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OZET
Parkinson Hastalig1 ve TRP Kanallarinin Iligkisi;

Karvakrol'iin Olas1 Tedavi Edici Etkileri
Giris ve Amacg:

Parkinson hastaligi (PH), substantia nigra pars compacta’dan (SNpc)
striatuma projeksiyon yapan dopaminerjik noéronlarin dejenerasyonuyla
karakterize ve 1ikinci en yaygin norodejeneratif hastaliktir. PH’nda
norodejenerasyona yol acan baslica nedenlerden biri bozulmus kalsiyum (Ca2*)
homeostazisidir. Gegici reseptor potansiyel (Transient Receptor Potential-TRP)
proteinleri, hiicrelerin Ca2* sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde gérev alan
baslica katyon kanallaridir ve bu nedenle TRP kanallarinin aktivitelerinin
modillasyonu ile olusan hiicresel etkilerin; dopaminerjik néronlarda ve

astrositlerde degerlendirilmesi PH'nda 6nem tasiyabilir.

Bu tez calismasinda; 6-hidroksidopamin (6-OHDA) ile olusturdugumuz
Parkinson modelimizde CA’in, dopaminerjik néronlarda yer alan TRPC1 ve
astrositlerde yer alan TRPA1 kanali tuzerindeki etkilerinin PHnin
ilerlemesinde ve Onlenmesinde katkisi arastirilmistir. Ayrica literatir

arastirmamizda benzer bir baska ¢alismaya rastlanmamastir.
Gereg ve Yontem:

Deneylerimizi, geng erigkin erkek Sprague-Dawley cinsi 64 adet sigan
kullanarak, her biri 16 sicandan olusan 1-Sham (Taklit Operasyon), 2- 6-OHDA
verilen, 3- 6-OHDA verilen ve DMSO (Dimetil siilfoksit) uygulamasi yapilan, 4-
6-OHDA verilen ve CA uygulamasi1 yapilan; 4 grupta gerceklestirdik.
Sicanlarimiza 14 gin boyunca giin asir1 intraperitoneal (i.p.) enjeksiyon
uyguladik. Her grubun 8 hayvanin beyin doku kesitlerinde TRPC1 ve TRPA1
imminreaktivitesini, immiinohistokimyasal boyama yontemiyle belirledik.
Gruplardaki diger 8 hayvana servikal dislokasyon yaptiktan sonra cikarttigimiz

beyinlerinin SNpc ve striatal alanlarini molekiiler incelemeler i¢in kullandik.



Bulgular:

Immiinohistokimyasal analiz sonuglarina gore, kontrol grubumuza
kiyasla Parkinson olusturdugumuz gruplarda 6-OHDA ile parkinson
olusumuna baglh olarak beklendigi sekilde TRPC1(+) néron sayisinda azalma
olmustur. Hiicre sayisindaki bu azalma DMSO ve CA grubumuzda da gorulmiis,
hiicre sayisinda artis saglanmamistir. Ancak CA uygulanan grubumuza ait
preparatlardaki dopaminerjik noronlarin, CA’in noéroprotektif etkisinden
dolay1 daha saglikli bir gériiniime sahip oldugu, DMSO grubundaki hiicrelere
gore hiicre butunluginin korundugu gézlenmistir. Dopaminerjik néron TRPC1
kanallarinin gen ekspresyonu ve protein diizeylerinde ise CA’tin anlamli bir
etkisi olmamistir. Astrositlerdeki TRPA1(+) hiicre sayis1 ise kontrol grubuna
kiyasla CA tedavi grubunda azalmisken gen ekspresyon ve protein diizeyleri ¢ok
belirgin diizeyde artmistir. TRPCI1(+) dopaminerjik hiicrelerde oldugu gibi
tedavi grubu astrosit hiicrelerinin hiicresel butinliginun de CA ile korundugu

gorulmustir.
Sonuc ve Oneriler:

Verilerimize gore; CA'un Parkinson hayvan modelimizde noroprotektif
etki gosterdigi, TRPC1'in dopaminerjik hiicrelerde ana Ca2* kanali oldugu ve
CA ile inhibe edildigi, yan sira CAiin, TRPA1 kanallarin aktive ettigi, kanalin
ekspresyonunu arttirmasi1 nedeniyle astrositlerin noéromodilator etkilerini
tetikleyerek belki de noron sagkaliminda yararli olabilecegi sonucuna
varilmistir. Bu baglamda tedavi suresinin uzatilmasi ve ayrintili molekuler
mekanizmalarin  c¢alisilmasiyla c¢esitli TRP  kanallarimin  Parkinson
patogenezindeki detayli rolleri ve CA’tin PH’'nmin tedavisindeki olumlu etkileri

daha anlasilabilir hale gelebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson Hastaligi, TRP kanallari, Karvakrol,

Noroproteksiyon, Kalsiyum Sinyali
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SUMMARY

The Relationship Between Parkinson's Disease and TRP

Channels; Possible Therapeutic Effects of Carvacrol

Introduction and Aim:

Parkinson's disease (PH) is the second most common neurodegenerative
disease, characterized by the degeneration of dopaminergic neurons projecting
from the substantia nigra pars compacta (SNpc) to the striatum. One of the main
causes of neurodegeneration in PH i1s impaired calcium (Ca2*) homeostasis.
Transient Receptor Potential (TRP) proteins are the major cation channels
involved in the regulation of the Ca2* signaling mechanism of cells, and
therefore the cellular effects induced by the modulation of the activities of TRP
channels; evaluation in dopaminergic neurons and astrocytes is important in

PD.

In this thesis; In our Parkinson model with 6-hydroxydopamine (6-OHDA),
the effects of carvacrol (CA) on TRPC1 and TRPA1 channels in dopaminergic
neurons on the progression and prevention of PH were investigated. In addition,

no other similar study was found in our literature research.
Materials and Methods:

Our experiments were carried out using 64 adult male Sprague-Dawley
rats, each consisting of 16 rats and performed in 4 groups; 1-Sham (Imitation
Operation), 2- 6-OHDA applied, 3- 6-OHDA and DMSO (Dimethyl sulfoxide)
applied and 4- 6-OHDA and CA applied. We administered intraperitoneal (1.p.)
injection to our rats every other day for 14 days. We determined the
immunoreactivity of TRPC1 and TRPA1 in brain tissue sections of 8 animals of
each group by immunohistochemical staining method. After performing cervical
dislocation to the other 8 animals in the groups, we used SNpc and striatal areas

of their brains for molecular investigations.



Results:

According to the results of immunohistochemical analysis, compared to
our control group, the number of TRPC1(+) neurons decreased as expected due
to drug parkinson formation in the groups we created Parkinson's. This decrease
in cell number was also observed in our DMSO and CA group, but no increase
in cell number was observed. However, it was observed that dopaminergic
neurons in the preparations belonging to our CA group had a healthier
appearance due to the neuroprotective effect of CA and cell integrity was
maintained compared to the cells in the DMSO group. In gene expression and
protein levels of dopaminergic neuron TRPC1 channels, CA had no significant
effect. While the number of TRPA1(+) cells in astrocytes was decreased in CA
treatment group compared to control group, gene expression and protein levels
increased significantly. As in TRPC1(+) dopaminergic cells, cellular integrity of

the treatment group astrocytes was also maintained by CA.

Conclusion and Suggestions:

According to our data; CA showed neuroprotective effect in our Parkinson
animal model, TRPC1 is the main Ca?* channel in dopaminergic cells and
inhibited by CA, in addition, CA activates TRPA1 channel, because of increased
channel expression, astrocytes may be useful in neuron survival by triggering
the neuromodulatory effects. In this context, by increasing the duration of
treatment and studying the detailed molecular mechanisms, the detailed roles
of various TRP channels in the pathogenesis of Parkinson's disease and the

positive effects of CA in the treatment of PH may become more understandable.

Keywords: Parkinson's Disease, TRP channels, Carvacrol, Neuroprotection,
Calcium Signal
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1. GIRIS VE AMAC

Parkinson Hastaligas (PH), dunyada en yaygin gorialen ikinci
norodejeneratif hastaliktir ve yashh niifusta prevelansi1 daha yuksektir. PH
temel olarak, substantia nigra (SN)dan striatuma projeksiyon yapan
dopaminerjik noéronlarin genetik ve cevresel etmenlere ya da molekiler
patogeneze baglh nedenlerle 6limi ile gergeklesir. Bazal ganglionlarda (BG)
olusan dopamin eksikligi 6ncelikle motor semptomlarin kayb: ile karakterize
edilen bir dizi hareket bozukluguna yol acar ve sonrasinda bilissel ve
davramissal bozukluklar da tabloya eslik eder. Striatal dopamin eksikligine
neden olan temel etken SN’daki dopaminerjik néronlarin kayb1 ve a-sintiklein
agregatlarimi iceren hiicre i¢i inkliizyonlarin birikimidir. Fakat altta yatan
molekiiler patogenez, ¢coklu yollar ve mekanizmalar igerir. Proteinlerin hatali
katlanmasi ve agregasyonu, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, oksidatif stres
(0S), asir1 nitrik oksit (NO) tiretimi, ubikuitin-proteozom yolaginin bozulmasa,
aksonal tasinmada diizensizlikler, néroinflamasyon, glutamat ekzitotoksisitesi,
apopitozis, reaktif astrogliozis ve anormal mikroglial hiicre aktivitesi, yetersiz
norotrofinler, norotoksinlere maruziyet ve Caz* dishomeostazi
norodejenarasyon nedenlerinin basinda gelir. Hastaligin erken asamada ayirici
tanisimin  yapilamayisi ve striatal dopaminin farmakolojik ikamesinin
saglanmasinda kesin bir ¢6ziim bulunmayis1 PH'nin tedavi edilemez olmasina
neden olmaktadir. Mevcut tedavilerle yan etkiler olmadan hastalarin motor ve
non-motor semptomlarini tamamen ortadan kaldirmak, noérodejenerasyonu

engellemek ve geriye dondiirmek heniiz mumkiin degildir.

Elde edilen bir¢ok kanit hiicresel Ca?* homeostazinin bozulmasinin
norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde kritik rol oynadiginmi ve hiicresel
proseslerin bozulmasina yol actigim gostermektedir. Bu nedenle Ca2*
homeostaz  bozuklugunun  diizeltilmesi noérodejeneratif hastaliklarin
iyilestirilmesi i¢in uygun bir strateji olabilir. Hiicre i¢i Ca2* miktarinin
degisimini saglayan kanallarin modilasyonun degisimi dopaminerjik néronun

mitokondri, endoplazmik retikulum (ER), lizozom veya golgi aparatinin stresine

1



neden olarak hiicresel islevlerin bozulmasina ve noéronun savunmasiz hale
gelmesine yol acar ve boylece dopaminerjik noéron kaybi yasamir. Bu
dizenlemede yer alan katyon kanallarinin 6nemli bir grubunu da TRP kanallar:
olusturmaktadir. TRP kanallari noéronlarin ve diger hiicrelerin Ca2*
regulasyonunda 6nemli rol oynarlar. Bir ¢ok c¢esit eksojen ve endojen faktor ya
da madde TRP kanallarimin isleyisini etkileyerek hiuicre i¢ci Ca2* seviyesinin
degisimine neden olabilir ve hicresel fonksiyonlarin diizenlenmesine TRP

kanallar1 tizerinden olumlu/olumsuz katki saglayabilir.

CA baz1 TRP kanallarinin aktivasyon/inaktivasyonunu saglayan eksojen
lipofilik bir monoterpendir. CA’iin, termosensitif TRP kanallar1 olan TRPV3 ve
TRPA1'1 aktive ederken; non-termo sensitif TRP kanallar1 olan TRPC1 ve
TRPMT7'y1 inhibe ettigi farkhh calismalarda gosterilmistir. Ayrica CA kan beyin
bariyerini (KBB) gecebilen, néronlar ve astrositler tizerinde antioksidan, anti-
inflamatuar, antimutagenik, analjezik, antidepresan, anti-apoptotik ve
noroprotektif etkiler saglayabilen, hasarl organi korumak gibi gesitli biyolojik
ve farmakolojik 6zelliklere sahip biyoaktif bir molekildur. Bu 6zellikleri ve
etkileri CA’iin PH i¢in terapotik bir ajan olabilecek potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Bu nedenlerle Parkinson gibi hastaliklarda SN dopaminerjik
noronlarindaki ve astrositlerdeki TRP gibi Ca2* kanallarinin islevlerinin CA
gibi modilatorleri kullanilarak incelenmesinin faydali etkiye sahip olmasi

olasidir.

Yapilan literatiir calismasinda CA’iin, dopaminerjik noronlarin ana Caz*
kanali olan TRPC1 ile néronal islevlerin desteklenmesinde, siirdiriilmesinde ve
diizenlenmesinde gorev alan astrositlerin TRPA1 kanallar1 tizerinden PH’da

olas1 yararh etkilerini inceleyen bir ¢alismaya rastlanmamaistir.

Amacimiz noérodejeneratif bir hastalik olan PH'nmin etyopatogenezinde
TRPC1 ve TRPA1 kanallarinin CA ile modilasyonu yoluyla CA’in olas1 tedavi
edici rolunu gosterebilmek ve PH'na neden olan noérodejenerasyonu

engelleyebilecek yeni bir tedavi yontemini literatire kazandirmaktar.



Bu amagla sundugumuz tez ¢alismasinda, 6-OHDA ile Parkinson modeli
olusturdugumuz sigcanlarda; CA’in dopaminerjik néron TRPC1 ve astrosit
TRPA1 kanallar1 tzerinden olasi yararhh etkilerini géstermeye yonelik

asagidaki calismalar: gerceklestirdik:

1) Immiinohistokimyasal olarak Tirozin Hidroksilaz (TH) ile isaretlenmis
SN dopaminerjik néronlarinda ve glial fibriler asidik protein (GFAP) ile
isaretlenmis astrositlerde TRPC1 ve TRPA1 kanallarinin immiinreaktivitesinin

belirlenmesi

2) Gergek zamanli — Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile TRPC1 ve
TRPA1 proteinlerinin gen ekspresyonunun ve sonrasinda CA’in, TRPC1 ve
TRPA1 gen ifadeleri iizerine etkisinin gosterilmesi i¢in western blot (WB)
yontemi ile bu genlerin uruni olan protein miktarina bakilarak molekiler

dizeyde incelenmesi
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2. GENEL BILGILER

2.1. Bazal Ganglionlar

Bazal ganglionlar; motor 6grenme, yonetici islevler, davranislar ve

duygular gibi genis bir rol cesitliligi ile birlikte, esas olarak motor kontrolde

gorev alan; beyin hemisferlerinin derininde substantia alba icerisinde

telensefalon, diensefalon ve mezensefalona yayilan, birbirleri ile baglantili bes

¢ift nukleusdan olusmus subkortikal niikleuslar toplulugudur (Albin, Young &

Penney, 1989; Lanciego, Luquin & Obeso, 2012). Bu nukleuslar; nukleus

kaudatus, putamen, globus pallidus (GP) (pars interna (GP1) ve pars eksterna

(GPe)), SN (pars compacta (SNpc) ve pars reticularis (SNpr)) ve subtalamik

nukleus (STN) olarak adlandirilmaktadir. Kaudat niukleus ve Putamen birlikte

Korpus Striatum (KS) adini alirken; Putamen ve GP’a birlikte, niikleus

lentiformis adi verilir (Ward, Seri & Cavanna, 2013; Taner, 2011) (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Koronal kesitte BG'1in lokalizasyonu (Leisman, Melillo & Carrick, 2013’den modifiye

edilerek alinmagtir).
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gangliyonlarin biligsel, davranissal ve duygusal siireglerle ilgili kortikal

alanlarla da baglantili oldugunu gostermistir (Ward vd., 2013).

2.1.1. Bazal gangliyon devreleri ve bazal gangliyon devrelerinin Rimyasi

Bazal gangliyonlarin motor hareketler tizerindeki etkileri serebral korteks
aracihigiyla olur (Taner, 2011). BG'in, neostriatumuna birgok farkli kortikal
b6lgeden gelen afferent bilgi, GPe, STN ve SNpc'dan gecger; efferentlerinin ¢ikis
yeri olan GPi ve SNpr'e ilerleyerek direkt ve indirekt yollarla islenir ve
talamusun ventral anterior ve lateral ¢ekirdeklerine gider. Talamustan ¢cikan
aksonlar motor korteksle baglant: kurarak devreyi tamamlar. Bu baglantilar
aracihigiyla, korteksten baslayip BG ve talamusta noron degistirdikten sonra
tekrar kortekse donen ve BG’larin islevinde ve organizasyonunda son derece
onemli olan motor halka (frontal-subkortikal loop) olusur (Ward vd., 2013;
Taner, 2011; Gokmen, 2003). Motor halkanin BG'dan talamusa uzanan bolimu
iki farkli yol izler: GPi’ nin tek durak oldugu direkt yol ve uyarinin énce GPe ve
STN’ta ve daha sonra GPi'da sinaps yaptiktan sonra talamusa ulastigi g

sinapsh indirekt yol (Gokmen, 2003; Leisman vd., 2013) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Kortikal-BG yollari. Tium beyin keksi bolgeleri BG’a yansir, ancak BG'in ciktis1
frontal lob'a, 6zellikle premotor ve tamamlayici motor korteks bélgelerine dogru yonlendirilir
(Leisman, 2013’den modifiye edilerek alinmigtir).
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BG devresinde korteksten striatumdaki orta dikensi noéronlara (MSN),
STN’dan GPe ve Gprye, talamustan kortekse uzanan néronlar glutamati,
striatumdaki MSN’lar ise gama-aminobutirik asiti (GABA), yardimc
norotransmiter olarak da substans P veya enkefalini kullanarak; “direkt” ve
“Iindirekt” yolaklar1 organize ederler. SNpc’dan striatuma gelen dopaminerjik
noronlar striatumdaki MSN’ler tuzerindeki etkilerini D1 ve D2 dopamin
reseptorlerini uyararak gergeklestirmektedirler. Bu birbirini tamamlayan
yolaklarin ortaya c¢ikardigi dopaminerjik stimiilasyonun dinamik dengesi ise
hareket miktarimi diuzenlemektedir (Yelnik, 2002; Galvan & Wichmann, 2009;
Lewis & Barker, 2009). Daha acik ifade etmek gerekirse; SNpc'daki
dopaminerjik noéronlardan salinan dopamin, direkt yolda MSN’larindaki D1
reseptorlerine baglanarak GPi’nin inhibisyonuna ve bdéylece motor korteksin
aktivasyonuna neden olurken; indirekt yolda MSN’larinin D2 reseptorlerine
baglanarak GPe'nin inhibisyonunun inhibisyonuna yol acarak korteks
aktivitesini arttirmaktadir (Galvan & Wichmann, 2009; Lewis & Barker, 2009;
Taner, 2011; Albin vd.,1989; Lanciego vd., 2012; Leisman vd., 2013) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. (a) Normal beyinde, striatumun paralel néronal aglari. BG serebral korteksin, talamus ve
pedunkulopontin ¢ekirdeginin (PPN) cesitli bolgelerini birbirine baglar ve birlestirir. (b) PH'nda, BG
devrelerinin dogal dengesi, striatumdaki dopamin tiikenmesi nedeniyle kaybedilir (motor halka)
(Lewis & Barker, 2009’dan modifiye edilerek alinmigtir).



Boylece; direkt ve inderekt yollar, birbiri ile denge icerisinde ¢alisarak kas
tonusunun ve motor hareketin diizenlenmesinde ve daha 6nceden 6grenilmis
otomatik hareketlerin gerceklestirilmesinde 6nemli rol oynarlar. BG’lar motor
haraketi baslatamaz; korteks merkezleri tarafindan baslatilan ve yuritulen
tim hareketlerin amaca uygun olarak yapilmasin saglarlar. Ogrenilmis motor
hareketlerin gerceklestirilmesinde kortikal merkezlerin ve piramidal yolun
yukunt azaltirlar (Gokmen, 2003).

BG motor halka diginda kognitif, limbik ve okulomotor halkalar
araciligiyla da fonksiyonlarini gosterirler. BG’lar kognitif halka araciligiyla,
daha onceden yapilacak motor hareketlerin 6nceden planlamasinda rol
oynarken; BG devresinin limbik halkasi motivasyon, karar verme ve hedefe
yonelik 6diiliin altinda yatan davranislarin diizenlenmesinden ve kontrolinden
sorumludur. Limbik halka ayrica, ruhsal durumlar: ve diisiinceleri ifade eden
mimik kaslarinin hareketleri ve g¢esitli jestlerin olusumunda da gorev
almaktadir. Okulomotor halka ise BG'in frontal géorme merkezi ile yaptigi
baglantidir ve bu halka; géziin takip hareketlerinin diizenlenmesine yardimeci

olur (Gokmen, 2003; Lewis & Barker, 2009).

