireylerin
yasam Kalitesini iyilestirmede onemli bir potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir [168].
Ozellikle RSV gibi dogal polifenolik bilesiklerin, Parkinson hastalar1 igin koruyucu ve

tedavi edici bir potansiyele sahip oldugu ileri siirtilmektedir [169].

NaHS, anti inflamatuar, bagisiklik diizenleyici ve antibakteriyel savunmay1 giiglendirici
ozellikleriyle dikkat ¢eken bir biyomolekiildiir. Bu 6zellikleri sayesinde, PH dahil olmak
tizere norodejeneratif bozukluklara karsit korunmada 6nemli rol oynayabilir. In vitro ve in
vivo ¢alismalarda, PH modelinde NaHS’1n anti inflamatuar, anti apoptotik ve antioksidan
ozellikler sergiledigi gosterilmistir. Bu bulgular, NaHS’in ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde yenilikgi bir terapotik ajan olarak degerlendirilme potansiyelini ortaya
koymaktadir [101].

Arastirmalar, PH'da yalnizca mitokondriyal fonksiyon kaybinin degil, ayni zamanda
proteinlerin yanlis katlanmasinin ve dopamin nodronlarinin dejenerasyonuna yol acgan
ubikitin-proteozom sistemi (UPS) fonksiyon kaybinin da 6nemli bir etkisi oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu durum, nérodejenerasyonun ilerleyisini agiklayan kritik molekiiler
mekanizmalardan biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Diger yandan, RSV'nin PH’nin seyrini
durdurmada ve kalsiyum artisini 6nlemede faydali oldugu bir arastirmada gosterilmistir.
RSV'in periferik sinir hasarini takiben hizli sinir rejenerasyonunu ve motor iyilesmeyi
destekleme mekanizmasi incelendiginde, diizenli RSV tedavisine baslandiktan 10 giin
sonra, siyatik sinir sikigsmasi hasarimin neden oldugu motor bozukluklarin iyilestigi ve
hasarli sinirin distal kisminda RSV’nin akson sayisini artirarak sinir rejenerasyonunu
destekledigi gortildii [170]. Yine omurilik hasari hayvan modeli iizerinde yapilan bir baska
caligmaya gore, RSV omurilik fonksiyonunun yenilenmesinde diizenleyici bir role sahip
oldugu, RSV, Wnt/B-katenin sinyal sistemini kontrol ederek, omurilik hasarini takiben
doku hasarini, aksonal rejenerasyonu ve fonksiyon iyilesmesini artirdigi, apoptoz diizeyini

azalttig: goriildii [171].
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Hiicre ve hayvan modelleri iizerine yapilan c¢aligmalar, RSV'nin terapotik etkilere sahip
oldugunu ortaya koymustur. Bu etkinin, RSV'nin antioksidan, anti inflamatuar ve hiicre
koruyucu ozelliklere sahip bilesikler igcermesi sayesinde, mitokondri dinamiklerini
diizenleyerek norodejeneratif hastaliklar iizerindeki olumlu etkileriyle iliskili oldugu
belirtilmektedir [172-173]. Calismamizda RSV ve NaHS’in 4 saat siireyle ayri ayri ve
birlikte 6n uygulanmasinin ardindan hiicreler 24 saat siire ile 50 pM 6-OHDA ile inkiibe
edilmistir. RSV’nin SH-SY5Y hiicrelerine tek basina uygulandiginda hiicre canliligini 6-
OHDA grubuna kiyasla anlamli diizeyde arttirdigi ve sitotoksisiteyi anlamli diizeyde
azalttig1 goriilmistiir. Sonuglarimiz ile uyumlu olacak sekilde yapilan bir ¢aligmada SH-
SYSY hiicre hattina 30 dakika siire ile RSV 6n uygulamasmin ardindan 24 saat siire
boyunca 50 uM 6-OHDA ile inkiibe edilmesi sonucunda hiicre canliligini benzer sekilde
arttirdigl ve sitotoksisiteyi azalttigi goriilmistiir [174]. Yine benzer sekilde bir baska
calismada SH-SYSY hiicre hattina 2 saat siire ile RSV 6n uygulamasiin ardindan 20-24
saat slire 60 uM 6-OHDA ile inkiibe edilmesi sonucunda hiicre canliligini sonu¢larimizla
uyumlu bir sekilde arttirdigi ve sitotoksisiteyi azalttigi goriilmistir [175]. Yapilan bir
arastirmada RSV'nin siganlarda 6-OHDA ile olusturulan PH iizerindeki noéroprotektif
etkileri incelenmistir. Siganlarda 6-OHDA'nin neden oldugu PH modeli oksidatif stres,
mitokondriyal fonksiyon kaybi SN’de dopaminerjik hiicre olimi ile karakterizedir.
Calismaya gore RSV, sigan substantia nigrasinda 6-OHDA ile indiiklenen kromatin
yogunlagmasini, mitokondriyal genislemeyi ve dopaminerjik ndron vakuolasyonunu inhibe
etti. Ayrica, ger¢ek zamanli PCR, substantia nigrada TNF-alfa ve COX-2 mRNA

seviyelerinde 6nemli bir azalma oldugunu ortaya koydu [176].

Calismamizda NaHS’in SH-SYS5Y hiicrelerine tek basina uygulandiginda hiicre canliligini
6-OHDA grubuna kiyasla anlamli diizeyde arttirdigi ve sitotoksisiteyi anlaml diizeyde
azalttig1 goriilmistiir. Sonuglarimiz ile uyumlu olacak sekilde yapilan bir ¢alismada SH-
SYS5Y hiicre hattina 10 dakika ve 1 saat siire ile NaHS 6n uygulamasinin ardindan 12 saat
stire boyunca 50 uM 6-OHDA ile inkiibe edilmesi sonucunda hiicre canliligini arttirdig: ve
sitotoksisiteyi azalttig1 gorlilmistiir [177]. Yine benzer sekilde bir bagka ¢alismada SH-
SYSY hiicre hattina 10 dakika siire ile NaHS 6n uygulamasinin ardindan 12 saat siire 50
pM 6-OHDA ile inkiibe edilmesi sonucunda hiicre canliligint sonuglarimizla uyumlu bir
sekilde arttirdig1 ve sitotoksisiteyi azalttigi goriilmistiir [178].Yapilan bir baska ¢alismada
H2S’in PH tizerindeki terapdtik etkisi incelendiginde, 6-OHDA kaynakli PH si¢an

modelinde SN'de endojen H:S diizeyinin belirgin sekilde azaldigi, H2S donérii olan
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NaHS'in sistemik uygulanmasinin ise, 6-OHDA kaynakli PH modelinde hareket bozuklugu
ilerlemesini, SN'deki tirozin-hidroksilaz pozitif noronlarin kaybin1 ve hasarli striatumdaki
yiikksek malondialdehit seviyesini onemli Olglide tersine c¢evirdigi gorilmistir [179].
NaHS, oksidatif stres, anti inflamatuar ve metabolik inhibisyon gibi ¢esitli mekanizmalar
yoluyla ndrotoksin kaynakli nérodejenerasyonu dnlemek igin néroprotektif bir ajan olarak

hareket ederek PH i¢in olasi bir tedavi olarak kullanilabilir.

Yapilan literatiir taramasinda, RSV ve NaHS’in etkilerinin SH-SYS5Y hiicrelerine veya
farkli hiicre hatlarinda birlikte arastirildigr in vitro Parkinson modeli ve in vivo deneysel
hayvan modelleri iizerine yapilan bir caligmaya rastlanmamistir. Yiksek lisans tez
calismamiz SH-SYS5Y noéroblastom hiicrelerinde bu iki ajanin noroprotektif etkilerinin