BG devrelerindeki norotransmiterlerin metabolizmasindaki
bozukluklarda veya bu nukleuslardaki lezyonlarda, direkt ve indirekt yollar
arasindaki dengenin bozulmasi sonucu hipokinetik (bradikinezi ve akinezi) ya
da hiperkinetik (atetoz, kore, ballizm) hareket bozukluklari, goz hareket
bozukluklar: ve bir takim biligssel bozukluklar ortaya ¢ikar (Albin vd.,1989;
Leisman vd., 2013; Wichmann & Dostrovsky, 2011).

En sik gorilen BG hastaligi, PH'dir. PH, SNpc'dan striatuma uzanan
dopaminerjik noéronlarin dejenerasyonunu igeren kronik ve progresif bir
hastaliktir. Bu hastalik sonucunda meydana gelen SN ve striatumdaki
dopamin eksikligi gerek direkt gerekse indirekt yoldan GPi tuzerindeki
diizenleyici etkiyi bozarak korteksin motor aktivitesinde azalmaya ve ayrica
kongitif ve limbik fonksiyon kayiplarina neden olur (Bkz. Sekil 2.3-b) (Taner,
2011; Wichmann & Dostrovsky 2011; Rappold & Tieu, 2010).



2.2. Parkinson Hastaligi

Parkinson Hastaligi, ilk olarak 1817 yilinda; giiniimizden 200 y1l kadar
once, Ingiliz cerrah James Parkinson tarafindan The London Medical and
Physical Journal dergisinde yayimlanan “Essay on the Shaking Palsy” baslikli
makalede “shaking palsy” (titrek felg) adi altinda tanimlanmistir (Parkinson,
1817). Bundan yaklasik 50 y1l sonra Fransiz bilim adami Jean-Martin Charcot, bir
grup 6nemli bilim insani ile diinyada Alzheimer hastaligi (AH)'ndan sonra ikinci
sirada yer alan norodejeneratif bir bozukluk olan PH'nmin, James Parkinson’un
belirttigi klinik semptomlarina bir miktar eklemelerle katkida bulunmus ve
hastaligin orijinal tanimin1 yaparak hastaliga onu ilk tarif eden kisi olan James
Parkinson’un adini vermistir (Charcot vd., 1872; Goetz, 2011; Przedborski, 2017).
J.Parkinson’un PH’ nin déntim noktasi olan yazisindan ancak 100 yil sonra 1913’de
Frederich Lewy, PHmnin patolojik bulgularindan olan daha sonralar1 “Lewy
Cisimcigi” olarak tanimlanan noéronal birikimleri tanimlamis (Lewy, 1913) ve
SNpc’da dopamin igeren hiucrelerde kayip oldugu Tretiakoff ve arkadaslarinin
1919'daki ¢alismalarinda anlasilmistir (Trétiakoff,1919). 1957de Carlsson ve
arkadaslari, dopamin i¢in fonksiyonel bir roliin ilk kanmitini bildiren bir dénim
noktas1 makale yayinlayarak; bir dopamin 6nciisii olan L-3,4 - dihidroksifenilaninin
(L-DOPA) hayvanlara uygulanmasimin, dopamin seviyelerini arttirdigini ve
reserpin (RES - bir monoamin bosalticisi) tarafindan indiklenen motor aktivitedeki
azalmalar1 tersine c¢evirdigini belirtmislerdir (Carlsson, Lindqvist & Magnusson,
1957). Bu bulgular o zamanlar pek ¢ok kisi tarafindan motor kontroliinde BG’da
dopamin sinyallesmesinde 6nemli roliin kaniti olarak alinmistar. Ilk olarak, 1960°da
Ehringer ve Horn Parkinson hastalarimin striatumunda dopaminin eksildigini

bildirmislerdir (Ehringer & Hornykiewicz, 1960; Przedborski, 2017).

2.2.1. Parkinson hastaligi’nin epidemiyolojisi

Parkinson Hastalig1, 65 yas tistii popiilasyonun %2-3"unu etkileyen ikinci
en yaygin norodejeneratif hastaliktir (Poewe vd., 2017). Hastalikla ilgili yapilan
prevalans ¢alismalari; endiistrilesmis tilkelerde PH prevalansinin genel olarak
tim popiilasyonun %0-3'inu olusturdugunu ve 60 yasin lzerindeki kisilerin
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yaklagik %1'nin Parkinson hastasi oldugunu gostermektedir. Rapor edilen
standardize edilmis yi1llik PH insidans oranlar1 100.000'nde 8 - 18 arasindadir
ve insidansin en 6nemli belirleyicisi yastir. Baz1 ¢alismalarda, erkeklerde
kadinlardan daha fazla PH gorulme sikligr bildirilmis, diger calismalarda
erkeklerde ve kadinlarda PH sikhiginda anlamli bir farklihk bulunmadig
saptanmistir (de Lau & Breteler, 2006; Van Den Eeden vd., 2003).

Turkiye’de yapilan az sayidaki prevalans calismalarindan biri olan
Eskisehir’'de yapilan bir ¢alismada prevalans degeri 111/100.000 (Torun, Uysal
Giciyener & Ozdemir, 1995), Mersin bélgesinde yapilan baska bir calismada
ise 310,4/100.000 olarak bulunmustur (Dogu, 2010). Bu degerler gelismis
ulkelerde bulunan prevalans degerleri ile benzerdir.

Mortalite, hastaligin baslamasindan sonraki ilk on yilda artmaz, ancak
daha sonra genel popilasyona kiyasla iki katina ¢ikar (Poewe vd., 2017). Yirmi
yillik  bir ¢alisma; saglik hizmetlerinde iyilesmenin, zamanla PHnin
prevalansinin artmasina karsin daha uzun sagkalim sagladigini ortaya
koymustur (Lix, Hobson, Azimaee, Leslie, Burchill, Hobson, 2010). Ayrica, PH
olan kigilerin sayisinin 2005 ile 2030 arasinda iki katina c¢ikmasi
beklenmektedir. Bunlara baglh olarak gelecekte, hastalikla iliskili kisisel,
toplumsal ve ekonomik yiikte ilerleyici bir artis meydana gelecektir (Poewe vd.,

2017).

2.2.2. Parkinson hastaligi’nin etiyolojisi ve tanimlanmast

Parkinson Hastaligrmin olusumu hastalarin kugiik bir kisminda genetik
anomalilerle iligkili iken, ¢ogu olgu idiyopatiktir. Bircok faktér SNpc noron
islevini ve / veya yasayabilirligini olumsuz yonde etkilemektedir, ancak PH'daki
secici dejenerasyonu aciklayacak kesin kamit heniiz bulunmamaktadir.
Literatiirdeki son goriisler, PH'daki noéronal dejenerasyonun birden fazla
faktorin es zamanli etkilesiminden kaynaklandigin1i ortaya koymaktadir
(Olanow, 2007, Sulzer, 2007; Chung, 2010).

SNpc bolgesindeki dopaminerjik noéronlarin noérodejenarasyonu, PH'nin

motor semptomlarinin ortaya ¢ikmasindan sorumlu primer patoloji olmasina
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ragmen PH’daki patolojik hasardan beynin birgok bolgesi etkilenmektedir ve bu
durum dopamin basta olmak tizere noradrenalin, serotonin, asetilkolin, GABA,
glutamat ve noropeptid gibi noérotransmiterlerin igeriklerinde de yaygin
degisikliklere yol agmaktadir. Patolojik ve biyokimyasal 6zellikleri, PH nin basit
bir hastalik olmadigini ve beynin motor islevleri ile dogrudan iligkili olmayan
pek cok kismini da etkiledigini ortaya koymaktadir. Ote yandan, patolojik
degisiklikler dopaminerjik néronlarda Lewy cisimciklerinin bulunmas: ile
baslamaktadir (Akbostanci, 2008).

Diger norodejaneratif hastaliklar gibi PH i¢in de yaslilik 6nemli bir risk
faktorudir. Yaslanma ile birlikte néronal metabolik siireclerde degisiklikler
meydana gelir; OSe karsi defans mekanizmalari bozulur ve enerji
metabolizmasinda yer alan proteinlerin gen ekspresyonunda degisiklikler
olusur (Lev vd., 2012). SN'daki dopaminerjik néron sayisi yaslanmaya baglh
olarak her on yilda %4.7 den %9.8’e kadar artan oranlarda azalmaktadir (Ma,
Roytt, Collan, & Rinne, 1999). Bu nedenlerle daha ¢ok yash kesimde goériilen
PH, cesitli arastirmalarca yaslanmayla iliskilendirilmistir. Hastaligin geng
yasta gelisimi daha nadir oldugundan 40 yasindan once baslamasi hastaligin
genetik mutasyonlar neticesinde gelistigini diisindurir (Wickremaratchi, Ben-
Sholomo & Morris, 2009). Cogu ¢calismada erkek-kadin orani yaklasik 3:2 olarak
tespit edilmistir (Massano & Kailash, 2012; de Lau & Breteler, 2006).

PH’na yakalanma riski agisindan yas ve cinsiyet disinda etnik farkhiliklar,
ailesel yatkinhik genlerini icermek, cevresel risk faktorlerine farkl derecelerde
maruz kalma, is hayatinda kullanilan toksik maddeler, kuyu suyu kullanimi ve
kirsal alanlarda yasama, tarim ila¢larimin kullanimi, beyin hasari, sigara ve
kafein kullanimi gibi faktorler de rol oynamaktadir (de Lau & Breteler, 2006;
Schapira & Jenner, 2011).

Son yillarda, Parkinson hastalarinin mikrobiyotalarinda degisiklikler
oldugunu ya da bu degisikliklerin PH’'na yol actigimi ileri siiren calismalar
giderek artmistir. PH sirasinda, enterik sinir sistemi (ENS) ve parasempatik
sinirler a-siniiklein patolojisinden en erken ve en sik etkilenen yapilar

arasindadir. Yani sira, gastrointestinal disfonksiyon, 6zellikle kabizlik, PH'nda
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motor dis1 O6nemli bir semptomdur ve siklikla motor semptomlarin
baslamasindan yillarca 6nce gelir. Son arastirmalar, bagirsak mikrobiyosunun,
ENS ve vagal sinir de dahil olmak uizere gesitli yolaklar araciligiyla otonom sinir
sistemi ve merkezi sinir sistemi (MSS) ile etkilesime girdigini goéstermistir
(Scheperjans vd., 2015). Ornegin; Scheperjans ve arkadaslari intestinal
mikrobiyomun PH'nda degistigini ve motor fenotip ile iligkili oldugunu,
Kezhavarsian ve arkadaslar1 da benzer sekilde PH hastalarinin kolonik
mikrobiyotasinda meydana gelen degisikligin (kolonal disbiyozisin), PH
patolojisine yol ag¢an noéroinflamasyon mekanizmasini ve a-siniiklein yanlis
katlanmasini tetikleyebilecegini 6ne surmuslerdir (Scheperjans vd., 2015;
Kezhavarsian vd., 2015).

Epidemiyolojik veriler ayrica L-tipi Ca2t kanallar1 ve PH gelisme riski
arasindaki baglantiy1 da desteklemektedir. PH'da norodejeneratif degisiklikleri
yonlendiren primer faktoriin, 6zellikle oksidatif savunmalar: veya proteostatik
yeterliligi tehlikeye atan genetik veya ¢evresel faktorler karsisinda, stirekli Ca2*
girisi tarafindan olusturulan metabolik stres oldugu hipotezini savunan
calismalar bulunmaktadir. Ornegin; Surmeir ve arkadaslari, L-tipi Ca2+
kanallarinin, nigral dopaminerjik hiicrelerin yaslanmasinda rol aldigim
savunmuslardir (Surmeier, Guzman & Sanchez-Padilla, 2010).

PH’nda klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasi i¢in dopaminerjik hiicre kaybinin
%70-80 seviyelerine ulagsmasi ve striatal dopamin miktarinin anlamli oranda
azalmas1 gerekir (Miller & O’Callagan, 2015). Hastaligin karmasikligina,
hastaligin en erken evrelerinde kesin bir teshis koyulamamasi ve ilerleyen
asamalarda semptomlarin yonetimindeki zorluklarin yam sira klinik zorluklar
da eslik etmektedir. Dahasi, norodejeneratif siireci yavaslatan higbir tedavi
bulunmamaktadir. Tim bu nedenler dolayisiyla PH'nin tanimlanmasi ve
tedavisi ile ilgili arastirmalar ginumizde de yogun sekilde devam etmektedir
(Kalia & Lang, 2015; Miller & O’Callagan, 2015).

PH tanisimi koydurabilecek kan ya da beyin omurilik sivisi testi heniiz
bulunmamasina ragmen noérogoruntileme teknikleri tanimlamaya yardimci

olmaktadir. Gintimizde PH tanisi hastaligin klinik belirtileri ortaya cickmadan
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once konulamamaktadir ve bu konuda arastirmalar yogun sekilde devam
etmektedir. Koku duyusunun bozulmasi PH'nin en erken bulgularindan biridir.
Cok sayida ¢alisma norodejenerasyonun baslamasi ve klinik belirtilerin ortaya
citkmasi1 arasinda gecen siirenin ¢ok uzun olmadigini dusindiuren kanitlar
saglamaktadir (Morrish, 1996; Miller & O’Callagan, 2015). Fearnley ve Less, 36
kontrol ve 20 Parkinson hastasi tizerinde yaptiklar: bir ¢alismada néron kaybi
belirtilerinin ortaya c¢ikis siiresinin bes yil olabilecegini ileri strmiuslerdir
(Fearnley & Less, 1991).

Gelb ve arkadaslarina gore; PH'nin histopatalojik olarak dogrulanmasi
icin gerekli kriterler ise soyledir:

1) SN’de yiiksek oranda noron kayb1 ve eslik eden gliozis

2) SN ve locus coeruleus’da en az bir tane Lewy cisimcigi varligi

3) Parkinsonizm olusturan diger hastaliklar agisindan kanit olmamasidir

(Gelb, Oliver & Gilman, 1999).

PH'nin tanimlanmasinda ilgili beyin doku alanlarindan yararlanilarak
yapilan gen ekspresyon analizleri de yer almaktadir. Ornegin; Hauser ve
arkadaslar1 PH'min beyin dokularinda kontrollere gore farkli 12 gen tespit
etmislerdir (Hauser, vd., 2005).

2.2.3. Parkinson hastaligi’nda patolojik mekanizmalar

Parkinson Hastalig1 klasik olarak bradikinezi, rijidite, istirahat tremoru,
postural refleks kaybi, fleksiyon posturi ve donma (motor blok) ile karakterize
alt1 motor bulgunun kombinasyonu seklinde ortaya ¢ikan bir sendromdur. Bu
hastalarda, hareketin baslamasinda gecikme ve yapilmasinda yavaslama ile
karmasik hareketlerin gerceklestirilmesinde giigliikk goriliir. Fakat Parkinson
hastalarimin %28 inde non-motor olarak adlandirilan biligsel ve nérodavranissal
bozukluklar ve bunlardaki dalgalanmalarin motor belirtilerden daha c¢ok
ozurlilige yol actigr bulunmustur. Bu bozukluklar; anksiyete, asir1 terleme,
diistincenin yavaslamasi, yorgunluk, akatizi, depresyon, demans, kelime bulma
kusuru, cgesitli psikiyatrik belirtiler ve uyku bozukluklar: olarak bildirilmistir

(Akbostanci, 2008; Taner, 2011; Kalia & Lang, 2015; Miller & O’Callagan, 2015).
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PH’inda gorilen en 6nemli patolojik bulgulardan biri Lewy patolojisidir.
Lewy patolojisi, a-sintiklein proteininin anormal agregatlarindan meydana
gelmektedir (Przedborski, 2017). Polymeropoulos ve arkadaslar1i 1997de
yaptiklar1 calisma ile a-siniiklein genindeki (SNCA) bes hatali mutasyonu
(A30P, E46K, H50Q, G51N ve A5H3T) saptayarak PH'min ilk genetik nedenini
belirlemislerdir ve bdylece PH'nin genetigi tizerine calismalar artarak devam
etmistir (Polymeropoulos vd.,1997). a-siniiklein presinaptik proteininin Lewy
cisimlerinde bol miktarda saptanmasi bir¢ok arastirmacinin a-sintiklein aracili
norotoksisitenin yanlis katlanma, oligomerler ve protofibriller olusturma
egiliminden kaynaklandigini ileri strmelerine neden olmustur. Cunki,
sporadik Parkinson hastalarinda SNCA mutasyonlari bulunmamasina ragmen,
a-siniiklein proteini bu bireylerin Lewy cisimlerinde bulunmustur (Przedborski,
2017). a-siniiklein proteini 6zellikle ubiquitin-proteozom sistemi (UPS) ile
iligkilidir ve ayrica hiicre farkhilasmasinin, sinaptik plastisitenin, hiicre
sagkaliminin ve dopaminerjik noérotransmisyonun diizenlenmesinde rol
oynadigr dusunilmektedir. a-siniiklein proteinin agregasyonu UPSnin
inhibisyonuna neden olarak daha fazla a-siniiklein agregasyonuna yol acar ve
boylece dopaminerjik néron, hatali katlanmas farkli diger proteinlerin etkilerine
karsi duyarl hale gelir (Lucking & Brice, 2000). Lewy cisimciklerinin olusumu,
akson i¢indeki norofilamentlerin fonksiyonunu bozar ve boéylece SNpc'dan
striatuma uzanan aksonal baglant1 zarar goriur. Ayrica Lewy cisimciklerinin
olusumu yasla artmaktadir (Kalia, 2015; Gibb & Lees 1988).

PH’daki genetik faktorlerin arastirilmas: sonucunda PH ile iligkili olan ve
PARK olarak adlandirilan, 18 gen lokusu ve patolojik mekanizma ile iliskili olan
6 gen urunu saptanmistir. Gen urtnleri sirasiyla 4., 6. ve 1. kromozomlar
uzerindeki a-siniiklein (otozomal dominant) ve UCH-L1 (Ubiquitin karboksi
terminal hidrolaz L1) (otozomal dominant) genleri, Parkin geni (otozomal
resesif), DJ-1 geni (otozomal resesif) ve ayrica 1,2,4,12. kromozomlar tzerinde
yeri saptanan ancak heniiz tam olarak tamimlanmayan gen trunleridir (Alan,

Guttmacher & Collins, 2003; Klein & Westenberger, 2012). PH ile iligkili pek
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¢ok gen tanimlanmis olmasina ragmen genetik nedenler vakalarin ¢ok az bir
kismini olusturur.

Epidemiyolojik ¢alismalarda, pestisitler, solventler, agir metaller ve egzoz
dumanlari, genel anestezikler, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6- tetrahydropyridine
(MPTP), izokinolinler, beta karboniller, n-hekzan, karbon monoksit ve karbon
distlfid gibi cevresel toksik maddelere maruz kalma ile iliskili PH riskinde artis
oldugu, bu bilesiklerin birgogunun kullanilmas: ile hazirlanan Parkinson
hayvan modellerinde gosterilmistir (Goldman, 2014; Akbostanci, 2008). Tarim
ilaci olarak kullanilan parakuat ve maneb tiirevleri ve rotenon, dieldrinin gibi
toksik maddelere maruz kalinmasimmin ve kuyu suyu tuketiminin PH
noropatolojisini, 6zellikle gen¢ baslangich PH'nin gorilme riskini arttig
bulunmustur (Gatto vd., 2010; Chin-Chan, Navarro-Yepes & Quintanilla, 2015).
Demir, kursun ve mangenez gibi agir metallere kronik maruz kalinmasinin,
metallerin SN’da birikmesine ve dolayisiyla OS iiretiminde artisa neden olarak
PH riskini arttirdigi 6ne stirilmiistir (Chin-Chan vd., 2015). Sigara kullanima,
alkol ve kafein tiiketimi gibi yasam tarz ile ilgili bazi faktorlerin ise PH riskini
%30’a kadar azaltma etkisi oldugu gorulmistir (Checkoway, Powers, Smith-
Weller, Franklin, Longstreth, Swanson, 2002). Ayrica aspirin ve non-steroidal
ilaglarin kullaniminin da PH gelisme riskini azalttigimi gosteren calismalar
mevcuttur (Akbostanci, 2008).

Yapilan ¢alismalar gostermektedir ki; dopaminerjik néronlarin kaybina,
esas olarak aktive edilmis mikroglial hiicreler ve bir dereceye kadar reaktif
astrositlerden olusan bir glial tepki de eslik edebilir. Bu glial cevap, trofik
faktorlerin kaynag: olabilir ve reaktif oksijen uriinlerine (ROS) ve glutamata
karsi koruma saglayabilir. Fakat bu yararl etkilerin yani sira, glial cevap,
reaktif tiirlerin ve pro-enflamatuar prostaglandin ve sitokinlerin uretimi ile
ilgili ¢esitli zararl olaylara da aracilik edebilir (Vila vd., 2001).