birlikte degerlendirildigi ilk 6zgiin ¢alisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Calismamizin bir diger 6nemli bulgusu, RSV ve NaHS’in kombine konsantrasyonlarinin,
6-OHDA ’nin ROS seviyesindeki artisin1 daha etkin sekilde baskilamasidir. Hem 5 pM ve
25 uM RSV, hem de 10 pM ve 25 uM NaHS 6n-uygulamalarinin 6-OHDA tarafindan
indiiklenen ROS seviyelerinde anlamli bir azalma sagladigi goriilmiistiir. Benzer sekilde,
RSV ve NaHS birlikte 6n-uygulanmasimin ardindan 6-OHDA ile indiiklenen ROS
seviyelerindeki artis1i belirgin diizeyde baskilamistir. Bu bulgular, RSV'nin giiclii
antioksidan oOzelliklerini ve NaHS’in reaktif oksijen tiirlerini baskilama yetenegini
vurgulamaktadir [180]. Daha once yapilan c¢alismalar, RSV'nin antioksidan savunma
mekanizmalarini destekleyerek hiicre hasarini dnledigini ortaya koymustur [181, 182]. Bu
bulgu, oksidatif stresin norodejeneratif siireclerdeki merkezi roliine dikkat ¢eken dnceki
aragtirmalarla uyum gostermektedir [183]. Oksidatif stresin hiicre i¢i dengenin
bozulmasma yol agarak mitokondriyal fonksiyon kaybim1 ve apoptozu tetikledigi
belgelenmistir [184, 185]. Bu calismalardan birinde MPP ile indiiklenen MES23.5 DA
hiicrelerine L-Dopa ve RSV’nin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmasi sonucunda ROS
diizeyinde belirgin bir azalma gorilmistir [186]. NaHS’in ise baska bir ¢alismada
mitokondriyal islevleri koruyucu etkiler gosterdigi ve oksidatif stresi azalttigi rapor
edilmigtir [187]. Bu sonug, RSV ve NaHS’in sinerjik etkilerinin, hiicresel diizeyde
oksidatif stresin azaltilmasinda onemli bir rol oynayabilecegini diigiindiirmektedir [188,
189]. Kombine uygulamalarin etkileri, her iki molekiiliin farkli biyokimyasal yollardan etki

ederek hiicresel stres yanitlarin1 modiile edebilecegini gostermektedir. RSV ve NaHS’in
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noroprotektif 6zelliklerinin, oksidatif stres ve apoptozun dnlenmesinde potansiyel terapotik

ajanlar olarak degerlendirilmesi gerektigi agiktir [190, 191].

Calismamizda PH olusturmak i¢in kullandigimiz 6-OHDA hiicrelerde serbest oksijen
radikallerinin seviyesini ciddi oranda artirmaktadir. Bu mekanizma, hiicreyi P-38 MAPK
yoluyla dogrudan apoptoza yonlendirebilir veya Bax ve Bcl-2 proteinleri ile etkilesime
girerek mitokondriyal fonksiyon kaybina yol agabilir. Mitokondriyal diizeyde Bax/Bcl-2
dengesinin bozulmasi, sitokrom c’nin sitoplazmaya salimimini artirarak pro-apoptotik
kaspazlardan biri olan kaspaz-9’un aktivitesini yiikseltebilir. Sitoplazmada kaspaz-9
aktivitesinin artis1 ise kaspaz-3'lin aktive olmasii tesvik ederek apoptozun ilerlemesini
saglar. Calismamizda RSV ve NaHS’in ROS iizerine etkilerinin yani sira, mitokondriyel

fonksiyon kayb1 ve apoptoz tizerine etkilerini de arastirdik.