Biitiin bu bilgiler 1s1¢1nda PH’'m1 basta yas ve cinsiyetin etken rol aldig,
cevresel etmenlerin norodejenerasyona yol actigr genetik bileseni olan,
molekiiler mekanizmalarin patolojisi ile seyreden bir hastalik olarak kabul

etmek en dogru yaklasim olacaktir.
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2.2.4. Parkinson hastaligi’ndaki norodejenerasyonun nedenleri

Parkinson Hastaliginda norodejenarasyona; mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu, OS, asir1 NO iiretimi, ubikuitin-proteozom yolaginin bozulmasi
sonucu proteinlerin hatali katlanmasi ve agregasyonu, noéroinflamasyon,
anormal glial hiicre aktivasyonu, yetersiz noérotrofinler, yashihk, MPTP,
rotenon, 6-OHDA gibi toksinler, apopitotik yollarin aktivasyonu, glutamat
ekzitotoksisitesi ve kotii Ca2t homeostasisi, hiicre i¢i demir miktarinin artmasi,
cevresel ve genetik faktorler ve bunlarla iliskili néronal hiicre disfonksiyonu
neden olarak gorulmektedir (Takada, Numata & Mori, 2013; Akbostanci, 2008;
Sarkar, Raymick, & Imam, 2016; Yacoubian & Standaert, 2009).
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Tablo 2.1. Parkinson hastalig1 patogenezinin mekanizmasi ve olas1 hedef terapiler (Sarkar,
Raymick & Imam, 2016’dan modifiye edilerek alinmigtir).

PH Patojenik Mekanizma Noroproteksiyon igin Hedefler
Dopamin metabolizma inhibitorleri
(6r; MAO inhibitorleri, dopamin reseptor agonistleri)
Elektron transport artiricilar (6r; CoQ10)
Diger oksidantlar (6r; Vitamin-E, Urik asit)
Glutatyon diizenleyiciler (6r; selenyum)
OS ve mitokondriyal disfonksiyon a-sinuiklein agregasyon inhibitorleri
a-sinuiklein protein dlizeyini azaltan terapétik ajanlar
Parkin fonksiyon artiricilar
UCH-L1 fonksiyon artiricilar
Proteozomal veya lizozomal yolak artiricilar
Anti-inflamatuar ajanlar (6r; NSAID, statinler, minosiklin)
Protein agregasyonu ve hatali katlanmalar NMDA reseptdr antagonistleri, Ca?* kanal antagonistleri
Anti-apoptotik ajanlar
Noroinflamasyon
Eksitotoksisite Norotropik faktorler (6r; GDNF, néroturin)
Apopitozis ve hiicre 6liim yolaklari

Tropik faktorlerin kaybi

PHna neden olan yukarida saydigimiz noérodejenaratif proseslerin
baslicalari;

1. Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres: Mitokondriler,
oksidatif fosforilasyon stireci yoluyla adenozin trifosfat (ATP) seklinde enerji
ureten, CaZ* metabolizmasi ve hiicre 6limuniin diizenlenmesine katki saglayan,
hiicresel reaksiyonlarin merkezi olan organellerdir. Mitokondri i¢ zarinda yer
alan elektron transport zincirinin reaktif yapisi nedeniyle bu organellerde
onemli miktarda ROS uretilmektedir (Moon & Paek, 2015). ATP uretiminde bir

azalmaya yol acan mitokondriyal disfonksiyon; UPS'nin engellenmesi, Karp
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kanallarinin aktivasyonu ve Ca2* tasiyicilarinin inhibisyonu gibi ¢oklu hiicresel
sistemleri etkiler. Ayrica, hasarli mitokondri, ROS tiretimini artirabilir ve hiicre
Caz* tamponlama kapasitesini kaybedebilir. Tersine, ROS, mitokondriye
dogrudan zarar verebilir.

PHnin hayvan modellerini olusturmak icin ve PH patolojisinde
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun olasi roluni aciklayabilmek ic¢in
kullanilan, mitokondriyal solunum zincirinde kompleks I'in inhibisyonu ile etki
eden MPTP ve rotenon gibi toksinler; mitokondriyal disfonksiyon yoluyla SNpc
noronlarinin hasarina neden olarak PH'nin baslica olusum mekanizmalarindan
birini olusturmaktadir (Moon & Paek, 2015; Yacoubian & Standaert, 2009).
Kompleks T'in inhibisyonu; ATP miktarinda azalmaya, hiicre bilesenlerinin
zarar gormesine, apopitotik hiicre o6limune neden olan serbest radikal
olusumuna, OS’e, eksitotoksisiteye ve boylece norodejenarasyona neden olur
(Moon & Paek, 2015; Hu & Wang, 2016; Akbostanci, 2008). Bunlarin yanisira;
SN dopaminerjik néronlarinin mitokondriyal DNA (mtDNA) delesyonlarina
kars1 hassas oldugunu ve mtDNA hasarinin Parkinson patogenezinde rol
aldigini gosteren kanitlar da vardir. Ailevi PH ile ilgili yapilan yeni calismalar,
etkilenmis gen urinlerinin, mitokondriyal proteinlerle etkilesim icinde
oldugunu goéstermektedir. Ayrica zarar gérmiis mitokondriyi temizlemenin tek
yolu olan, mitokondrinin otofaji ile secici bir sekilde ayrismasini saglayan ve
hiicresel bir siire¢ olan mitofajinin indiiklenmesinin PH’'nda yararh etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Hu &Wang, 2016).

OS, reaktif tiurlerinin asiri uretilmesine veya normalde birikimlerini
simirlayan hiicre tamponlama mekanizmalarinin yetersizligine bagh olarak
gelisir. Asir1 reaktif tiirler, hiicresel makromolekiillerle reaksiyona girerek
normal fonksiyonlarini bozabilir ve toksik molekiillerin olusumuna neden
olurlar (Yacoubian & Standaert, 2009; Davies, 2000). PH'ndan etkilenen
beyinlerin postmortem calismalari, oksidatif hasarli deoksiribo nukleik asit
(DNA), protein ve lipitlerin daha yuksek seviyelerde oldugunu goéstermistir
(Zhang vd., 1999). Bu nedenle OSin PH'da, hem hastalik sirecinin
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baglatilmasinda hem de ikincil hasar mekanizmasinda rol oynadigi
distnilmektedir (Chung, 2010).

Dopaminerjik néronlarin uzun, miyelinsiz aksonlara ve ¢ok sayida
sinaptik baglantiya sahip olmalari, enerji kullamimi gerektiren ER ve
mitokondriyal Ca2* kanallarimm c¢ok fazla kullanmalar1 ve bu nedenle
intraselliileler Ca2* seviyelerinin surekli degisimi, artan dopamin ve diger
metabolitlerin birikiminin mitokondriyal disfonksiyon ve OS’e yol agmasi; bu
hiicrelerin dejenerasyonuna neden olan baslica nedenleri olusturmaktadir
(Poewe vd., 2017; Blesa, Damas, Quriga-Varela & Lewis, 2015).

PH ile iligkili DJ-1, PINK-1, SCNA, Parkin gibi genlerde genetik
mutasyonlar ya da bu proteinlerin degismis ekspresyonlar: kaynakli OS artis,
beraberinde cesitli hiicresel islevsel bozukluklar, mitokondriyal bozulma,
UPS’nin bozulmasi dolayisiyla proteinlerin yanlis katlanmasi ve anormal
proteinlerin iiretimi ve birikimi gibi sonuglar dogurur. Ornegin; a-siniiklein
modifiye olur ve dopaminerjik noronlarda birikir ve noérodejenarasyon
nedenlerinden birini olusturur (Blesa vd., 2015). Ayrica dopamin
metabolizmasi, kinonlarin, peroksitlerin ve diger ROSnin turetilmesi yoluyla
OS’1i arttirir (Yacoubian & Standaert, 2009). Bunlarin disinda, OS aracili
noroinflamatuar mekanizmalar, hiicre 6limiine yol acan sonug¢larin artmasina
katkida bulunabilir. Ozetle, OSe atfedilen bu hiicresel mekanizmalar,
dopaminerjik noronlarin segici dejenerasyonuna ve dolayisiyla PH'na yol
acmaktadir (Blesa vd., 2015).

ROS c¢esitli farkli yollarla olusur. Bunlar Fenton / Haber-Weiss gibi
reaksiyonlarla, redoks-aktif metaller ile oksijen turleri arasindaki dogrudan
etkilesim veya fosfolipazlarin, nitrik oksit sentaz (NOS) ve ksantin oksidazin
aktivasyonunu igeren dolayli yollardir. Molekiiler oksijenin indirgenmesiyle
stiperoksit anyon radikalleri, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri meydana
gelir. Ayn1 zamanda Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlariyla stiperoksit anyon
radikallerinden de uretilebilen hidroksil radikalleri oldukca toksik bir formdur.
PH olan kisilerin SNprilerinde hidroksil radikali olusum yolaklar1 daha

fazladir. Ustelik siiperoksit anyon radikalleri NO ile reaksiyona girerek
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eksitoksisiteyi diizenleyen ve oksidatif DNA hasarinmi ve lipid oksidasyonunu
indikleyen yiiksek oranda reaktif peroksinitrit meydana getirirler (Takada vd.,
2013; Levy, Malagelada & Greene, 2009).

NO gaz formunda bir serbest radikaldir ve néronlarda 6nemli bir biyolojik
haberci olup, NOS tarafindan uretilir. Reaktif nitrojen tirtnleri olarak bilinen
NO ve peroksinitrit oksidatif hasar yoluyla DNA parcalanmasim artirabilir ve
tirozin nitrasyonu yoluyla da protein fosforilasyonunu engelleyebilir. Boylece
tirozin kinazlarin aracilik ettigi sinyal iletimini bozabilir (Takada vd., 2013;
Levy, Malagelada & Greene, 2009). PH'nda dopaminerjik noronlarda ve glial
hiicrelerede  indiiklenebilir-NOS  aktivasyonuna, SN’da  peroksinitrit
olusumuna, proteinleri nitratif hasara ugradigina ve Lewy cisimciklerinde
nitranlanmis a-sintiklein varligina dair kanitlar vardir (Akbostanci, 2008).

PH patolojisinde OS aracili mitokondriyal disfonksiyona neden olan ve
Parkinson modeli olusturmada kullanilan nérotoksinlerden biri de 6-OHDA’d1r.
6-OHDA, SN'nin dopaminerjik néronlar: gibi katekolaminerjik néronlara secici
hasar saglayan, dopamin tasiyici tarafindan hiucre i¢ine alinarak biriken,
yuksek derecede oksitlenebilir bir dopamin analogudur. Ungerstedt, 1968'de 6-
OHDA’min intraserebral stereotaktik enjeksiyonunun, nigrostriatal yolun
dejenerasyonuna neden oldugunu gostermistir (Ungerstedt, 1968). Biz de
calismamizda 6-OHDA'nmin tek tarafli stereotaktik enjeksiyonu ile, PH'da
gozlenen nigrostriatal hasar: stimiile ederek SN'nin dopaminerjik néronlarinin
progresif kaybim sagladik.

Yapilan c¢esitli calismalarda, 6-OHDA'min sitotoksik etkisini ac¢iklamak
icin 3 mekanizma Onerilmistir: 1) Hidrojen peroksit, siiperoksit ve hidroksil
radikallerinin tretimini destekleyen 6-OHDA'nin, bu tirtiinlerin hicre igi veya
hiicre dis1 oto-oksidasyonuna neden olmasi 2) Monoamin oksidaz enzimi aracili
olarak hidrojen peroksit olusumuna ve dolayisiyla lipid peroksidasyonuna
neden olmasi 3) Mitokondriyal solunum zinciri kompleksi I'in dogrudan
inhibisyonu yoluyla apopitotik siireci indiklemesi. Bu mekanizmalar bagimsiz
olarak veya ROS olusturmak icin kombinasyon halinde hareket edebilirler.

Sonugta ortaya c¢ikan OS sitoplazmik serbest Ca?* artisiyla (glutamat
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eksitotoksisitesine ya da mitokondriyal membran gegirgenligi degisimine neden
olarak) hiicre o6limunt indikleyebilir (Hernandez-Baltazar, Zavala-Flores,
Villanueva-Olivo, 2017; Blum vd.,2001; Halliwell, 2006).

2. Ubikitin-Proteozom sisteminin bozulmasi: Fizyolojik olarak ¢alisan
hiicrelerde bile, mutasyona ugramis genlerden kopyalanan proteinler, yanhs
katlanmis ya da denatiire olmus proteinler ve OS tarafindan zarar goren
proteinler gibi diisik seviyelerde "anormal" proteinler mevcuttur. Bununla
birlikte, bu proteinlerin degradasyonu i¢in UPS gibi hiicresel mekanizmalar
bulunmaktadir (Chung, 2010). UPS, oncelikle yikima gidecek hatali hedef
proteinleri, E1, E2 ve E3 ligazlar olarak adlandirilan bir dizi enzimle,
poliubikuitin zinciri ilavesi yaparak etiketler. Daha sonra bu etiketi almis hatali
proteinler sistem tarafindan taninmir ve degredasyona ugratilarak ortadan
kaldirilir. Bu sistemdeki herhangi bir fonksiyon bozuklugu ise bu proteinlerin
uzaklastirilamamasina ve sonugta olusan hasar hiicrenin 6liimiine neden olur
(Zheng vd., 2016).

UPS sisteminin bozulmasinin dopaminerjik néronlarda nérodejenerasyona
yol actigina ve boylece PH'nin patogenezine katkida bulunduguna yonelik
kanitlar vardir. Bu kamitlar sporadik PH’da oksitlenmis ve nitratlanmis
proteinlerin ve ailevi PH'da UPS’nin bozulmasina bagh olarak ortaya c¢ikan
parkin ve UCHL-1 gibi mutant ve hatali katlanmis proteinlerin, a-sinuklein
genindeki bir hasar sonucu olusan Lewy cisimciklerinin i¢inde ¢ok sayida
yabanil tip ve radikaller tarafindan bozulmus proteinlerin ve eklerinin
varhiginin kesfedilmesi sonucu ortaya cikmistir (Levy, Malagelada & Greene,
2009; Akbostanci, 2008). Post mortem beyin dokularinda SNpc'da proteazom
aktivitesinde seg¢ici olarak %40'l1k bir azalmanin var oldugu gosterilmistir. Bu
azalmanin bir nedeninin normal yaslanma siireci oldugunu, bu durumun
ozellikle SN noronlarini etkiledigini gosteren kanitlar da vardir (Zheng vd.,
2016). UPS'nin sentetik ve dogal inhibitorlerinin 2 hafta boyunca kemirgenlere
uygulanmasi, bradikinezi, rijidite ve titreme belirtileriyle birlikte secici nigral
hiicre kaybina ve Lewy cisimlerinin uretimine neden oldugu gosterilmistir

(McNaught, Perl, Brownell, & Olanow, 2004). Sonug¢ta UPS sisteminin PH’ nin
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olusumundaki etkisini daha net anlayabilmek i¢in daha c¢ok kanita ihtiyac
vardir. Fakat su agiktir ki UPS’nin bozulmasini engelleyici bir mekanizma Lewy
cisimlerini ve a-siniiklein toksisitesini azaltacag: i¢in PH i¢in yararh olacaktir
(Gandhi &Wood, 2005).

3. Noroinflamasyon ve reaktif gliozis: Noroinflamasyon, temel olarak
beyinde yer alan glial hiicrelerin kronik olarak (astrositler ve mikroglia)
aktivasyonundan kaynaklanir ve reaktif gliozis olarak adlandirilan bu durum
PH patolojisinin erken evresinde ortaya ¢ikar. Cesitli galismalar gostermektedir
ki; MPTP, 6-OHDA, Rotenon gibi kimyasalarla indiiklenen PH modellerinin
tumu beyinde noroinflamasyon ve astroglial aktivasyon tretmektedir. Mikro
glial asir1 aktivasyona baglh olarak, nigrostriatal yol dejenerasyonuna sahip
postmortem beyin dokularinin analizlerinde tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-
alfa), interlokin 1-beta ve interlékin-6 basta olmak iizere birka¢ sitokin
seviyesinin ayrica ROS ve RNS gibi reaktif turiinlerin seviyelerinin SN
bolgesinde o©nemli derecede yukseldigi gosterilmistir (Niranjan, 2014).
Mikrogliozisin yami sira aktif astroglialar da, PH'na neden olan toksik
inflamatuar mediatorler ve oksidatif triinler olusturarak noérodejenerasyona
katki saglamaktadir. Astrositler, mikroglialarla birlikte néronlara zararlh
sitokinler ve kemokinler salgilarlar. Calismalar gostermektedir ki;
astrositlerin, hem noéroprotektif hem de nérodejeneratif rolleri, biiyuk 6lgude
astrositlerin, noéronlarla paylastigi mikro-ortam olan hiicre dis1 bosluga
saldiklar1 ve hiicre dis1 ortamdan uzaklastirdiklari molekiillere ve iyonlara
bagl olarak degismektedir. Ornegin astrositler, sinir biuytme faktori,
norotrofin-3 ve fibroblast buyume faktora gibi norotrofik faktoérlerin yani sira
laktat ve glutatyon (GSH) gibi metabolik substratlar: serbest birakarak ya da
tedarik ederek ayrica hiicre disinda artisi eksitotoksik etki olusturan glutamat,
potasyum (K*) ve Ca?* gibiajanlar1  uzaklastirarak  néronlarin
noroproteksiyonuna katki saglayabilmektedir. Mevcut kamitlar; astrositlerin
noromodulator rollerini ortaya koyarak, astrositlerin dopaminerjik noéronlarin
yagsamlarimi ve islevlerini degistirebildikleri fikrini desteklemektedir. PH

tedavisi igin astrositleri hedef alan terapotik stratejilerin bu nedenle
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degerlendirilmesi gerekmektedir (Rappold & Tieu, 2010). Biz de bu nedenlerle
olusturdugumuz PH modelinde CA’tin indiikledigi astrosit TRPA1 kanalinin
aktivasyonundaki degisimin nasil bir katki sagladigin1 gosterebilmeyi
amacladik.

4. Glutamat eksitotoksisitesi: 1957 yilinda Lucas ve Newhouse, ilk
olarak monosodyum glutamatin fare retina hiicrelerine olan norotoksik etkisini
tarif etmis ve bundan yirmi yil sonra, retinal sinir hiicrelerinde meydana gelen
bu norotoksik olay John Olney (1978) tarafindan eksitotoksisite olarak
adlandirilmistir (Doble, 1999). Eksitotoksisitenin sadece inme, travmatik beyin
hasari (TBH) ve epilepsi gibi norolojik bozukluklarla degil, AH, PH, Hunginton
hastaligi ve Amiyotrofik Lateral Skleroz gibi norodejeneratif bozukluklarla da
iliskilendirilen; glutamat ve reseptorleri ile yonlendirilen bir mekanizma oldugu
hem in vitro hem de in vivo deneysel ¢esitli calismalarda gosterilmistir (Takada

vd., 2013; Doble, 1999).

PH'da meydana gelen dopamin saliniminin azalmasi, BG'1n isleyisinde
karmasik bir dizi degisikliklere neden olmaktadir. En belirgin olarak, striatuma
gonderilen dopaminerjik mesajdaki azalma, STN'un asir1 aktiflesmesi ile
sonuc¢lanmir. Boylece dopamin homeostazimi korumak icin SNpc'da yer alan
iyonotropik glutamat reseptorleri olan N-metil-D-aspartat (NMDA), alfa-amino-
3-hidroksi-5-metilizoksazol propiyonik asit (AMPA) ve kainat reseptorlerinin
yani sira metabotropik glutamat reseptorleri (mGluR1 ve mGluR2/3) agisindan
zengin olan dopaminerjik hiicre gévdelerine glutamat saliniminda bir artis
meydana gelir (Caudle & Zang, 2009). Bu reseptorlerin asir1 stimiilasyonu;
voltaj aracili Ca2* kanallarimi aktive ederek hiicre dis1 Ca2*un hiicre zarindan
hiicre icine akisina yol acmakta, ayrica diger katyonlarin hiicre i¢ine géciine
neden olmaktadir. Ek olarak, hiicre i¢ci Ca2+ depolarinin serbest birakilmasi da
hiicre i¢i Ca2* artisina katkida bulunur ve béylece intraselliiler Ca2* miktarinin
artist glutamat aracili eksitotoksisiteyi olusturur (Takada vd., 2013).
Eksitotoksisitenin, gulutamatin sinaptik araliktan uzaklastirilmasindaki bir
azalmanin sonucu olarak olusmasi da mumkindar. Sonuc¢ta glutamat

reseptorlerinin asir1 uyarilmasi biyiuk hacimde Ca2+*un sitozole akisina, Ca2*
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regiillatuar mekanizmalarin  kapasitelerinin asilmasina ve sonugta
mitokondriyal disfonksiyon, asir1 ROS {iretimi ve g¢esitli enzimlerin uygun
olmayan aktivasyonlarina neden olarak apopitotik kaskatin inditklenmesine
neden olur (Orrenius, Zhivotovsky & Nicotera, 2003; Caudle & Zang,
2009). Boylece, zaten tehlikeye atilmis bir dopaminerjik hiicre populasyonu
uzerine salimman glutamatin surekli artisi, eksitotoksik bir kaskadi ortaya
cikararak PH'na yol acan norodejenerasyonu gii¢lendirebilir (Caudle & Zang,
2009). Meredith ve arkadaslar: ise glutamat eksitotoksisitesinin, hem otofaji
hem de apopitozla baglantili oldugunu kesfetmislerdir (Meredith, Totterdell,
Beales & Meshul, 2009).