Ragonese ve ark., yapmis olduklart bir calisgmada RSV’ nin mitokondriyal aktiviteyi doza
bagiml bir sekilde artirarak ATP iiretimi ve hiicresel farklilasmay1 tesvik ettigi, ayn
zamanda mitokondriyal biyogenezi destekledigi rapor edilmistir. Ancak, in vitro
modelimizde yaptigimiz MMP analizleri, 6-OHDA uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla
MMP seviyesini arttirdigin1 gostermistir. RSV ve NaHS’1n tek bagina veya kombinasyon
halinde uygulanmasinin ise, 6-OHDA ile muamele edilen hiicrelerde MMP seviyesinde
anlaml bir degisiklik olusturmadigi belirlenmistir. Bu farkliliklar, ¢alismamizda kullanilan
6-OHDA ile indiiklenmis norotoksik modelinin spesifik o6zelliklerinden ve RSV’nin
etkisinin norodejeneratif bir ortamda farkli sekilde ortaya ¢ikmasindan kaynaklanabilir.
Literatiirde, RSV'nin mitokondriyal biyogenezi destekleyen etkilerinin genellikle saglikli
hiicre modellerinde daha belirgin oldugu bildirilmistir, ancak norotoksik ajanlarla 6nceden
muamele edilmis hiicrelerde RSV'nin etkisinin, hiicre i¢i redoks dengesi ve mitokondriyal
dinamikler gibi faktorlerden etkilenebilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismalardan birinde
MPP ile indiiklenen MES23.5 DA hiicrelerine L-Dopa ve RSV’nin ayr ayr1 ve birlikte
uygulanmasi sonucunda 6-OHDA grubuna kiyasla MMP diizeyinde anlamli diizeyde bir
azalma gOriilmiistiir [186]. Benzer sekilde, NaHS’in mitokondriyal fonksiyon tizerindeki
etkileri, konsantrasyona ve uygulama siiresine bagl olarak degiskenlik gosterebilir. Bu
baglamda, bulgularimiz, RSV ve NaHS’in MMP iizerindeki etkilerinin belirli hiicresel
kosullarda siirli olabilecegini ve bu tiir ajanlarin terapdtik etkinligini degerlendirmek i¢in

daha kapsamli ¢aligmalarin gerekli oldugunu géstermektedir [192].
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Calismamizda RSV ve NaHS’in apoptoz mekanizmasi iizerine olan etkileri de
incelenmistir. Bulgularimiz, 6-OHDA uygulamasmin Kaspaz -3, -8 ve -9 aktivitelerinde
artisa neden oldugunu, ancak bu artislarin istatistiksel olarak anlamli olmadigini
gostermektedir. Bununla birlikte, RSV ve NaHS’in tek basma veya kombine On-
uygulamalarinin, Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 aktivitelerinde anlamli azalma sagladigi ve
bdylece apoptozu baskiladigi, ancak kaspaz-9 aktivite diizeyindeki azalma ise anlamli
diizeye ulasmamistir. Ayni zamanda RSV ve NaHS’mn kombine konsantrasyonlarinin 6n-
uygulamasi sonucunda 6-OHDA ile muamele edilmis hiicre grubunda ise 6-OHDA grubu
ile karsilagtirldiginda, Bax, Bak, Casp3, Casp8 ve Casp9 mRNA seviyelerinde anlamli
diizeyde bir azalis oldugu ve Bcl-2 ve Bcl-xL mRNA seviyelerinde anlamli diizeyde bir
artis oldugu belirlenmigtir. Calismamizda RSV ve NaHS’in Kaspaz-3 ve Kaspaz-8
seviyelerindeki anlamli diisiise olan etkileri, RSV nin literatiirde bildirilen dissal apoptoz
yolagindaki koruyucu etkileri ile tutarlidir. Ancak, Kaspaz-9 iizerindeki sinirli etkiler,
mitokondriyal apoptoz yolaginda RSV ve NaHS 1n daha az belirgin etkiler gosterebildigini
veya bu etkilerin zaman ve doz bagimli oldugunu diisiindiirmektedir. Sonuglarimiz ile
uyumlu olacak sekilde yapilan bir ¢alismada SH-SYS5Y hiicre hattina 10 dakika ve 1 saat
stire ile NaHS 6n uygulamasinin ardindan 12 saat siire boyunca 50 uM 6-OHDA ile inkiibe
edilmesi sonucunda apoptozu azalttigi gorilmistiir [177]. Yine benzer sekilde bir baska
calismada SH-SYS5Y hiicre hattina 10 dakika ve 1 saat siire ile NaHS 6n uygulamasinin
ardindan 12 saat siire boyunca 50 pM 6-OHDA ile inkiibe edilmesi sonucunda apoptozu
azalttigi gortilmistir [177]. Yine benzer sekilde bir bagska calismada SH-SYSY hiicre
hattina 10 dakika siire ile NaHS 6n uygulamasinin ardindan 12 saat siire 50 uM 6-OHDA
ile inkiibe edilmesi sonucunda apoptoz diizeyini azalttigi goriilmiistiir [178]. Ayrica bir
baska calismada MPP+ ile indiiklenen MES23.5 DA hiicrelerine L-Dopa ve RSV nin ayr1
ayr1 ve birlikte uygulanmasi sonucunda 6-OHDA grubuna kiyasla apoptoz diizeyinde

anlaml diizeyde bir azalma goriilmiistiir [186].