PH'nin patofizyolojisi ve patogenezinde glutamaterjik yolaklarin bu kadar
onemli bir rolu oldugu gercegi, glutamaterjik devrelerin terapotik miidahale
potansiyeline sahip olabilecegini diisindiirmektedir. Ger¢cekten de, PH'min fare
ve insan olmayan primat modellerinden elde edilen kanitlar, belirli NMDA ve
AMPA reseptor antagonistlerinin, parkinson semptomlarinin ¢ogunu
hafiflettigini gostermistir. mGluR 2/3 reseptor antagonistleri ile yapilan
tedaviyle farelerde MPTP ile indiklenmis dopaminerjik nérodejenerasyonun

azaldig1 da gosterilmistir ( Johnson, Conn & Niswender, 2009).

5. Kalsiyum dishomeostazisi: Ca2*, néronlarda kritik bir éneme sahip
regulator bir iyondur. Noronlarda; transkripsiyon ve gen regulasyonu, hiicre
buytumesi ve farklilasmasi, motilite ve aksonal gelisim, sinyalizasyon kaskada,
sinaptik vezikiul salinmmi ve sinaptik plastisite gibi olaylarda rol oynar
(Sukumaran, Sun, Schaar, Selvaraj & Singh, 2017). Buna karsi, intraselliiler
kalsiyumun ([Ca?*]i) uzamis ve kontrolsiiz artis1 mitokondriyal disfonksiyon,
OS, ER disfonksiyonu, lizozamal otofajik etkilesim, golgi aparat1 fonksiyonun
bozulmas1 ve Ca?* bagimli enzimler tizerinden diizensiz sinyallesmeler dahil
olmak tizere bircok potansiyel yoldan hiicre 6liimiine yol acabilmektedir. Ayrica
glutamatin asir1 salimmmi sonucu surekli uyarilan NMDA reseptorleri
aracihigiyla olusan glutamat eksitotoksisitesi de CaZ2*un norotoksik etkilerine
neden olabilmektedir (Levy wvd., 2009). Bu sebeplerle néronlar, [Ca2*]i

seviyelerini, Ca?* kanallarini ve pompalarini dizenlemek igin ¢ok sayida
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mekanizma gelistirmistir ve boylece Ca2* homeostazi, noronal hiicrelerde siki
bir sekilde korunmaktadir. Cinkii, Ca2* homeostazinin noéronal hiicrelerde
bozulmasi, azalmis néronal fonksiyonlara neden olarak Parkinson, Huntington
ve Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarin olusumuna yol acmaktadir
(Sukumaran vd., 2017). Tipik bir nérondaki istirahat [Ca2*]i diizeyi nanomolar
aralikta muhafaza edilirken, hiicre dis1 Ca2* ise milimolar araliktadir. ' Ca2* dis-
homeostaz hipotezi' [CaZ2f]i'un hassas kontroliniin, yaslanan beyinlerde ve
norodejeneratif hastaliklardan etkilenen kisilerde zamanla kademeli olarak
kayboldugunu 6ne strmektedir (Surmeier, 2007; Chan, Gertler & Surmeier,
2009; Chung, 2010). Bu nedenle Ca2* homeostaz bozuklugunun dizeltilmesinin
norodejeneratif hastaliklarin iyilestirilmesi i¢in uygun bir strateji olabilecegi

diustnulmektedir (Takada vd., 2013) (Sekil 2.4.).

Degismis Kalsiyum

Méronal Hiicre Oiimii

|

Parkinson
Hastahg:

Sekil 2.4. PH'na yol acan mekanizmalar. ER stresi, ROS, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu,
eksitotoksisite ve inflamasyon gibi cesitli mekanizma(lar) ile PH’na neden olan néronal
hiicrelerde Ca?* homeostazini degistiren sematik model (Sukumaran vd., 2017 den modifiye
edilerek alinmigtir).

PH'da mitokondrinin Ca2* tamponlama kapasitesinin uygun yastaki
kontrollere kiyasla azaldigi belirtilmistir (Sheehan ve ark. 1997). Bunun

yanmisira PH ve PH modellerinde hiicre 6liimine kars1 daha direncli olan nigral
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dopaminerjik noronlarin, bir Ca2* baglayici protein olan kalbindin D28k'yi
eksprese ettikleri ¢esitli calismalar ile gosterilmistir (Yamada ve digerleri, 1990;
German ve digerleri, 1992; Damier ve ark., 1999; Chung, 2010). Mitokondriyal
disfonksiyonun belirgin oldugu PH’nda, néronal voltaj kapili Ca2* kanallar
(CaV), SNpc hiicrelerini Ca2* kaynakli eksitotoksisiteye daha duyarli hale
getirebilir (Chan ve digerleri, 2009; Hurley & Dexter, 2012). L-tipi Ca2*
kanallarinin PH benzeri patolojideki 6nemini test etmek i¢in Parkinson modeli
olusturulmus farelerin ortabeyin bélgeleri, bir L-tipi Ca2* kanal bloke edicisi
olan Isradipine ile 6n isleme tabi tutuldugunda Ca2* girisinin engellenmesinin
noronal koruma sagladigr gézlemlenmistir (Chan, 2007).

Sonug¢ olarak; kumilatif calismalar, [CaZ*]i'un hem asir1 yukselmesinin
hem de zayiflamasinin, farkli mekanizmalarla da olsa noronal dejenerasyona
yol acabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, néronal hiicrelerde CaZ*un farkl
etkilerinin sadece hiicresel konsantrasyonuna degil, Ca2* girisini modile eden
iyon kanallarina da bagl olabilecegini diisiindiirmektedir (Sukumaran vd.,
2017).

Birc¢ok hiicre tipinde plazma membrani boyunca Ca2* akis1 voltaj bagiml,
ligand-girigli, reseptor-kontrollii ve depo-kontrollii Ca2+ kanallar1 aracihigiyla
gerceklesir. Ayrica TRP kanal ailesinin c¢esitli uyeleri depo-kontrollii ve
reseptor-kontrollii Ca2+ gegisi ile iliskilendirilmis, Ca2* regiilasyonunda 6nemli
rol oynayan, memeli hiicrelerinde genis miktarda eksprese edilen segici-
olmayan diger katyon kanallaridir ve cesitli hiucresel fonksiyonlarda rol

oynamaktadirlar (Takada vd., 2013).

TRP kanallarinin aktivasyon ya da inhibisyonuna neden olan pek c¢ok
endojen ve eksojen kimyasal molekiil bulunmaktadir. CA eksojen TRP kanal
modiilatorlerinden biri olarak termo-TRP kanallarindan TRPV3 ve TRPATi
aktive ederken, non-termo TRP kanallarindan olan TRPL (memelilerde
eksprese edilmez), TRPC ve TRPM7 kanallarimin inhibitérii olarak etki
gostermektedir (Parnasa vd., 2009). TRP kanallarinin aktivitesinin
modiilasyonu hiucrelerin [Ca2*]i'un seviyesinin degisimine neden olmaktadir.

Eger bu modiilasyon Ca?* dishomeostazisine yol acarsa; norodejenerasyon da
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dahil olmak tizere bir dizi bozuklugun baslamasi ve ilerlemesiyle ilgili stirecler
tetiklenmektedir (Takada vd., 2013). Biz de bu nedenlere bagh olarak
calismamizda; TRPA1 ve TRPC1 kanallarinin CA aracili modilasyonunu
saglayarak deneysel Parkinson modelinde CA’tin olas1 yararlh terapotik etkisini

gosterebilmeyi amacladik.

2.2.5. Parkinson hastaligi’nda tedavi yaklasimlari:

Norodejeneratif hastaliklar yaslilarda 6nde gelen 6liim nedenidir ve Duinya
Saghik Orgiiti, 2040 yilinda dinya nifusunun artismma baglh olarak,
norodejeneratif hastaliklarin kardiyovaskiiler hastalik sonrasi ikinci genel
0lim nedeni olacagini éngérmektedir (Dua, 2004). Bu nedenle, bu bozukluklar
i¢cin etkili tedaviler gelistirmek, arastirma ve farmasotik alanlarinda énemli bir

onceliktir (Valera & Masliah, 2016).

Gunumuzde PH tedavisi i¢in onaylanmig tiim tedaviler, iligkili motor
bozukluklar: iyilestirmek i¢in striatal dopamin diizeylerini artirmayi
amaglamaktadir. Ne yazik ki, bu yaklagimlar uzun siireli bir ¢6ziimii temsil
etmemektedir; ¢unki her biri zaman ic¢inde dopaminerjik noérodejenerasyon

ilerledikce etkilerini kaybetmektedirler (Ellis & Fell, 2017).

Son yarim ylizyilda PH tedavisinde ¢ok buyiik ilerlemeler kaydedilmistir,
ancak L-DOPA PH semptomlarimi kontrol etmek i¢cin en etkili ila¢ olmaya
devam etmektedir (Jankovic 2008a). Tibbi tedaviye baslamadan 6nce, dogru bir
PH tanis1 konulmali ve bozulma seviyesi (motor, duyusal, otonomik ve zihinsel)
belirlenmelidir. Her hastanin terapisi bireysellestirilmeli ve hastaya uygun hale

getirilmelidir.

Asagidaki sekil, PH'nin semptomatik tedavisinde dopamin seviyelerini
modiille etmek icin halihazirda kullanilan tedavi mekanizmalarini temsil

etmektedir (Ellis & Fell, 2017) (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. PH icin dnerilen cesitli tedavi yontemlerinin semasi (Ellis & Fell, 2017 den modifiye
edilerek alinmigtir).

PH tedavisinde konvansiyonel tedavilerin yani sira semptomatik ve
onarici olarak iki gruba ayrilan yeni tedavi yaklasimlari gelistirilmektedir.
Semptomatik tedavi yaklasimlari; genellikle L-DOPA kullaniminin sebep
oldugu diskinezi ve motor dalgalanmalar: dizeltmeye yonelik olarak; derin
beyin stimiulasyonu, subkiitan apomorfin, karbidopa/L-DOPA intestinal jel, the
Accordion Pill® (karbidopa/L-DOPA gibi ilaclarin biyolojik olarak
parcalanabilen polimerik film formunda verildigi; bir ila¢ uygulama seklidir)
uzatilmis salimli amantadin, adenozin reseptér antagonistleri, metabotropik
glutamat reseptor antagonistleri ve gen tedavisi uygulamalarini icermekte iken,
onarict yaklasimlar; dopamin agonistleri, katekol-O-metiltransferaz
inhibitorleri, monoamin oksidaz tip B inhibitorleri gibi ila¢larin kullanimim
ayrica norotrofik faktorler ve hiicre transplantasyonu gibi heniiz baslangic
asamasinda olan yontemlerin kullanimini icermektedir (Yigit & Aricioglu, 2015;

Jankovic & Aguilar, 2008).

Vurgulanmasi gereken ana nokta; PH patogenezinin, belirli bir yolun
islevsizliginin bir sonucu degil, patojeniteye katkida bulunan birbirine bagl
olaylarin bir birlesimi oldugudur (Lim & Zhang, 2013; Sarkar vd.,2016). PH
genetik ve cevresel risk faktorlerinin katkilariyla karmasik bir etiyolojiye
sahiptir. Hastaliktan etkilenen hastalar hem motor hem de motor olmayan
semptomlar gosterir ve L-DOPA ve diger dopamin agonistleri kullanilarak
dopamin replasmanina yonelik mevcut tedaviler esas olarak eskiye yoneliktir.
Her ne kadar L-DOPA, 1960'h yillarin baslarinda PH tedavisinde bir devrim
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olsa da, PH ile iligkili motor dis1 semptomlar: hafifletememektedir (Sarkar
vd.,2016). Bununla birlikte nérodejeneratif sureci veya PH'nin yavas
ilerlemesini etkili bir sekilde hedefleyen higbir ilag veya tedavi mevcut degildir;
fakat bu konudaki arastirmalar devam etmektedir. Bu arastirmalar,
noroprotektif ajanlar tasarlamanin ve uyarlamanin mimkiin olabilecegini timit
etmektedir. Hucre dejenerasyonuyla etkin bir sekilde miicadele etmek ve PH'da
noronal fonksiyonlar: geri kazanmak tek bir tedavi yontemi ile degil, kombine
bir tedavi ile mumkindir (Lindholm vd., 2016). Bu nedenlerle, kaudat nukleus
ve putamende dopamin seviyelerini geri getirebilen ve orta beyindeki dopamin
noronlarinin dejenerasyonunu onleyen veya geciktirebilen ve PH ile iliskili
nihai motor semptomlar: O6nleyen veya geciktirebilen noéroprotektif ajanlar
bulmak 6nemlidir. Biz arastirmacilarin tizerine dusen, sadece dopaminerjik
kayb1 6nlemeyecek, ayn1 zamanda PH hastalarinda otonomik, psikiyatrik ve
biligsel islev bozukluklarini hafifletmeye yardimeci olacak tedavi yontemlerini
gelistirmek ve karakterize etmektir (Sarkar vd.,2016).

Son yillarda noroproteksiyonu hedefleyen, antienflamatuar, antioksidan,
antiapoptotik ve anksiyolitik, antinosiseptif, antidepresan, antikonviilsan,
antioksidan, Ca2* kanal antagonisti kisaca noroprotektif etkilere sahip bir
molekiil veya bu etkileri tek tek igeren molekiill kombinasyonlarinin
kullanilmasina yonelik tedavi yaklasimlarina olan ilgi giderek artmaktadir
(Cristina vd.,2018). Bu etkilerin bir¢oguna sahip ekzojen maddelerden biri de
CA’dir.

CA; iskemi, epilepsi ve travmatik néron yaralanmasi dahil olmak tizere
bir¢ok hayvan norodejenerasyon modelinde néroproteksiyon ile iliskilendirilmis
bir monoterpendir (Dati, Ulrich, Real, Feng, Sun & Britto, 2017.). CA, KBB'ni1
gecerek MSS’nde yer alan ¢esitli kanallar ve reseptorlerle etkileserek MSS’'nin
farkli  bolge ve  fonksiyonlar1 tlizerine etkiler  goésterebilmektedir
(Baluchnejadmojarad, Hassanshahi, Roghani, Mansouri & Raoufi, 2014;
Cristina vd., 2018). CA’in MSS noéronlarindaki baslica hedeflerinden biri de
katyon kanallaridir (Dati vd., 2017). Belirli katyon kanallarini modiile edebilen

CA, o6zellikle hiicre i¢i Ca2* homeostazisinin degisimine neden olarak etkilerini
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gostermektedir (Parnasa vd., 2009). CA’tiin potansiyel néroprotektif etkilerini
gosterebilmek i¢in deneysel Parkinson modelleri tizerinde yapilan az sayidaki

calisma da bu nedenlerle son derece umut vaadetmektedir (Dati vd., 2017).

2.3. Karvakrol

Karvakrol, Origanum, Thymus, Satureja ve Corydothymus gibi Lamiaceae
familyas1 bitkilerinin essansiyel yaglarimin ana bilegseni olan fenolik bir
monoterpendir (Baser, 2008; Lins vd., 2018). CA, gidalarda kullanim ve tiiketim
icin guvenli olarak kabul edilip Food and Drug Administration ve Avrupa
Konseyi tarafindan onaylanarak kimyasal aromalar listesine dahil edilmistir
(De Vincenzi, Stammati De Vincenzi, Silano, 2004; Lins vd., 2018). Ayrica CA
iceren 1ilaclar ve / veya ugucu yaglar geleneksel tipta yaygin sekilde
kullanilmaktadir ve bu molekiile dayali ¢ok sayida besin katki maddesi ticari

olarak mevcuttur (Edris, 2007; Zotti vd., 2013).

Son yillarda, CA’tin biyolojik etkilerini belirlemek amaciyla 6nemli pek ¢ok
arastirma yapilmistir. In vitro ve in vivo calismalar gostermektedir ki, CA
antioksidan, antibakteriyel, antifungal, antiparazitik, antitiimor, anti-
inflamatuar, antimutagenik, analjezik, hepatoprotektif, antidepresan,
antiapopitotik, noroprotektif, antiplatelet, asetilkolin esteraz inhibe edici,
antielastaz, spazmolitik ve vazorelaksan, hasarli organi korumak / yeniden
canlandirmak gibi ¢esitli biyolojik ve farmakolojik 6zelliklere sahip biyoaktif bir
molekildir (Baser, 2008; Suntres, Coccimiglio & Alipour, 2015; Mohammedsi,
2018) (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. CA'un kimyasal yapis1 ve biyolojik aktiviteleri (Mohammedi, 2018 den modiye
edilerek alinmigtir).

CA’in MSS'nin farkli bolge ve fonksiyonlari tizerine etkilerini arastiran
cesitli calismalar; CA'in anksiyolitik benzeri (Melo vd., 2010), antinosiseptif
(Melo vd, 2012; Guimaraes vd., 2012), antidepresan (Melo vd., 2011),
antikonvillsan (Quintans-junior vd., 2010), anti-enflamatuar, antioksidan, ve
noroprotektif (Deng, Lu & Teng, 2013; Yu vd., 2012; Baluchnejadmojarad,
Hassanshahi, 2014; Li, Hua, Pan, Fu & Wu, 2016) etkilerini gostermiglerdir
(Lins vd., 2018).

CA, MSS'ndeki norotransmiter sistemleri modiile edebilen néromodiilator
bir molekiildiir. Ornegin Zotti ve arkadaslarinin gerceklestirdigi calisma; CA’iin
beyindeki dopaminerjik transmisyonlarin bir diizenleyicisi oldugunu ortaya
koymaktadir (Zotti vd., 2013). Mechan ve arkadaslar1 da CA’in, monoamin
oksidaz aktivitesini inhibe ederek enzimatik yikimin azaltilmasi yoluyla
monoamin norotransmitterlerinin geri alimini ve bozulmasini engelledigini
gostermislerdir. Bu degisiklikler, sinaptik aralikta monoamin transmitterinin
birikmesine neden olarak etkisinin daha uzun siireli olmasimi saglamistir
(Mechan vd., 2011). CA'in i.p. uygulamasi, 6-OHDA ile olusturulmus hemi-
parkinson sican modelinde meydana gelen davranissal bozukluklar tizerinde
koruyucu bir etki gostermistir. Buna gore nigral néronlarin dejenerasyonunun
onlenmesinde ve striatal dopamin miktarinin normale yakin bir seviyede

muhafaza edilmesinde, CA’in antioksidan etkisinin rol oynadig:
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diustinulmiustir (Baluchnejadmojarad ve digerleri, 2014). Buna ek olarak,
CA’in OS’1 notralize ederek, noronal hasarin ve 6lumun azalmasina neden
oldugunu gosteren bir baska ¢alismada ise; CA’in amiloid-68 veya skopolamin
ile indiiklenen bilissel zayiflamay: iyilestirebilecegi goésterilmistir (Azizi,
Ebrahimi, Saadatfar, Kamalinejad & Majlessi, 2012). Dahasi, CA analjezik
etkili bir bilesik olarak ¢esitli nosiseptif modellerde, muhtemelen in-vitro olarak
gozlenen guclii antioksidan etkileri yoluyla periferal mediatorlerin
inhibisyonuna neden olmaktadir (Guimaraes vd., 2012). CA’iin, antikonvilsif
etkisine bagli olarak sinir aksiyon potansiyel iletimini inhibe ettigi de
bildirilmistir (Joca vd., 2012). Bir bagka calismada; CA’tin orta dereceli serebral
arter tikanikhigi olusturulmus fare modelinde kaspaz-3 seviyesini azaltip,
fosfotidilinositol 3-kinaz/Akt sinyal yolunda yer alan fosforilize Akt seviyesini
arttirarak anti-apoptotik mekanizmalara dahil oldugu gosterilmistir (Yu vd.,
2012). Ayrica CA, siklooksijenaz ekspresyonunu ve poli-ADP-riboz polimerazin
aktivasyonunu inhibe ederek antienflamatuar etki de gostermektedir (Hotta,
Nakata, Katsukawa, Hori, Takahashi, & Inoue, 2010) ve potansiyel
noroprotektif 6zelliklere sahip oldugundan dolay: yiksek dozlarda bile toksik
etkilere neden olmaz (Peters vd., 2012; Suntres, Coccimiglio & Alipour, 2015).

CA’in néromodilator etkisine iyon kanallari aracilik etmektedir. CA;
GABA-A ve Na* kanallarin igeren ¢esitli kanallarda etkilere sahip olmasina
ragmen, noromodiilasyon ve noroproteksiyon baglaminda ana hedefini, bir
katyon kanali ailesi olan TRP kanallar1 olusturmaktadir (Parnas vd, 2009; Oz,
Lozon, Sultan, Yang & Galadari, 2015). Sayisiz uyaranlara yanit olarak
ortamdaki degisiklikleri tespit eden biyolojik sensor olarak gorev yapan TRP
kanallari, birgok énemli biyolojik olayda goérev yapar. Ca2* iyonlarina karsi
gecirgen olan bu reseptorlerin isleyisini diizenleyen kimyasallardan biri de
CA’dur ve pek ¢ok hiicrede Ca2* homeostasisine katkida bulunur (Suntres vd.,
2015).

Bu etkilerini goz oniine aldigimizda CA, pek cok norolojik hastaligin
onlenmesi veya tedavisi i¢cin umut vadeden bir molekildiir. Biz de bu nedenlerle

CA'in MSSnin en yaygin ikinci nérodejaneratif hastaligi olan PH'min
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fizyopatolojik degisikliklerine karsi koruyucu etki saglayabilecegini diisiindik.
Cunkii noroprotektif, noromodiilatér, anti-apoptotik, anti-enflamatuar ve
antioksidan etkilere sahip maddeler PH'nin Onlenmesi veya tedavisi igin
alternatif stratejiler olusturabilir (Lins vd., 2018).

Parnas ve arkadaslar1 CA’in farkli TRP kanallar1 tzerine etkilerini
arastirdiklar1 calismalarinda; CA’tin termosensitif TRP kanallari, TRPV3 ve
TRPA1'1 aktive ettigini ve non-termo sensitif TRP kanallari olan Drosophila
TRPL'y1 (TRPC ailesinin iiyesi) ve memelilerde bulunan TRPM7'y1 inhibe
ettigini gostermislerdir. Ayrica ug farkli alt ailenin TRP kanallarinin benzer bir
dogal bilesigin hedefleri olmasi, cesitli TRP kanal alt ailelerinin fonksiyonel
ozelliklerinin de ortak oldugunu ortaya koymaktadir (Parnas vd., 2009).

Peters ve arkadaslarimin yaptiklari bir calismada; farelerin beyin
dokusunda olusturduklar1 travmatik hasar sonrast1 TRPC1in genetik
eleminasyonu ve CAin TRPC1 izerindeki inhibisyon etkisinin
kombinasyonunun, sinerjistik bir sekilde néroprotektif bir etki olusturdugunu
gostermisglerdir. Boylece TBH sonrast CA uygulamasinin yararli oldugu
gozlenmistir (Peters vd., 2012).

CA’in TRP kanallar:1 tizerinden etkileriyle belirgin bir néroproteksiyona
yol ac¢tigini ve bunun da PH i¢in terapotik yaklasimlarda potansiyel bir hedefi
temsil edebilecegini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Dati vd., 2017). Dati ve
arkadaslarinin 2017 yilinda yaptigi kirk bes yetiskin (ii¢ aylik) erkek fare
kullanilan calismada, hayvanlarin sag striatumlarinda tek tarafli olarak 6-
OHDA ile hemiparkinson modeli olusturulmus ve hayvanlar CA tedavisine
alinmiglardir. CA tedavisi sonrasi, CA'in hem SN'da hem de striatumda TH'in
immiin boyanmasini 6nemli 6lgiide azalttigi; apopitotik stiregte yer alan kaspaz-
3 diizeylerini toksin enjeksiyonlarindan sonra ¢ok yiiksek iken, kontrol
seviyelerine dusturdugini ve CA'in, muhtemelen TRPM7 kanallar: tizerindeki
non-spesifik engelleme etkisiyle, PH'nin 6-OHDA modelinde belirgin bir noro-
koruma sagladigini gostermislerdir. Elde ettikleri bu sonucglar, CA’tiin TRPM7

kanal1 tizerinden noéroproteksiyona yol actigini ve bunun da PH i¢in terapotik
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yaklagimlarda potansiyel bir hedefi temsil edebilecegini gostermektedir (Dati
vd.,2017).

2.4. Astrositler

Glia hiicreleri; sinir sisteminin 6zellesmis bag doku hiicreleri olarak kabul
edilen, sayilar1 noronlardan daha fazla olan, sinir dokusuna metabolik ve
yapisal destek saglayan hiicrelerdir. Mikroglia ve makroglia olmak tizere iki
gruba ayrilirlar (Taner D, 2007). MSS'nde en ¢ok bulunan makroglial hiicre tipi
olan astrositler, morfolojileri ve fonksiyonlar1 bakimindan oldukca
heterojendirler ve MSSnin homeostazindan sorumludurlar. Iki ana astrosit
turt vardir: fibréz astrositler Ranvier nodlarinin oligodendroglialar ile
etkilestigi bolgelerde; protoplazmik astrositler ise noronal hiicre govdeleri ve
sinapslarin cevrelerinde daha yogun bulunurlar (Halliday & Stevens, 2011).
Astrositler, sinaptik aralikta; iyonlarin ve norotransmiterlerin homeostazini
saglayan, noronlara lokal metabolik ve trofik destek veren, ROSun
uzaklastirilmasinda gorev alan, KBBne katkida bulunarak MSSnin
"glymphatic" drenaj sistemini olusturan ¢ok yonlii hiicrelerdir (Verkhratsky,
Nedergaard & Hertz, 2014). Bunlarin yanm sira astrositlerin, néronal sagkalim
ve farklilasma, noronal yonlendirme, sinaptogensis gibi MSS'nin gelismesi ve
fizyolojisinde sayisiz rol oynadigi bilinmektedir. Aym1 zamanda, iyon ve
norotransmiterlerin yerel konsantrasyonlarini diizenleyen ve yerel kan akisinin
kontroliinde yer alan kilit unsurlardir. Bununla birlikte, sinir sistemi
tarafindan bilgi islemine aktif olarak katilmazlar ve elektriksel olarak
uyarilabilir degildirler. Fakat noronlarla aralarindaki gap junction
baglantilarinin olmasi, astrositlerin membranindaki iyon akimlarinin, lokal
potansiyel degisiklikler olusturmasina neden olmaktadir ve boylece néronlarin

elektriksel aktivitelerini diizenleyebilmektedirler (Araque & Navarrete, 2010).

Bir¢ok norolojik hastaligin patogenezi, homeostatik fonksiyon kaybindan
kaynaklamir. Bu nedenle MSSndeki noérodejeneratif hastaliklarin
baslangicinda ve ilerlemesinde astrositlerin yer almalari sasirtict degildir.

Astrositlerin normal destekleyici ve diizenleyici rollerinin kaybinin ya da reaktif
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astrogliosis olarak bilinen astrositlerin toksik bir iglev kazanmasinin ya da her
ikisinin birden noéropatolojilere katkida bulunduguna dair kamitlar giderek

artmaktadir (Verkhratsky vd., 2014; Phatnani & Maniatis 2015).

Astrositler, PH'nda noéronal sagkalim ve fonksiyona aracilik etmede
dogrudan, 6nemli, aktif ve kritik roller oynarlar. GSH, SOD, Katalaz gibi
antioksidan maddeler ve norotrofik biiyiime faktorleri salgilayarak noéronal;
Hsp70 gibi saperonlarin asiri ekspresyonuna neden olarak mitokondriyal
koruma saglarlar. Dopaminerjik néronlarda a-siniiklein birikimini engellerler.
Modiile edilebilir Ca?* aktiviteleri aracilign ile noroaktif ve glioaktif
gliotransmiterleri (6rn.GABA) salgilamalar1 ve ayrica glutamat, K+ ve Ca2* gibi
hiicre dis1 sivida artiglar: eksitotoksik etki yaratan ajanlari uzaklastirmalariyla
noroprotektif etki gosterirler. Fakat astrositlerin bu yararh etkilerinin yani sira
salgildiklar: potansiyel olarak toksik molekiiller de bulunmaktadir. Bu toksik
molekiiller, astroglial enflamatuar ve OS mekanizmasimi harekete gecirerek
norodejenerasyonu tesvik edebilmektedir. Bu nedenlerle; néronlar: ¢evreleyen
astroglial hiicrelerde kiigiik bir degisiklik, beyindeki diger herhangi bir hiicre
tipine kiyasla etkili bir sekilde noronal hiicre 6liimine neden olabilmektedir

(Niranjan, 2014; Phatnani & Maniatis 2015; Jennings & Rusakov, 2016).

PH hayvan modellerinde, a-sintiklein klerensini saglayan astrositlerin, a-
siniiklein birikimine bagli olarak proinflamatuar sitokinler ve kemokinler
urettigi (Lee vd, 2010) ve interferon-gama ve TNF-a gibi néroinflamatuar
mediatorlerin astrositleri ve mikrogliay1 sinerjik olarak aktive ettikleri
gosterilmistir (Barcia vd, 2011; Phatnani & Maniatis 2015). Ayrica, Parkinson
modeli olusturmada kullandigimiz 6-OHDA; hidrojen peroksit ve kinon
Uretimini arttirarak ve bunun yanisira, belirgin bir GFAP ekspresyonuna yol
acarak, sican korteksi ve striatumunda astrositik proliferasyonun artmas ile
karakterize olan mikrogliyoza ve astroglioza neden olmaktadir (Bové, Prou,
Perier & Przedborski, 2005; Wachter vd.,2010). Yapilan c¢alismalar
gostermektedir ki; bu mikroglial aktivasyonun baskilanmasi néronlarin hayatta
kalma stresini uzatmaktadir (Phatnani & Maniatis 2015). Reaktif astrogliozis

stirecinde astrositler, hem indiiklenmis ROS duretimi hem de lipid
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peroksidasyonu ve noéronal dopaminerjik olimu indikleyen apopitotik
mekanizmalarin aktivasyonu ile c¢evre ndéronlari etkileyebilen enflamatuar
sitokinleri salgilarlar. Astrositler tarafindan salinan bu sitokinler, TNF
reseptori-1 ve 2 gibi dopaminerjik noéronlardaki spesifik reseptorlerine
baglanabilir ve kaspaz 3, kaspaz 8 ve sitokrom c'nin aktivasyonu ile
proapoptotik mekanizmalari aktive edebilirler (Rappold & Tieu, 2010; Hirsch,
Breidert, Rousselet, Hunot, Hartmann & Michel, 2003). Bu sonugclar, glial
reaksiyonun inhibisyonunun PH sirasinda olusan hasara ve diger enflamatuar
stireclere karsi, néronal hasar1 azaltmak i¢in imit verici bir tedavi olarak kabul

edilebilecegini gostermektedir (Hirsch vd.,2003).

Farkli insan ve fare beyin hiicre alt tiplerinin transkriptomunu
karsilastiran bir arastirma; PHna yol acan monogenik mutasyonlarin
tanimlandig1 genlerin ¢ogunun, astrositlerde, néronlarinkinden daha yiiksek
veya bazi durumlarda karsilastirilabilir seviyelerde eksprese edildigini
gostermistir (Booth, Hirst & Wade-Martins 2017). PH'da, DJ-1 ve PARKIN gibi
resesif PH genlerinin astrosit fonksiyonlarinin disregiilasyonuna neden olarak
hastaligin olusumuna ilave bir katkida bulundugu distnilmektedir (Phatnani

& Maniatis 2015).

SN ve striatum boélgesindeki eksik astrositik aktivite, GSH salinimin
azalmasi1 yoluyla dopaminerjik noéronlarmn olumiinde kritik bir rol oynar.
Ornegin, GSH salgilayan astrositler saglikli dopaminerjik néronlarin yakininda
dejenere olanlara oranla daha fazla sayilirken, sayilar1 AH hastalarindaki
norodejenerasyon ile ters orantili olarak tespit edilmistir. Tutarh bir sekilde,
PH hastalarinin ve hayvan modellerinin beyninde GSH diizeylerinde azalma
gozlenmistir (Finsterwald, Magistretti & Lengacher, 2015). Yakin zamanda
yapilan bir calisma; Parkinson modeli olusturulmus sican beynine saghkl
astrositlerin transplantasyonunun dopaminerjik noéron populasyonlarim
kurtardigimi gostermistir (Proschel, Stripay, Shih, Munger & Noble, 2014).
Sonug olarak; son literaturlerde, astrositlerin, 6zellikle antioksidan yanitin
kontrolii yoluyla, PH etiyolojisindeki 6nemi vurgulanmaktadir (Finsterwaldetal

vd., 2015).
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Astrositlerin dopaminerjik reseptorleri ve dopamin tasima kapasitesine
sahip plazma membran proteinlerini eksprese ettigi yaygin olarak
bildirilmektedir. Astrositik dopamin reseptorlerinin aktivasyonu, hiicre igi
siklik adenozin monofosfat (cAMP) ve serbest Ca2* gibi sinyal molekillerinin
degisimine neden olur ve o6zellikle sitoplazmik serbest Ca2*, onde gelen
astrositik hiicre ic¢i sinyal molekulu olarak kabul edilir. Astrositlerde, dopamine
bagl Ca2* yiikselmesi ile Caz* bagimli gliotransmitter ekzositozu, norotrofik ve
inflamatuar faktorlerin saliniminda belirgin baglantilar vardir (Jennings &
Rusakov, 2016). Bu nedenlerle PH'nda meydana gelen dopamin seviyesinin

azalmasi astrositik aktiviteyi de dogrudan etkilemektedir.

Astroglial uyarilabilirlik, Ca2?* ve Na*'daki degisikliklerin o6ncii rolii
ustlendigi hiicre i¢i iyon konsantrasyonlarmin uzaysal-zamansal olarak
koordineli dalgalanmalarina dayanir. Ca2* ve Na*'un aracilik ettigi hicre ici
sinyaller, gen ekspresyonunu, enerji tiretimini ve astrositlerin bir¢cok homeostaz
fonksiyonunu kontrol eden ¢ok sayida molekiiler kaskadi hedefler. Astrositler,
iyon kanallar1 i¢inde énemli bir yere sahip olan bir¢gok TRP kanalinin tiriinii
ifade ederler. Astrositlerin ifade ettigi TRP kanallarinin bashcalar1 TRPAI,
TRPC1-4 ve 5 ile TRPV4 kanallaridir. Astrositlerde ifade edilen TRPA1
kanallarinin aktivasyonu dinlenim sirasinda intraselliiler Ca2+* regiilasyonunun
saglanmasi, inaktivasyonu ise intraseliiler Ca2Yun azalmasina neden
olmaktadir (Verkhratsky, Reyes & Parpura, 2013). Bunun disinda GABA
transporterlarinin  fonksiyonel ekspresyonlarinin  diizenlenmesinde de
astrositlerdeki TRPA1 kanallarinin roli vardir (Shigetomi, Tong, Kwan, Corey
& Khakh 2012). TRPC kanallar: ise astroglialarda Na* ve Ca2* sinyallerinin
koordinasyonunu saglamaktadir (Verkhratsky, Rodriguez & Parpura, 2012;
Verkhratsky, Noda, Parpura, Kirischuk, 2013).

Yukarida da bahsettigimiz gibi MSS'nin merkezi homeostatik ve hiicresel
savunma unsurlari olan astrositler, norolojik hastaliklarin patofizyolojisinde
yer almaktadir ve norolojik patolojinin ilerlemesini ve sonucunu buyiik él¢iide
belirlemektedirler. Astroglial TRP kanallariin norofizyolojik hastaliklarda

olas1 katkisi ve muhtemel patofizyolojik uygunlugu ile ilgili arastirmalar ise
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oldukc¢a simirhidir. Fakat astrositlerdeki TRP kanallar1 gibi iyonik kanallarin
astrosit fonksiyonundaki rolii géze alindiginda; TRP kanallarinin nérolojik

hastaliklarda terapotik hedefler olabilmesi miumkiin gorilmektedir.

2.5. TRP Kanallar:

TRP kanallari, ubiqutanoz, non-selektif katyon kanallarinin buyik bir
ailesidir (Nilius & Owsianik, 2011). 1969 yilinda Dr. Cosens ve Dr. Manning
Drosophila  melanogaster turinun yabanil tipinde yaptiklarni  bir
elektroretinagram (ERG) kayd: sirasinda; stirekli bir ERG yerine uzun siireli
sabit 151k maruziyeti sonrasinda gecici ve kisa sureli anormal bir ERG kayd:
veren kor mutant bir tiir tespit etmiglerdir. Mutant tirin fotoreeseptorlerine
ait ERG kaydinda sadece gecici bir depolorize edici degisiklik; yabanil sineklerin
fotoreseptorlerinden elde edilen ERG kaydinda ise bir plato fazi olusmaktadir.
Mutant sineklerde farkedilen bu gecici degisiklik secici olmayan bir Ca2t kanal
blokeri kullanilarak bir iyon kanali varhigina baglanmis ve boylece 1969'da
Cosens ve Manning; bu mutant susu, gegici reseptor potansiyeli olarak
adlandirmistir (Cosens & Manning, 1969; Erag, Selli & Tosun, 2009 Nilius &
Owsianik, 2011; Nilius & Szallasi, 2014). Ancak TRP geninin molekiiler
karakterizasyonunun Montell ve Rubin tarafindan tanimlanmasi yirmi yil
kadar sonra 1989'da gerceklesmistir (Nilius & Owsianik, 2011; Nilius &
Szallasi, 2014). Montell ve Rubin, daha 6nce analiz edilen herhangi bir proteine
benzemeyen TRP proteininin, 1275 aminoasitten olusan varsayilan sekiz
transmembran alam ve 9 kez art arda tekrarlanan hidrofilik bir 8 amino asit
dizisi ile 143 kd oldugunu ispatlamislardir (Montell & Rubin, 1989). Sonrasinda
TRP kanallar: tizerine yapilan calismalar giderek artmas ve bu calismalara gore,
TRP kanal stuiper ailesinin 50 kadar farklh turi tanimlanmistir. Memelilerde 28
TRP kanali bulunmustur ve bu kanallar sekans homolojisi bakimindan 6 alt
aileye simflandirilmigtir: Ilk t¢ alt aile, birbirine yapisal olarak benzer olan;
kanonik (standart) ya da klasik TRP kanallar1 (TRPC1-7), 1s1 ile aktive edilen
vanilloid TRP kanallar1 (TRPV1-6) ve melastatin (TRPM1-8) TRP kanallarini,

diger uc¢ alt aile ise polikistin alt ailesini (TRPP1-3), mucolipin alt ailesini
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(TRPML1-3) ve ankirin reseptoriinit (TRPA1) icermektedir (Clapham, Runnels

& Striibing, 2001; Clapham, 2003; Nilius, Owsianik, Voets & Peters 2007; Nilius
& Owsianik, 2011, Samanta, Taylor & Vera, 2018; Nilius & Szallasi, 2014; Erag
vd.,2009).

TRP kanallar1 molekiler yapilar1 bakimindan voltaj kapilhi katyon
kanallarina benzerlik gosterirler ve alt1 transmembran segment icerirler. TRP
proteinlerinin -N ve -C terminalleri sitoplazmik ytizeyde yer alir. S1 ve S6
segmentleri iyon kanali olusturacak por seklinde yerlesirler (Gaudet, 2008).
TRP kanallari, hem homomerik hem de heteromerik tetramerler olusturarak
islev gostermektedirler (Montell, 2005; Nilius & Szallasi, 2014; Erac¢ vd.,2009;
Gees, Colsoul & Nilius, 2010) (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. Memeli TRP-kanal siiper familyasimin filogenetik agaci. TRPC (kanonik), TRPM
(melastatin), TRPV (vanilloid), TRPA (ankirin), TRPP (polikistin) ve TRPML (mukolipin) (Gees,
Colsoul & Nilius, 2010).

TRP kanallar1 tum hiicre tiplerinde degilse de, uyarilabilir ve
uyarilamayan pek ¢ok hiicre tipinde eksprese edilebilirler (Gees vd., 2010). Non-
selektif, polimodal tip kanallardir; yani, fiziksel (voltaj, sicaklik, kuvvet, basing
ve gerginlik) ve kimyasal (hem endojen hem de eksojen) uyaranlarin bir ¢ogu ile
aktive edilebilirler (Nieto-Posadas, Jara-Oseguera & Rosenbaum, 2011; Jara-

Oseguera & Islas, 2013). Pek cok farkli hiicresel uyarilar1 saptar ve elektrik
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sinyalleri (membran potansiyelindeki degisiklikler aracihigiyla) veya kimyasal
sinyaller (intraseliiler Ca2* konsantrasyonunu degistirerek) olarak degistirirler
(Takahashi, Kozai & Mori, 2012). Bitin TRP kanallar1 Ca2* ve diger
katyonlarin mobilizasyonunda ve diizenlenmelerinde, tonisite degisikliklerinde,
1s1 duyarlhiliginda, pH, UV 1s1k, mekanik uyari, ozmolarite degisikliklerinde;
bircok homeostatik mekanizmada, OS, nosisepsiyon ve inflamasyon da dahil
olmak tizere pek ¢ok hiicresel fonksiyonda rol oynamaktadir (Clapham, 2003;
Holzer, 2011, Bradshaw, Raboune, & Hollis, 2013; Chung, 2010). Genellikle
hiicre zarinda yer alan TRP kanallari; ayrica lizozomlar, endozomlar, Golgi
aygiti, ER ve sinaptik vezikiiller gibi bazi hiicre organellerinde, esasiyla Ca2*
kanallar:1 olarak islev gorirler (Gees vd.,2010).