Sonug olarak ¢alismamiz, SH-SYSY hiicre hattinda RSV ve NaHS’in 6-OHDA'nin zararl
etkilerine kars1 diisiik konsantrasyonlarda noroprotektif 6zelligini gosteren ilk caligmadir.
Bulgularimiz diger preklinik in vitro, in vivo modeller ve klinik arastirmalar ile
dogrulanirsa, PH ile iligkili ndrodejenerasyona karsi daha etkin terapotik stratejiler

gelistirmek icin umut verici bir arag olabilecegi 6zelligi gdsterebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismamizda 6-OHDA ile olusturulmus in vitro PH modelinde RSV ve NaHS’1n olasi
noroprotektif etkisini agiga ¢ikarmak amacglandi. Bu amacgla SH-SYSY hiicre hattinda,
cesitli konsantrasyon ve siirelerde RSV ve NaHS’in tek baglarina ve birlikte 6n
uygulamasinin ardindan 6-OHDA ile in vitro PH modeli olusturulan hiicreler iizerindeki
noroprotektif etkilerini arastirmak ve RSV ile NaHS’in terapotik potansiyelini ortaya

cikarmaktir.

6-OHDA indiiksiyonu, c¢ozeltinin farkli konsantrasyonlarina maruz kalan hiicrelerde
belirgin bir hiicre canlili§i kaybina, LDH saliniminda anlaml artisa, kaspaz-3, -8 ve -9
protein aktivitelerinin yiikselmesine, ROS olusumunda artisa ve mitokondriyal membran
potansiyelinde onemli bir bozulmaya yol a¢mistir. Bu bulgular, 6-OHDA'™in hiicre
hasarini tetikledigi ve oksidatif stresle iligkili mekanizmalar {lizerinde gii¢lii bir etkisi

oldugunu ortaya koymaktadir.

RSV ve NaHS’1in es zamanl olarak uygulanmasi, hiicre canliliinda anlamli bir iyilesme
saglamistir. Ayrica, bu kombinasyonun LDH salinimini azaltarak hiicre zar biitiinliigiinii
korudugu, kaspaz -3, -8 ve -9 aktivitelerindeki artig1 az da olsa baskiladigi, ROS iiretimini
onemli ol¢iide diislirdiigli, mitokondriyal membran potansiyelindeki bozulmay1 engelledigi
ve apoptozda gorevli genler olan Bax, Bak, Casp3, Casp8 ve Casp9 mRNA seviyelerini
azaltirken, Bcl-2 ve Bcl-xL mRNA seviyelerini arttirdigi goriilmiistiir. Bu durum, RSV ve
NaHS’1n apoptoz, oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon kaybi gibi hiicresel siiregler
iizerinde koruyucu etkiler sergileyebilecegini gostermektedir. Calismamiz, SH-SY5Y
hiicrelerinde RSV ve NaHS 6n uygulamasinin ardindan, 6-OHDA ile in vitro PH modeli

olusturulmasi sonucu néroprotektif etkilerini gdsteren ilk caligma niteligindedir.

Elde edilen sonuglar, diisiik konsantrasyonlarda RSV ve NaHS’in, 6-OHDA'nin toksik
etkilerine karsi noroprotektif bir potansiyel tasidigin1 desteklemektedir. Bu bulgular, PH
gibi norodejeneratif hastaliklarla iligkili hiicresel hasar mekanizmalarinin y&netiminde
NaHS’in terapotik uygulamalar i¢in umut vaat eden bir yaklagim olabilecegini
onermektedir. Dahasi, bu kombinasyonun oksidatif stres ve apoptozun inhibisyonunda
sinerjik bir etki yaratma potansiyeli, ndrodejeneratif silireglere karsi gelistirilecek yenilik¢i

stratejiler i¢in dikkate deger bir temel olusturabilir.
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