Yaygin ifadeleri ve islevsel cesitlilikleri g6z 6nune alindiginda; TRP kanal
stiper ailesi uyelerinin ortak bir aktivasyon modeline sahip olmamasi ve
birbirinden farkli uyaricilarla modiile edilebiliyor olmalar1 nedeniyle; TRP
kanallarinin fizyolojisini ve insan hastaliklariyla iligkilerini anlamak igin
onemli bilimsel ¢aba harcanmaktadir. TRP kanallarmmin sistemik ve noéronal,
cesitli hastaliklara dahil edilmesinin gucli gostergeleri, kanal ekspresyonu
seviyeleri ile  hastalik  semptomlar1  arasindaki  korelasyonlardan
kaynaklanmaktadir (Nilius, Owsianik, Voets & Peters, 2007). Ornegin; defektif
TRP genlerinden kaynaklanan bir¢cok kanalopati, norodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde dogrudan yer almistir (Nilius & Owsianik, 2010). Bu nedenlerle
TRP kanallarinin noérodejaneratif hastaliklarin tedavisinde varsayilan
farmakolojik hedefler olup olmadigini anlamak i¢cin kanallarin aktivasyonunu
degistiren eksojen maddelerin kullanilmasi dogru bir yaklasim olabilir.

Biz de ¢alismamizda, eksojen bir TRP kanal modiilatorii ve néroprotektif
bir bilesik olan CA’uin, astrosit TRPA1l ve dopaminerjik néron TRPC1
kanallarinin aktivite degisimlerine neden olarak PH'nda olas1 etkilerini

gozlemlemeyi amacladik.
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2.5.1. TRPC kanallar:

IIk tammlanan TRP kanali olan Drosophila TRP kanalimin memeli
homologlar1 TRPC1, TRPC2 ve TRPC3 olarak adlandirilmistir. O zamandan
ginumiuze memelilerde yedi farkli TRPC proteini (TRPC 1-7) tanimlanmastir
(Venkatachalam & Montell, 2007). TRPC ailesi, fonksiyonel benzerliklerinin
yani sira sekans homolojilerine gore ¢ alt gruba ayrilmaktadir: depo kontrolli
TRP kanallar1 TRPC1/ C4/ C5/ C3, reseptor kontrollii TRP kanallar1 TRPCG6 /
C7 ve TRPC2. (Clapham, Julius, Montell, & Schultz, 2005; Morelli, Amantini,
Liberati, Santoni & Nabissi, 2013) Bununla birlikte, insanlarda sadece alt1
TRPC kanali ifade edilmektedir; ¢iinki insan TRPC2 kanali bir psédojendir
(Venkatachalam & Montell, 2007).

Yedi farkli memeli TRPC alt tipinin sitoplazmik N-terminali 750-900
amino asitlik dizi bakimindan birbirleriyle ve Drosophila TRPC' lerle > % 30
benzerlik gosterir (Venkatachalam & Montell, 2007). Ayrica tiim TRP kanallar1
alt1 adet transmembran bolgesine sahiptir (Montel, 2005). TRPC proteinleri, C-
terminallerinde korunmus bir TRP kutusu alanina, prolince zengin bir diziyeye
ve ayrica ¢ift bukulmiis sarmal alanlara, fosfatidil inositol 4,5-bisfosfat baglayici
ve kalmodulin (CaM) ile etkilesim i¢cin CaM baglayic1 alanlara sahiptir. Ayrica,
bu kanallarin, Homer protein homologu 1 (Homer1), inositol trisfosfat reseptori
ve caveolin-1-baglanma alanlarini korudugu gorilmistir. TRPC kanallarinin
N-terminallerinde 33 aminoasitte bir yer alan ve protein-protein etkilesiminde
gorevli oldugu diistiniilen ti¢ veya dort ankrin tekrari bulunur (Morelli vd., 2013;
Eracvd.,2009; Minke & Cook, 2002). Tum TRPC'ler, hiicre i¢i Ca2* salinimini
dizenlemekle gorevli CaM ve inositol-1,4,5-trisfosfat (IP3) reseptoru (CaM /
IP3R baglanma yeri olarak adlandirilir) ya da G proteini kapli reseptor bolgesi
icermektedirler (Clapham vd., 2005). Ek olarak, TRP'lerin, 6zellikle TRPC'lerin
cogunun, benzersiz kanal 0Ozelliklerine sahip homo veya heteromerik
fonksiyonel kanallar olusturmak i¢in multimerize oldugu gosterilmistir (Nilius
ve Owsianik, 2011; Sukumaran vd., 2017; Minke & Cook, 2002).

TRPC kanallarinin, diiz kas aktivitesinin (Albert, Saleh & Large, 2009),
endotel hiicre fonksiyonunun (Morita, Okada, Hara & Yamawaki 2011),
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KBB'nin diizenlenmesinin (Brown, Wu, Hicks & O’neil, 2008) ve hiicre
dongustinin kontroliinde (Madsen, Klausen, Fabian, Hansen, Pedersen &
Hoffmann, 2012) ayrica norotransmiter salimimi, sinaptik plastisite [uzun
vadeli depresyon ve uzun vadeli glclenme] ve beyin gelisimi gibi ¢esith
fonksiyonlarin kontrolinde ve néronal sagkalimda rol aldig: bildirilmistir (Tai,
Feng, Du & Wang, 2009; Chae, Ahn, Hong, Chang, Kim & Kim, 2012; Amaral &
Pozzo-Miller, 2012; Nilius & Szallasi, 2014).

Ozellikle belirtmek gerekir ki; TRPC alt ailesinin yedi iiyesi de (TRPC 1-7)
noronal hiicrelerde yiiksek oranda ifade edilirler (Bollimuntha, Selvaraj &
Singh, 2011; Sun, Sukumaran, Bandyopadhyay & Singh, 2014) ve noéronal
hiicreler, islevlerini ve yasamlarimi strdirebilmek icin Ca2* sinyaline buyuk
Olcide bagimlhidirlar (Komuro & Kumada, 2005). Aksiyon potansiyelinin
baslatilmasi, nérosekresyonu modiile eden voltaj kapili Caz* kanallarimi aktive
eder. Ek olarak, NMDA, AMPA ve digerleri gibi kanallara sahip post-sinaptik
noronlarda, noronal fonksiyonlarin modiilasyonu, Ca2* girisinin indiiklenmesi
ile mumkundir. Ayrica ER'deki ya da mitokondrideki Ca2* depolarinin
tukenmesi ile aktive olan depo kontrollii TRP kanallar1 aracili hiicre i¢i Ca2*
seviyeleri diizenlenmesi ile sitozolik, ER ve mitokondriyal Ca2* seviyeleri olmasi
gerekli aralikta korunmaktadir. Bu nedenlerle, TRPC proteinlerinin néronal
sagkalim, ¢ogalma ve farklilasmada kritik bir rol oynadiklarina dair giderek
artan kanitlar vardir (Sukumaran vd., 2017).

TRPC kanallarinin MSS’inde yiiksek oranda eksprese edilmeleri, PH'nin
olusumuna neden olan patofizyolojik strecler arasinda yeralan Ca2*
dishomeostezisinin (Sukumaran vd., 2017) ve glutamat ekzotoksisitesinin
(Narayanan, Irmady, Subramaniam, Unsicker & von Bohlen und Halbach,
2008) olusumuna aktivitelerindeki degisimlerin sebep olmasi nedeniyle,
calismamizi dopaminerjik noronlarda varligi bilinen TRPC1in aktivitesi ve

onun ekzojen bir inhibitora olan CA'un etkileri tizerine planladik.
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2.5.1.1. TRPC1 kanali

TRP kanallarinin memelilerde ilk kesfedilen tiirti olan TRPC1’in, eksprese
edildigi beyin, duz kas, kalp, karaciger, akciger, dalak, borek, testis, over,
endotel hiicreleri ve salgi bezleri gibi dokularda birbirinden farkli aktivasyon
mekanizmasina ve fizyolojik role sahip oldugunu o6ne suren kamnitlar vardir
(Minke & Cook, 2002; Erac¢ vd.,2009). Depo kontrollii Ca2* kanallar1 arasinda
yer alan TRPC1 kanallarinin aktivasyonuna deponun bosalmasi neden olsa da
fizyolojik kosullarda bu bogsalmanin nasil bir molekiiler mekanizma ile kanalin
aktivasyonuna neden oldugu bilinmemektedir (Erag vd., 2009).

Baz ¢aligmalar, dopaminerjik néronlarda plazma membrani Ca2* kanalh
olarak TRPC1 fonksiyonlarinin ve TRPCT'in ekspresyonunun
Nlokalizasyonunun PH-benzeri semptomlara neden olan bilesikler yoluyla
inhibe edildigini/degistirildigini gostermistir (Selvaraj, Sun & Singh, 2010).
Ornegin; TRPCIl'in asir1 ekspresyonunun, Parkinson modeli olusturmada
kullanilan norotoksinlerden biri olan 1-methyl-4-phenylpyridiniumun (MPP¥)
indikledigi norotoksisiteyi azalttigr gosterilmistir. Bu etkisini mitokondiyal
sitokrom ¢ salimini inhibe ederek ve Bax ve Apaf-1 protein seviyelerini azaltip
PH'na dahil olan dejeneratif apopitozun inhibisyonunu saglayarak gosterdigi
diustiniulmektedir (Bollimuntha, Singh, Shavali, Sharma & Ebadi, 2005).
TRPC1'in inhibisyonu ise [CaZ*]i' deki azalmaya neden olarak kaspaz-3
aktivasyonuna yol agmakta ve proapoptotik yollar1 aktive ederek apopitozisi
tetikleyebilmektedir (Moran, Itoh, Reddy, Chen, Alnemri & Pleasure, 1999).
Narayanan ve ark. glutamatin TRPC1 kanali iizerinden [CaZf]i' de biyuk
artislara neden olarak hiicre 6limuniu aktive ettigini; glutamat muamelesinden
sonra artan TRPC1 ekspresyonunun bir TRPC kanali engelleyicisi olan 2-
Aminoetoksidifenil borat (2APB) ile baskilanmasinin ise hipokampal bolgede
hiicre 6limiinii 6nemli 6lgiide azalttigini bildirmislerdir (Narayanan, Irmady,
Subramaniam, Unsicker & von Bohlen und Halbach, 2010). Li ve arkadaslarinin
sonuglart da ayni sekilde, CA ile yapilan tedavinin, TBH sonrasi TRPM7
inhibisyonu tizerinden hiicre i¢ci CaZ* konsantrasyonunu azalttiginmi géstermistir

ve onlar bu durumun apopitozisin azalmasina ve noronal canliligin artmasina
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neden oldugunu ileri stirmiislerdir. Bu sonu¢ CA’iin neden oldugu TRPM7
inhibisyonunun TBH tedavi arastirmalar: i¢in gelecekte olumlu bir terapétik
hedef olacagimi gostermektedir (Li vd., 2015). Bu verilere gore; hiicresel
sagkalim ve 6limde TRPC kanallar:1 “cift kenarh kili¢” gibi davranmaktadir
(Selveraj vd., 2010). Calismamizda TRP kanal modiilatori olarak kullandigimiz
CA de, TRPC1 kanali inhibisyonuna neden olan bir kimyasaldir (Parnas vd,
2009). Sonug olarak, hi¢bir veri TRPC1 kaybina baglh olarak bozulan Ca2* akis1
tuzerinden PH patogenezini ortaya koyacak kadar anlasilir ve ayrintili degildir.
Bu nedenle, TRPC1 kanal aktivitesinin karakterizasyonunun daha iyi
tanimlanmasi PH’nin ilerlemesinde ve baslamasinda yer alan molekuler
yollarin anlasilmasinda 6nemlidir. TRPC kanal aktivitesini/ekspresyonunu
modiile eden tedaviler PH'nin tedavisinde yardimci olarak hedeflenebilir

(Selvaraj vd., 2010).

2.5.2. TRPA kanallart

TRP kanallarinin sadece memelilerde bulunan TRPA altfamilyasinin,
simdiye kadar bilinen tek tiyesi TRPA1 olarak adlandirilir. TRPA1 kanallar:
voltaj-bagimli Ca2* gecirgen kanallar arasindadir. Kanallarin N-terminal
sitozolik ucunda, protein-protein etkilesimlerinde gorev alan ve 14 kez tekrar
eden ankirin proteinleri (Story vd., 2003; Gees vd., 2015), Ca2* baglayici1 EF el
bolgesi ve kovalent modifikasyon i¢in en az 11 adet reaktif sistein bolgesi yeralir
(Nilius and Owsianik, 2011). C-terminal sitozolik ucunda CC- bélgesi vardir ve
bu bélgenin etrafi 5 ankirin proteini ile sarilmis hilal benzeri yapiya sahiptir
(Paulsen, Armache, Gao, Cheng & Julius 2018). Ancak diger TRP kanallarinda
bulunan tipik 25-amino asitlik TRP-box bélgesinden yoksundur (Nilius and
Owsianik, 2011). Tetramerik bir yapiya sahip olan TRPA kanallarinin por
bolgesi S5 ve S6 segmentleri arasina yerlesmistir; hem tek hem ¢ift degerlikli
katyonlara gecis olusturabilir. Boylece hiicre zarini depolarize edebilir ve ifade
edildigi hiicrelerde Ca2* sinyalini baslatabilirler (Chen & Hackos, 2015). TRPA
kanallari; beyin, kalp, ince bagirsak, akciger (fibroblastlarin ve epitel

hiicrelerinin her ikisinde), iskelet kasi, cilt (keratinositler), mesane, prostat,
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vaskiler endotel hiicreleri ve pankreasta yaygin olarak eksprese edilir (Nilius
& Szallasi, 2014). TRPA1, hem insanda hem de farede akciger fibroblastlari,
alveoler epitel hiicreleri ve akciger diiz kas hiicreleri dahil olmak tizere birgok
noronal olmayan hiicre tiplerinde tespit edilmistir (Mukhopadhyay vd., 2011).
Deride TRPA1, melanositler, keratinositler ve fibroblastlar dahil olmak tizere
cesitli huicre tiplerinde bulunmustur (Atoyan, Shander & Botchkareva 2009).
Idrar yollarimi kaplayan epitel hiicrelerinde bulunan TRPA1 kanallarimin
miktirisyonda rol oynayabildigi distunilmektedir (Gratzke vd., 2010).
Pankreasin beta adacik hiicrelerinin TRPA1'1 eksprese ettigi gosterilmistir ve
bu hiicrelerde TRPA1'in aktivasyonunun insiilin salinimi ile sonug¢landig (Cao
vd. 2012) kesfedilmistir. (Chen & Hackos, 2015). Termosensitif, kemosensitif
ve mekonosensitif kanallardir. TRPA1'1 ideal bir kemosensor yapan N-terminal
sisteinlerin veya lizinlerin elektrofilik bilesikler tarafindan kovalent
modifikasyonudur (Bandell vd, 2004). Fakat kovalent modifikasyona neden
olmayan non-elektrofilik bilesikler tarafindan da aktive edilebilirler (Nilius &

Szallasi, 2014).

2.5.2.1. TRPA1 kanallart

TRPA1 iyon kanallarinin sinir siteminde; i¢ kulaktaki tiiy hiicreleri (Corey
vd., 2004), dorsal kok gangliyon (DKG) ve trigeminal gangliyon (TG)
noronlarinda (Chen & Hackos, 2015), superior servikal gangliyon ( gibi
sempatik noronlarda (Smith, Beacham, Ensor & Koltzenburg, 2004), ince ve
kalin bagirsaktaki miyenterik noronlar ve enterokromaffin hiicrelerinde
(Anand vd., 2008; Nozawa vd, 2009) ve astrositlerde (Shigetomi vd., 2012)
eksprese edildigi bilinmektedir.

Isiya duyarh (6zellikle zararhh soguk) olan TRPA1 kanallar1 (Karashima
vd., 2009) ayn1 zamanda ¢ok yonli kemosensorler olarak da iglev gorirler; alil
izotiyosiyanat (hardal yagindaki keskin bilesik), allisin (sarimsaktan),
sinnamaldehit  (tar¢cindan), mentol (naneden), tetra-hidrokanabinoid

(kenevirden), nikotin (tutin) (Karashima vd., 2007; Gees vd., 2015; Scimemi,

44



2013), CA (kekikten), cevresel irritanlar, proaljesik ajanlar, UV 1s1k, oksidan
stress (Viana, 2016) TRPA1 kanallari i¢in uyaricidar.

TRPA1 kanallari; bradikinin gibi proinflamatuvar peptitlerle indiiklenen
kimyasal nosisepsiyonda, buytime faktorlerinin salimmminda ve mekanik
transdiiksiyonda rol almaktadir (Gees vd., 2015; Scimemi, 2013). Nosiseptif
noronlarin disindaki TRPA1 ekspresyonu bircok grup tarafindan rapor
edilmistir, ancak sonucglar her zaman DKG ve TG néronlarinda goriilen
tutarlilik seviyesine sahip degildir (Chen & Hackos, 2015).

MSS'de yer alan TRPA1 kanallari, mediller DKG néronlarinin
sinapslarindaki gliserjik iletimi modiile eder (Nilius, Appendino & Owsianik,
2012). TRPA1 aktivasyonu; supraoptik cekirdekte vazopressin treten
magnoseliller noro-regulator hiicrelerin presinaptik terminallerinde, glutamat
salinimini arttirir ve hipokampiiste kanabinoid reseptorii-1'in uyarilmasinda
rol oynar. Beyin sapinda, TRPA1 viseral afferent yolda eksprese edilir ve
glutamat salinimini duzenler. Alilizotiyosiyanat gibi TRPA1 agonistleri,
niikkleus traktus solitarius noronlarim etkiler (Vennekens, Menigoz & Nilius
2012) (Nilius & Szallasi, 2014) (Nilius vd., 2012). TRPA1 kanallarinin aracilik
ettigi astrosit istirahat Ca2* konsantrasyonlarinin azalmasi, hiicre dis1i GABA
igeriginin artmasina neden olarak, bozulmus GABA tasinimi ile inhibitor sinaps
etkinligini azaltir (Shigetomi vd., 2012; Nilius vd., 2012). Stuebera ve
arkadaslari; TRPA1-agonistleri arasinda yer alan CA’tuin, hiicre disindan ve aym
zamanda ER gibi hiicre i¢i depolardan Ca2+ salimima tetikleyerek hiicre i¢i Ca2*
artisina neden oldugunu; fakat yine de TRPA1’in noérotoksisite ve dolayisiyla
noropatik agrinin tedavisi i¢in uygulanan epidermal nosiseptif sinir uclarinin
dejenerasyonu i¢in uygun bir hedef olmadigimi gostermiglerdir (Stuebera,
Eberhardta, Caspib, Levb, Binshtokb & Leffler, 2017). Bosson ve arkadaslari;
hipokampal bolgedeki astrositlerin TRPA1 kanallarinin, global ve yerel bir Ca2*
hiperaktivitesine neden olarak astrosit kaynakli glutamat salinimini
arttirdigin1 ve bunun néronal hiperaktiviteye neden olarak AH'nda erken
toksisiteye katkida bulundugunu géstermislerdir (Bosson, Paumier, Boisseau,

Jacquier-Sarlin, Buisson & Albrieux, 2017). Ayrica TRPA1'in OS kosullar:
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sirasinda tretilen birkag farkli ajan tarafindan aktive edilebilecegini gosteren
calismalar da mevcuttur. Hidrojen peroksit, TRPA1 aktivasyonuna neden olan
ajanlarin basinda yer alir ve bu yolla TRPA1 aktivasyonu in vivo noéronal
stimiuilasyon i¢in 6nemli bir yol olabilir (Andersson, Gentry, Moss & Bevan,
2008).

Tong ve arkadaslarimin 2013, Shigetomi ve arkadaslarinin 2012’de
yaptiklar1 ¢calismalar; astrositlerin bazal Ca2* konsantrasyonunun, néronlarin
homeostatik fonksiyonlarinin kontroliinde ve diizenlenmesinde oO6nemli
oldugunu gostermektedir. (Shigetomi vd, 2012; Tong, Shigetomi, Looger &
Khakh, 2013). 2012’de astrositlerin TRPA1 kanallarinin GABA alimini
dizenlediklerini gésteren Shigetomi ve arkadaslari, 2013 yilinda yaptiklar
calismada 1ise astrosit TRPA1 kanallarimin yapisal d-serin salinimim
diizenledigini, gostermislerdir (Shigetomi vd, 2012; Shigetomi, Jackson-Weaver,
Huckstepp, O'Dell, & Khakh, 2013; Tong vd., 2013). Bu mekanizmalarin her
ikisi de, TRPA1l kanallariyla astrositlerin, noéromodiilatér olarak néron
fonksiyonuna  6nemli Ol¢giide  katkida  bulundugunu, astrositlerin
gliotransmisyonun yani sira (Haydon, 2001; Halassa ve Haydon, 2010),
noronlar:1 ve mikro devreleri kontrol etmek / diizenlemek i¢in kullanabilecekleri
mekanizmalarin gesitliligini vurgulamaktadir. Bu nedenlerle, TRPA1 kanali
kaynakl astrosit Ca2* akislarinin ve bunun ardindan ortaya c¢ikan néronal
sonu¢larin, bilise (Turpin vd., 2011), travmatik yaralanmaya ve beyin
hastaliklarina (Mustafa vd., 2010) katkida bulunup bulunmadigini
degerlendirmenin yararli olacag asikardir. Bu nedenlerle, astrosit TRPA1
kanallar1 beyin hastaliklar1 i¢in degerli terapotik hedefler olarak
degerlendirilebilirler (Shigetomi vd., 2013).

Elde ettigimiz literatir bilgisi ve bizim sonuglarimiz TRPA1 kanalinin
astrositlerde eksprese edildigini ve CA’iin bu kanalin bir aktivatéri oldugunu
gostermektedir. Ancak PH’nda, SN ve striatum bélgesinde astrosit TRPA1
kanallarinin roluniin CA gibi bir modulatér kullanilarak incelendigine
rastlanmadik. Bununla birlikte, kanal fonksiyonunun degerlendirilmesi,

muhtemelen astrositler yerine néronlar i¢in gelistirilen deneysel prosediirlerin
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kullanilmas1 nedeniyle mimkiin olmadi. Bu nedenle, TRPA1 kanallarinin
PHnin olusumunda astrositlerdeki roliinii aciklamak ig¢in ileri ¢alismalar
gerektigini ongormekteyiz. Cinki astrosit TRPA1 kanallarinin CA kaynakl
situmillasyonunun neden oldugu Ca?2+ aktivitesi degisiminin gliotransmiter ve
reseptor salinimlarimi etkileyebildigini, bunun da astrositlerin sinaptik
diizenleme ve noéromodiilator rolini degistirebilecegini ve Parkinson modeli
olusturmak i¢in kullandigimiz 6-OHDAnin neden oldugu OS kaynaklarindan

bazilarinin TRPA1 kanalinin aktivasyonuna neden oldugunu bilmekteyiz.
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3. GEREC VE YONTEMLER:
Calismamizda toplam 64 adet, 200-250 gr. agirliginda eriskin erkek

Spraque-Dawley tiuru sicanlar kullanmilmistir. Calisma 6ncesinde gerekli olan
etik kurul onayi, Eskigsehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 2016/525 karar numarasi
ile alinmig, deney hayvanlar1 ESOGU Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma
Merkezi'nden (TICAM) temin edilmistir.

Arastirmalarimizda stereotaksimetrik cerrahi, immiunohistokimyasal
boyama, RT-PCR ve WB yontemleri kullanilmistair.

Arastirmalarimiz, ESOGU Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu'na
2017-1773 numaral1 projemiz ile talepte bulundugumuz malzemelerin temin

edilmesini takiben 2018-2019 tarihleri arasinda gerceklestirilmistir.

3.1. Kullanilan Materyaller

3.1.1. Kullanilan Rimyasal maddeler

Paraformaldehit: Merck, Almanya

PBS: Santa Cruz, Ispanya

Ultra saf su: Millipore Synergy Water Purification System; Rotterdam,
Hollanda

Ketamin: Bayer, Almanya

Ksilazin: Bayer, Almanya

6-OHDA: Sigma, ABD

Askorbik asit: Merck, Almanya

Anti-ADNP: Abcam, Cambridge, Ingiltere

Anti-GFAP: Calbiochem, Darmstadt, Almanya

Hidrojen peroksit: Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD

3.1.1.1. RNA 1zolasyon malzemeleri
PureLink™ RNA Mini Kit: Life Technologies Corporation, KA, ABD
2—-merkaptoetanol: Sigma, ABD
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%96-100’1liik etanol: Sigma, ABD

Qubit® RNA BR Assay Kit: Life Technologies Corp., KA, ABD

3.1.1.2. Real-time PCR malzemeleri

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit: Life Technologies Corp., KA,
ABD
TRPA1, TagMan® Gene Expression Assay: Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
ABD
TRPC1, TagMan® Gene Expression Assay: Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
ABD
GAPDH, TagMan® Gene Expression Assay: Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
ABD
TagMan™ Fast Advanced Master Mix: Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD

3.1.1.3. Protein izolasyon malzemeleri

RIPA (Radioimmunoprecipitation assay) Lizis Soliisyonu: Santa Cruz
Biotechnology Inc., KA, ABD
Qubit Protein Assay Kit: Life Technologies Corp., KA, ABD

3.1.1.4. Western blot malzemeler:

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X): Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD
NuPAGE® Sample Reducing Agent (10X): Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
ABD,

NuPAGE® MES SDS Running Buffer (20X): Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
ABD

NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris Protein Gels, 1.0 mm, 10-well: Thermo Fisher
Scientific Inc., MA, ABD

SeeBlue™ Pre-stained Protein Standard: Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
ABD

49



MagicMark™ XP Western Protein Standard: Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
ABD

1Blot Transfer Stack, Nitrocellulose Regular: Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
ABD

1Bind™ Flex Solution Kit: Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD
Anti-TRPC1 (ab75322): Abcam plec., Cambridge, Ingiltere

Anti-TRPA1 (ab58844): Abcam plec., Cambridge, Ingiltere

Anti-GFAP (ab7260): Abcam plc., Cambridge, Ingiltere

Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alkaline Phosphatase) (ab6722): Abcam plc.,
Cambridge, Ingiltere

1Bind™ Flex Cards: Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD

WesternBreeze™ Chemiluminescent Kit: Thermo Fisher Scientific Inc., MA,

ABD

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Hassas terazi: E12139, Ohaus, isvigre

Buzdolabi: Arcgelik, Turkiye

Perfuzyon pompasi: KD Scientific, ABD

Mikrodiyaliz pompas: CMA 102, CMA Co. , Isvec

Mikrodiyaliz probu: CMA 12(PAES Memb.), CMA Co., Isvec

Diyalizat toplayici: CMA 170, CMA Co., Isveg

Isitic: ped: CMA 149, CMA Co., Isvec

Stereotaksimetrik diizenek: Kopf 5600, David Kopf Ins. , ABD

Vorteks: NM110, Nuvemix, Turkiye

Beyin Blokeri: Kopf PA-001, David Kopf Inst., ABD

Istatistik programi: SPSS 22, ABD

-86°C Derin Dondurucu Buzdolabi: Panasonic Twin Guard ULT Freezers
(-86°C), Panasonic Healthcare Holdings Co., Tokyo Japonya

Calkalamali1 Su Banyosu: SHEL-LAB SWBR17, Sheldon Manufacturing, Inc.,
OR, ABD
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Mikrosantrifiy: Sigma 1-14K, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am
Harz, Almanya

Sonikator: Vibra-cell VCX 750, Sonics & Materials Inc., CT, ABD

Florometre: Qubit® 2.0 Fluorometer, Life Technologies Corp., KA, ABD
Thermal Cycler: Applied Biosystems Veriti™ 96-Well Thermal Cycler, Thermo
Fisher Scientific Inc., MA, ABD

RT-PCR Cihazi: Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-Time PCR System,
Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD

Mini Gel Tank: Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD

Glug¢ Kaynagi: PowerEase 90W Power Supply (230 VAC), Thermo Fisher
Scientific Inc., MA, ABD

iBlot 2 Dry Blotting System: Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD

1Bind Western Device: Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD

Kodak Gel Logic 1500 Molecular Imaging System: Eastman Kodak Company,
NY, ABD

Nikon NIS Elements 4.2 Image Analysis Software Programme: Nikon
Instruments Inc., NY, ABD

Leica DCM 3000: Leica, Germany.

Etuv: Nuve, Turkiye

3.2. Yontem

Bu calismada eriskin erkek Spraque-Dawley tiru sicanlar kullanildi ve
deneyler her bir grupta 16 adet sican olmak tuzere 4 grup uzerinde
gerceklestirildi. Her grup kendi iginde farkli deneysel amaglar igin iki gruba
ayrildi (her grupta 8 adet hayvan olacak sekilde). Gruplar:

Grup 1- Sham (Taklit Operasyon) grubu: Bu gruptakilere intrastriatal
olarak %0.3'liik 2 pl askorbik asit ¢ozeltisi ve daha sonra takip eden 14 giun
boyunca %0.9'luk saline ¢ozeltisi iki gunde bir i.p. olarak verildi.

Grup 2- 6-OHDA (6-Hidroksidopamin) verilen grup: Bu gruptakilerin
KS’larina, 2 ul %0.3'liik askorbik asit ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmis olan 12 pg

6-OHDA (6 pg/ul), stereotaksimetrik sistem altinda verilerek Parkinson modeli
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olusturuldu. Parkinson modeli olusturulduktan 1 saat sonra baslamak tizere 14
glin boyunca iki glinde bir i.p. olarak %0.9'luk saline ¢6zeltisi verildi.

Grup 3- 6-OHDA + DMSO verilen grup: Bu gruptakilerin KS’larina, 2 uL
%0.3'ltik askorbik asit ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmis olan 12 pg 6-OHDA (6
pg/ul), stereotaksimetrik sistem altinda verildi ve parkinson modeli
olusturuldu. Parkinson modeli olusturulduktan 1 saat sonra baslamak tzere 14
glin boyunca iki giinde bir i.p. olarak DMSO verildi.

Grup 4- 6-OHDA verilen + CA uygulamasi yapilan grup: Bu gruptakilerin
KS’larina, 2 uL. %0.3'lik askorbik asit ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmis olan 12
pg 6-OHDA (6 pg/ ul) stereotaksimetrik sistem altinda verilerek parkinson
modeli olusturulduktan 1 saat sonra baslamak tizere DMSO i¢erisinde ¢oziilmiis
10 mg/kg CA, i.p. olarak 14 gun siireyle iki giinde bir verildi.

Her gruptaki 8 hayvan immiinohistokimyasal igslemler i¢in intrakardiak
yolla perfiize edilerek fiksasyonu saglandi. Gruplardaki diger 8 hayvana
servikal dislokasyon yapilarak beyinleri ¢ikarildi, beyin blokerinda SNpc ve
striatal alanlar1 dikkatle ayrilip sivi nitrojene atilarak molekiiler parametreler

(RT-PCR ve WB) i¢in calisma yapilincaya kadar -80 °C'de saklandi.

Tablo 3.1. Calismada sicanlarda kullanilan kimyasallar

Ajanin ad1 Doz Hacim  Verilis yolu  Verilis sitkhigi  Etki stiresi
Xylazin 10 mg/kg i.p lkez 2 saat
Ketamin 75 mg/kg i.p lkez 2 saat
DMSO i.p 7 kez

CA 10 mg/kg 1.p 7 kez

6-OHDA 6 nug/pl 2 ul.  intrastriatal 1 kez

Askorbik asit ¢ozeltisi % 0.3 2 ul.  intrastriatal 1 kez

Uretan 1.5 g/kg i.p 1 kez 4 saat
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3.2.1. 6-OHDA ile Parkinson modeli olusturulmasi

PH modeli olusturma asamasindan 6nce sicanlar ketamin (75 mg/kg i.p.)
+ xylazine (10 mg/kg 1i.p.) kombinasyonu ile anestezi altina alind.
Stereotaksimetrik sistem yardimiyla (KOPF Model 5000) unilateral olarak
sican beyninde KS’a girilip (Stereotaksimetrik koordinatlar Watson-Paxinos
atlasi kullanilarak Bregma'ya gore striatum ic¢in: Anterior-Posterior (AP): 1.60;
Lateral (L): 2.6; Vertikal (V): 5.1) Hamilton mikroenjeksiyon enjektori ile sham
gruplari igin 2 pl askorbik asit ¢ozeltisi, Parkinson modeli olusturulan gruplar
i¢in toplam 2ul (6pg/ul) 6-OHDA ¢6zeltisi enjekte edildi. Siganlarin viicut 1silar:
operasyon sirasinda rektal termometre ve 1sitici ped aracilig: ile sabit tutuldu
(37£0.5°C). In vivo islemler, hayvanlardaki giin i¢i ritim degisiklikleri goz
onunde bulundurularak, her sican i¢in giiniin ayn saatlerine denk getirilerek
yapildi. Operasyon sonrasi kafatas: tizerindeki kesi steril kosullarda dikkatlice

dikilip, sicanlar 6zel kosullarda farkli kafeslerde bakima alinda.

3.2.2. Karvakrol uygulanmasi

4. gruptaki sicanlara CA, 6-OHDA uygulamasindan 1 saat sonra 10 mg/kg
1.p. olarak DMSO icerisinde verildi. CA verilme islemi 14 giin siireyle 2 giinde

bir tekrarlanda.

3.3. Histolojik incelemeler ic¢in yapilan islemler
3.3.1. Perfiizyon fiksasyonu

14. giiniin sonunda sicanlar, tiretan anestezisi (1.5 g/kg i.p) altinda alinip
anestezi derinligi kontrol edildi. Sicanlarin gogiis kafesleri, ksifoid
kikirdaklarindan baslanip gogus kafesi igerisindeki organlara zarar
verilmemesine dikkat edilerek agildi. Sonrasinda etrafindaki dokulardan
uzaklastirilan kalp, acgiga cikarildi. Kalbin sol ventrikiiliine, peristaltik bir

pompaya bagl olan kateter yerlestirildikten sonra kalbin sag atriumuna bir
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kesi atilarak, perfiizyon sivisinin ¢ikmasi saglandi ve perfiizyon islemine

baslandi.

Perfuzyon islemi i¢in 37,5 C°de fosfat tamponlu salin (PBS, pH:7,4) ve
fiksatif (%4 Paraformaldehit) ¢ozeltileri kullanildi. Tampon ¢ozelti viicuttaki
kan bosalincaya kadar (5dk., 100 ml) olacak sekilde verildi. Fiksatif ¢ozelti ise
tim vicut istenen sertlige ulasincaya kadar (10dk., 100 ml) uygulandi.
Fiksasyon isleminin tamamlanmasinin ardindan siganin bas kismi viicuttan
ayrildi ve kafatas1 acilarak beyin dokusu bir butun olarak cikarildi. Beyin
blokirina (Kopf PA-001) yerlestirilen beyin dokusundan striatal ve nigral
bolgeleri iceren beyin alanlari (Bregma 1.70 ile Bregma 0.80 arasi) kesilerek

fiksatif ¢ozeltiye alindi ve fiksatif ¢ozelti icerisinde 1 gin bekletildi.

3.3.2. Immiinohistokimyasal islemler

Fiksasyonu yapilan beyin doku érnekleri 1s1k mikroskobik inceleme icin ilk
olarak %4’luk paraformaldehit soliisyonunda tespit edildi. Tespit isleminden
sonra doku oOrnekleri kasetlere konularak akar su altinda 2 saat siiresince
yikandi. Suyun uzaklastirilmasi i¢in dokular artan derecelerde alkol
serilerinden (%60, %70, %80, %90, %96 %100) gecirildiler. Sonrasinda dokular
seffaflastirilmak amaciyla ksilolden gecirildi ve ardindan erimis parafine

gomuldiiler.

Hazirlanan parafin bloklardan 4 p kalinliginda seri kesitler alindi. Bu seri
kesitlerin ilkinde dopaminerjik néronlar: belirlemek i¢in TH, ikincisinde ise
dopaminerjik noéron kaynakli TRPC1 kanallarimi belirlemek icin TRPC1
isaretlemeleri yapildi. Yine aymi sekilde ardarda alinan iki kesitin ilkinde
astrositleri belirlemek icin GFAP isaretlemesi ve hemen sonrasinda alinan
kesitten elde edilen preparatta da astrosit kaynakli TRPA1l kanallarinin
isaretlemesi yapildi. Bunun ic¢in kesitlere asagidaki imminohistokimya

protokolii uygulandi.
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3.3.3. Immunhistokimyasal ikili boyama (TH-TRPC1 ve GFAP-TRPA1I)

Tum deney gruplarina ait beyin dokusu bloklarindan pozitif sarjli lamlara
4 nm kalinhginda kesitler alindi. Kesitler 60°C etiivde 1 saat bekletildikten
sonra, 3x10 dakika ksilole alinarak deparifizasyonlar:1 saglandi. Daha sonra
lamlar sirasiyla azalan alkol serilerinden gecirilip rehidrate (%100, %96, %80,
%70) edildi. Kesitler alkolden arindirilmak amaciyla iki kez 1’er dakika distile
sudan gecirildi. Antigen maskesini kaldirmak i¢in 1/10 dilue citrat buffer (AP-
9003-999 Thermo scientific) mikrodalga ile uygulandi. Distile su ile yikama
asamasimdan sonra 10 dakika %31ik hidrojen peroksit (TA-125-HP
ThermoScientific) ile etkin birakilan dokularda endojen peroksidaz aktivitesi
bloke edildi. PBS ile yikanan kesitler 10 dakika Protein Bloke (TA-125-
PBQ ThermoScientific) edildi. Daha sonra seri kesitlerden birincisi anti-GFAP
ile ve hemen takibeden ikinci kesit ise anti-TRPA1 primer antikoru ile aym
nemli ortamda 60 dakika stireyle ayr1 ayr1 lamlarda inkiibe edildi. Diger bir seri
kesit grubu da ayni sekilde birinci kesiti anti-TH ile ve hemen takibinde ki ikinci

kesiti de TRPC1 primer antikoru ile etiivde ayni sartlar altinda inkiibe edildi.

Tablo 3.2. Kullanilan antikorlar ve diliisyon oranlari

ANTIKOR MARKA KATALOG NO  DILUSYON
Anti GFAP antibody Calbiochem TFO3L 1/100

(fare antikoru)

Anti TRPA1 antibody Millipore ABN1009 1/100
(tavsan antikoru)

Anti TH antibody Sigma T8700 1/100
(tavsan antikoru)

Anti TRPC1 antibody Santa Cruz sc-133076 1/50

(fare antikoru)

Inkiibasyon sonrasit GFAP ve TRPAI1 ile boyanan kesitler DAB (Kahve
rengi) ile konjuge edilmis Goat anti-Mouse sekonder antikoru (BA1001-Boster
Bio USA) ile; TH ve TRPC1 ile inkiibe edilen kesitler ise Goat-anti Rabbit
sekonder antikoru (BA1003-Boster Bio USA) ile 30 dakika siireyle inkiibe edildi.

Her asamada PBS ile yikama yapildi. Lamlar artan dereceli alkol serilerinden
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gecirilerek (%70, %80, %96, %100), 2x1 dakika ksilole alindi1 ve entellan ile
kapatilda.

Immunopozitif hiicrelerin sayimi siirecinde SN bélgelerinden ardarda
alinan ve farkli boyalarla boyanan preparatlarin degerlendirilmesinde; her bir
kesit immunoreaktivitesi seri halde degerlendirilmis ve bu sayede birbirine
komsu alanlardaki immunoreaktiviteler sifira yakin hata ile tespit edilmis oldu.
Ornegin GFAP ve TRPA1 ile yapilan degerlendirmede ilk kesit GFAP boyas: ile
boyandi ve 1s1k mikroskop altinda GFAP (+) astrositler sayildi. Daha sonra
mikrotomda daha énceden bu kesitten bir sonra alinmis kesite ait preparat
alinarak bu kez TRPA1 ile boyandi ve TRPA1 (+) astrositler sayildi. Bu sayede
ayni alamin 4 p altindaki hemen hemen ayni yogunlukta bulunan aym tip
hiicrelerdeki immunoreaktivite degerlendirilerek goruntiler elde edildi.
Boyama sonrasi kesitlerde yer alan immunopozitif hiicreler Nikon Nis Elements
4.2 gorunti analiz programi ile sayildi. Her grup ve her hayvan i¢in istatistiki

veriler olusturuldu.

3.4. Gen Ekspresyonu

SN ve KS beyin bolgelerine ait dokulardan dopaminerjik néron ve astrosit
hiicrelerinin ribo niikleik asiti (RNA) i1zole edilerek hedef genler TRPA1 ve
TRPC1 ile kontrol geni olan GAPDH’in habereci ribo niikleik asitlerinin (mRNA)
kantitatif miktarlarim tespit etmek icin RT/PCR teknigi kullanilda.

3.4.1. RNA izolasyonu

Dopaminerjik néron ve astrosit hiicrelerinin RNA izolasyonu yapmak i¢in

PureLink™ RNA Mini Kit (Life Technologies Corporation, KA, ABD) kullanilda.

3.4.1.1. Kullanilan ¢ozeltiler

i. 2-merkaptoetanol
ii. %7071k etanol (riboniikleaz (RNaz) icermeyen saf su ile hazirlanmis.)

iii. %96-100Tuk etanol
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iv.  Lizis Soliisyonu (Kitin iginde bulunuyor.)
v. Wash I (Kullanima hazir sekilde kitin i¢inde bulunuyor.)
vi.  Wash II (Kitin i¢ginde bulunuyor.)

Lizis solisyonunu kullammma hazir duruma getirmek icin 2-
merkaptaetanol kullanildi. Lizis ve homojenizasyon asamalarinda kullanilmak
tizere lizis soliisyonu ile %1’lik 2-merkaptaetanol soliisyonu hazirlanda.

Wash II soliisyonunu kullanima hazir duruma getirmek i¢in tizerine 60 ml

%96-100'liik etanol eklendi.

3.4.1.2. RNA 1zolasyon protokolii

RNaz icermeyen mikrosantrifiyy tipler icerisinde -80°C’de saklanan
dopaminerjik noron ve astrosit igeren dokular buz tizerine yerlestirilerek oda

sicakliginda ¢oziilmesi saglanda.

RNA izolasyonu i¢in asagidaki protokolii uygulandi:

1. Ornek sayis: kadar RNaz icermeyen 15 ml'lik santrifij tipleri taze 600
pl %1 oraninda 2-merkaptaetanol igceren lizis solisyonu ile dolduruldu.
Buz tzerinde eritilen doku orneklerinin her biri bu tipler igerisine
yerlestirildi.

2. 15 ml'lik santrifiyy tupleri igerisindeki ornekler sonikatér cihazinda
(Vibra-cell VCX 750, Sonics & Materials Inc., CT, ABD) homojenizasyona
tabi tutuldu.

3. Homojenat oda sicakliginda 12.000xg’de 2 dk santrifiij edildi.

4. RNA iceren sivi fazin hepsi RNaz igermeyen mikrosantrifiij tiipline
aliarak tzerine 500 pul %70’lik etanol eklendi.

5. Sonrasinda vortekslenerek karistirilan 6rneklerin 700 pl’si kit igerisinde
mevcut olan kolonlara aktarildi.

6. Oda sicakliginda 12.000xg’de 15 saniye santrifiij edildi.

7. Geri kalan kisim da en fazla 700 pl kullanilarak kolonlara aktarildi. Ayni
sartlarda santrifiyj edildi. Santrifiy asamalari sonras1 toplama tiiptinin

altinda biriken sivi her defasinda bosaltilda.
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8. Yikama islemleri kitin igindeki Wash I ve Wash II soliisyonlari ile yapilda.

Ornekleri iceren kolonlara 700 ul Wash I eklenerek 12.000xg’de 15 sn
santrifiyy edildi. Toplama tipi degistirildi.

9. Ornekleri iceren kolonlara 500 pl Wash II eklenerek 12.000xg’de 15
saniye santrifiij edildi. Bu islem iki defa tekrarlandi. Tuplerin altindaki
s1v1 her defasinda bosaltilda.

10. Kolonlar hi¢bir sey eklenmeden 12.000xg’de 2 dakika santrifiy edildi.

11. Kolonlar yeni RNaz icermeyen mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi.
Uzerlerine 50 pl RNaz icermeyen saf su ilave edilerek oda sicakliginda 1
dakika inkiibe edildi.

12. Inkiibasyon sonrasi kolon yerlestirilmis mikrosantrifij tipleri
12.000xg’de 2 dakika santrifiy edildi.

13. Santrifiij sonrasi1 kolondan mikrosantrifiij tiipiine gecen sivi kistm RNA
igerdiginden komplamenter deoksiribo niikleik asit (cDNA) sentezi i¢in
kullanildi. ¢cDNA sentez asamasina kadar RNA ornekleri -80°C’de

saklanda.

3.4.2. RNA konsantrasyonu 6l¢iimii

Orneklerin RNA konsantrasyonlar: florometre cihazinda (Qubit® 2.0
Fluorometer, Life Technologies Corp., KA, ABD) Qubit® RNA BR Assay Kit
(Life Technologies Corp., KA, ABD) kullamlarak olcilldii. Ornek 6l¢iimii
yapilmadan once kit icerisinde bulunan soliisyonlar ile ¢alisma soliisyonu

hazirlandi. Calisma soliisyonunun igerigi Tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.3. 200 ul Qubit ¢aligma soliisyonu igerigi

Calisma Soliisyonu Icerigi Hacim
Qubit® RNA BR Buffer 199 ul
Qubit® RNA BR Reagent 1ul
Toplam 200 pl
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Kit igerisinde mevcut olan 0,5 ml'lik tiiplerden standart ve 6rnek miktar:
kadar hazirlandi. Her birine 190 pl ¢alisma soliisyonu eklendi. Uzerlerine
standart ve Orneklerden 10 pl eklenerek vortekslendi. Sonrasinda oda
sicakliginda 15 dk inkiibasyona birakildi. Florometre cihazinda o6nce
standartlar okutularak standart egrisi ¢izildi. Sonrasinda érnekler okutularak
standart egrisine gore ornek konsantrasyonlar: belirlendi. En disuk o6rnek

konsantrasyonu referans alinarak RNA konsantrasyonlar: esitlendi.

3.4.3. cDNA sentezi

Konsantrasyonlari esitlenmis RNA 6rneklerinden cDNA Sentezi i¢in High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies Corp., KA, ABD)
kullanildi. Kit igerisinde 10X RT Buffer, 25X dNTP mix, 10X RT Random
Primers, MultiScribe™Reverse Transcriptase c¢ozeltileri hazir halde
bulunmaktadar.

cDNA sentezi toplam 20 pl reaksiyon haciminde gerceklestirildi. Sentez
i¢cin 10 pl RNA 6rnegi, 2 pul 10X RT random primerler, 2 pl 10X RT tamponu, 0.8
pl 25X dNTP karisimi, 4.2 pl niikleaz icermeyen su ve 1 pl MultiScribe™Reverse
Transcriptase enzimi kullanildi (Tablo 3.4). Her 6rnek i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan
PCR karisimlar: 0.2 ml PCR tipleri igerisinde termal dongii cihazina (Applied
Biosystems Veriti™ 96-Well Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific Inc.,
MA, ABD) yerlestirildi. Cihazda 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve
4°C’de o olacak sekilde cDNA sentezi protokolii yuritildia. Olusan c¢cDNA
ornekleri -20°C’de sakland.
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Tablo 3.4. cDNA sentezi i¢gin PCR karigimi

Reaktif Hacim
10X RT Tamponu 2 ul
25X dNTP Karigimi 0.8 ul
10X RT Random Primerler 2 ul
MultiScribe™Reverse Transcriptase 1ul
Nikleaz icermeyen H20 4.2 pl
RNA Ornegi 10 pl
Toplam Hacim 20 ul

3.4.4. RT-PCR ile hedef genlerin cDNA amplifikasyonu

Ters transkripsiyon ile elde edilen ¢cDNA’lar sekans spesifik primer ve
problarin varliginda RT-PCR ile amplifiye edildi. RT-PCR protokoliinde Taq
Polimeraz igeren enzim kiti ile birlikte hedef genler TRPA1 ve TRPC1 ile
internal pozitif kontrol geni GAPDH (gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz)in
amplifikasyonu icin dizayn edilmis primer-prob karisimlarini iceren kitler
kullanildi. Kullamilan kitler Tablo 3.5'de gosterilmistir. Primer-prob
karisimindaki problar; Tagman kimyasina gore uretilmis, parcalandiginda
floresan 1s1k sacan, hedef genlerin sekanslarina spesifik baglanma yapabilen

oligoniikleotidlerdir.

Tablo 3.5. RT- PCR protokoliinde kullanilan kitler

Malzeme Marka Katalog Numarasi
TRPA1, TagqMan® Gene Thermo Fisher Scientific Rn01473803_m1l
Expression Assay Inc., MA, ABD

TRPC1, TaqMan® Gene Thermo Fisher Scientific Rn00585625_m1l
Expression Assay Inc., MA, ABD

GAPDH, TagMan® Gene Thermo Fisher Scientific Rn01775763_gl
Expression Assay Inc., MA, ABD

TagMan™ Fast Advanced Thermo Fisher Scientific 4444557

Master Mix Inc., MA, ABD
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RT-PCR protokoliinde her 6rnek i¢in hazirlanan reaktiflerin miktari Tablo

4'de gosterilmistir. Reaksiyon karisimindaki ¢cDNA disindaki reaktifler 6rnek
miktarina gore hazirlanarak 96 kuyucuklu PCR plakalarina dagitildi.
Sonrasinda her bir kuyucuga cDNA ornekleri eklenerek PCR plakasinin tsti
optik yapiskan film ile kapatildi. Kuyucuklar icerisindeki reaksiyon karisiminin

tamamen dibe ¢6kmesi icin PCR plakasi 1500xg’de 2 dakika santrifiy edildi.

Tablo 3.6. RT-PCR karisiminda kullanilan reaktifler

Reaktif Hacim
Nikleaz icermeyen H20 7ul
TagMan® Gene Expression Assay 1u
TagMan™ Fast Advanced Master Mix 10 ul
cDNA Ornegi 2 ul
Toplam 20 pl

RT-PCR protokol kosullar: Uracil-N glycosylase inkiibasyonu i¢in 50°C’de
2 dk, polimeraz aktivasyonu i¢in 95°C’de 2 dk, amplifikasyon i¢in (45 sikliis)
95°C’de 1 sn, 60°C’de 20 sn olacak sekilde Applied Biosystems StepOnePlus™
RT-PCR System (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD) cihazina
programlandi. PCR plakasi cihaza yerlestirildikten sonra reaksiyon kosullarina
gore yurutildii.

RT-PCR cihazinda reaksiyon gerceklestirildikten sonra her 6rnegin CT
(Threshold Cycle) degeri elde edildi. En dogru sonucu elde etmek i¢in reaksiyon
birbirinden bagimsiz olarak ti¢ kez tekrarlanda.

Hedef gen ekspresyon seviyesinin hesaplanmasi 2-2ACT metoduna gore
karsilastirmali olarak yapildi (Pfaffl, 2001).

ACT (Kontrol grubu) = Hedef genin CT degeri - Referans genin CT degeri
ACT (Uygulama grubu) = Hedef genin CT degeri - Referans genin CT degeri
AACT = ACT (Uygulama grubu)-ACT (Kontrol grubu)

Normallestirilmis hedef gen ekspresyon seviyesi= 2-2ACT
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3.5. Western Blot Analizi

Herhangi bir doku 6rnegi icerisindeki proteinler arasindan tek bir proteini
ozgun bir sekilde saptamak ve goreceli olarak deney gruplar1 arasindaki
miktarini karsilastirmak (yar1 kantitatif) igin kullanilan yonteme WB denir.

Dopaminerjik néron ve astrosit igeren beyin dokularinda TRPA1 ve TRPC1
proteinlerinin goreceli olarak miktarlarini belirlemek i¢in WB yontemi
kullanildi. Hedef proteinlerin goéreceli miktarlarimi tayininde pozitif kontrol

proteini olarak GFAP kullanilda.

3.5.1. Doku homejanati hazirlanmast ve protein izolasyonu

Dokularin parcalanarak homejenat hazirlanmasi ve protein izolasyonu
icin RIPA lizis soliisyonu kullanildi. 1 ml RIPA lizis soliisyonu hazirlamak i¢in

kit prospektiisiine gore kullanilan ¢ézeltiler Tablo 3.7’de gosterilmistir.

Tablo 3.7. 1 ml RIPA lizis soliisyonu i¢in kullanilan ¢ozeltiler

Cozelti Hacim
PMSF (Phenylmethylsulfonyl Fluoride) Soliisyonu 10 pl
Sodium Orthovanadate Soliisyonu 10 ul
Protein Inhibitérii 20 pl
RIPA Tamponu 960 ul
Toplam 1 ml

I1k 6nce WB analizi i¢in -80°C’de saklanan dopaminerjik néron ve astrosit
dokular: buz lizerine yerlestirilerek oda sicakliginda ¢oéziilmesi saglandi. Her
doku 6rneginden 80 mg alinarak bistiiri yardimiyla kiiciik parcalara ayrildi.
Parcalanan oOrnekler sonrasinda buz tzerinde proteaz igcermeyen steril
mikrosantrifiij tiiplerine yerlegtirildi. Uzerlerine 240 pl (Doku 6rneklerinin
agirhiklarina gore kit prospektiisiinde belirtilen oranla hesaplandi.) RIPA lizis
soliisyonu eklendi. Ornekler buz iizerinde sonikator (Vibra-cell VCX 750, Sonics
& Materials Inc., CT, ABD) yardimiyla ti¢ kez 10 sn’lik pargalama islemine tabi
tutuldu. Buz tuzerinde 30 dk inkiibasyondan sonra +4°C’de 10000xg’de 10 dk

santrifiiy edildi. Supernatant fazda bulunan protein karisimi yeni bir
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mikrosantrifiij tipune alinarak protein miktarinin 6l¢iimiine kadar -20°C’de

saklanda.

3.5.2. Protein konsantrasyonu ol¢ciimii

Protein miktarinin 6lgimii Qubit Protein Assay Kit (Life Technologies
Corp., KA, ABD) kullanilarak, Qubit 2,0 Fluorometer (Life Technologies Corp.,
KA, ABD) cihazinda yapildi. Ornek 6l¢iimii yapilmadan once kit icerisinde
bulunan solisyonlar ile ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Calisma soliisyonunun
icerigi Tablo 3.8’de gosterilmistir.

Tablo 3.8. 200 ul Qubit ¢aligma soliisyonu igerigi

Cozelti Hacim
Qubit Protein Buffer 199 ul
Qubit Protein Reagent 1ul
Toplam 200 pl

Kit igerisinde mevcut olan 0,5 ml'lik tiiplerden standart ve érnek miktar:
kadar hazirlandi. Her birine 190 pl calisma soliisyonu eklendi. Uzerlerine
standart ve Orneklerden 10 pl eklenerek vortekslendi. Sonrasinda oda
sicaklhiginda 15 dk inkibasyona birakildi. Florometre cihazinda oOnce
standartlar okutularak standart egrisi ¢izildi. Sonrasinda 6rnekler okutularak
standart egrisine gore konsantrasyonlar belirlendi. En dusik o6rnek

konsantrasyonuna goére butiin 6rnekler 100 pg/ml’ye esitlendi.

3.5.3. Orneklerin jele yiiklenmesi ve sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforez islemi
Her biri 100 pg/ml protein igeren ornekler jele yiiklenmeden once
denatiirasyon yapan ve negatif yukle yikleyen ajanlar NuPAGE® Lityum
Dodesil Sulfat (LDS) Sample Buffer (4X) (Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
ABD) ve NuPAGE® Sample Reducing Agent (10X) (Thermo Fisher Scientific
Inc., MA, ABD) ile muamele edildi. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforez’e (SDS-PAGE) yiiklenecek toplam hacmi 20 pl olan karisimin
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bilesenleri Tablo 3.9de gosterilmistir. Bu yiikleme karigimi isitici tabla
tizerinde 70°C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra SDS-PAGFE’e yiiklemek i¢in

hazir duruma gelda.

Tablo 3.9. Jele yukleme karigiminin igerigi

Jele Yiukleme Karigimin Bilesenleri Hacim
NuPAGE® LDS Sample Buffer 5 ul
NuPAGE® Sample Reducing Agent 2 ul
Protein Ornegi 13 ul
Toplam 20 pnl

SDS-PAGE islemi i¢in Mini Jel Tank (Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
ABD) sistemi kullanildi. Poliakrilamid jel olarak bu sisteme uyumlu NuPAGE™
4-12% Bis-Tris Protein Gels, 1.0 mm, 10-well (Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
ABD) hazir jel kasetleri kullanildi. Jel kaseti Mini Gel Tank sistemine
yerlestirildikten sonra tank NuPAGE® MES SDS Running Buffer (20X)
(Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD) ile dolduruldu. Jelin ilk kuyucuguna
10 pl MagicMark™ XP Western Protein Standard (Thermo Fisher Scientific
Inc., MA, ABD) ve 5 pl SeeBlue™ Pre-stained Protein Standard (Thermo Fisher
Scientific Inc., MA, ABD) karisimi eklendi. Geriye kalan kuyucuklara SDS-
PAGE islemi i¢in hazir hale getirilmis protein 6rneklerinden 20 pl ytiklendi.

3.5.4. Protein drneklerinin nitroseliiloz membrana aktarilmast
(blotlama)

Ik olarak protein 6rneklerinin aktarilacag: nitroselilloz membran iBlot®
2 Transfer Stacks (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD) hazir duruma
getirildi. Poliakrilamid jel, jel kasetinden c¢ikartilarak dikkatli bir sekilde
membran tizerine yerlestirildi. Sonrasinda membran paketi blotlama igin iBlot
2 Dry Blotting System (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD) cihazina
yerlestirildi. Cihaz icerisinde 9 dk blotlama islemi uygulandiktan sonra

membran bloklama ve antikor muamelesi hazir duruma getirildi.
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3.5.5. Bloklama ve antikor uygulanmasi

Bloklama ve antikor muamelesi i¢in iBind Western Device (Thermo Fisher
Scientific Inc., MA, ABD) sistemi kullanildi. Bu sistemde kullanilmak tizere
bloklama iglemi i¢in 30 ml iBind soliisyonu hazirlandi. iBind soliisyonu, iBind™
Flex Solution Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD) icerisinde mevcut
olan Tablo 3.10’da belirtilen ¢6zeltiler kullanilarak hazirlandi.

Tablo 3.10. iBind soliisyon igerigi

iBind Soliisyon Icerigi Hacim
iBind Flex 5X Buffer 6 ml
iBind Flex 100X Additive 0,3 ml
Distile Su 23,7 ml
Toplam 30 ml

Antikor uygulamasi i¢cin Anti-TRPC1 (ab75322, Abcam plc., Cambridge,
Ingiltere), Anti-TRPA1 (ab58844, Abcam plc., Cambridge, Ingiltere) ve Anti-
GFAP (ab7260, Abcam plc., Cambridge, Ingiltere) primer antikorlar: ile Goat
Anti-Rabbit IgG H&L (ab6722, Abcam ple., Cambridge, Ingiltere) sekonder
antikoru 1/1000 oraninda seyreltildi.

iBind cihazi iBind™ Flex Cards (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, ABD)
ile calisan bir sistemdir. Bu kartlardan bir tanesi cihaza yerlestirilerek kartin
tim ytizeyi 5 ml, tam ortasi ise 1 ml iBind soliisyonu ile muamele edildi.
Sonrasinda proteinlerin aktarildigi nitroseliilloz membran iBind soliisyonu ile 5
dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi proteinlerin aktarildigi taraf karta
bakacak sekilde membran iBind kart uzerine yerlestirilerek cihazin kapag:
dikkatli bir sekilde kapatilda.

Cihazin uzerinde dort adet kuyucuk bulunmaktadir.
Kuyucuklara sirasi ile;

1. Kuyucuga : 2 ml Primer Antikor,

2. Kuyucuga : 2 ml iBind Soliisyonu,

3. Kuyucuga : 2 ml Sekonder Antikor
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4. kuyucuga : 6 ml iBind Soliisyonu eklenerek membran cihaz igerisinde tiim

gece boyunca inkiibasyona birakildi.

3.5.6. Kemiliiminesans goriintiileme

Kemiliminesans gorintiilleme islemi igin alkalin fosfataz konjugath
WesternBreeze™ Chemiluminescent Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
ABD) kullanildi. Kemiliminesans boyama i¢in kit icerisinde mevcut olan
soliisyonlardan Tablo 3.11’deki hacim miktarlarina gore her membran i¢in 2.5

ml kemiliiminesans substrat soliisyonu hazirlanda.

Tablo 3.11. Kemiliminesans substrat soliisyonu

Kemiliiminesans Substrat Soliisyonu Hacim
Chemiluminescent Substrate 2,375 ml
Chemiluminescent Substrate Enhancer 0,125 ml
Toplam 2,5 ml

Membranin kurumasina izin vermeyen seffaf plastik bir levha tuzerine
yerlestirildi. Yilzeye temas etmeden membrana esit sekilde 2,5 ml
kemiliiminesans substrat uygulandi. Reaksiyonun ger¢eklesmesi i¢cin membran
5 dk oda sicakhiginda bekletildikten sonra Kodak Gel Logic 1500 Molecular
Imaging System (Eastman Kodak Company, NY, ABD) kemiliminesans
gorintiuleme cihazina yerlestirildi. Goruntileme yapildiktan sonra elde edilen
veriler Imaged (https://imagej.nih.gov/ij/) programi yardimiyla dansitometre
analizi yapilarak degerlendirildi. Yapilan dansitometre analizi sonucu elde
edilen bant yogunluklar1 GFAP ile normalize edilerek kat degisimi olarak

grafige aktarilmigtir.
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3.6. Istatiksel analiz

Verilerin normal dagilima uyup uymadiklarini test etmek i¢in Shapiro-
Wilk testi uygulandi. Gruplar arasi karsilastirmalarda normal dagilima uyan
gruplarda One way ANOVA varyans analizi, normal dagilima uymayan
gruplarda ise Kruskal-Wallis H testi yapildi. Sonuglar ortalama standart hata
(SEM) olarak verildi. p<0.05 degeri anlamlilik duzeyi olarak belirlendi.
Istatistiksel analizler i¢in Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
22.0 kullamildz.
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4. BULGULAR

4.1. Immiinohistokimyasal Veriler

SNpc beyin bolgesini iceren beyin alamindan alinan kesitlerden yapilan
immiunohistokimyasal isaretlemelere bagli olarak, birim alanda (um2) elde
ettigimiz hiicre sayilarinin ortalama degerleri Tablo 4.1. ve 4.2. ile Sekil 4.1.,

4.2.,4.3. ve 4.4 de gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Immiinohistokimyasal olarak GFAP(+) astrosit ve TH(+) dopaminerjik néron
hiicrelerinin ortalama sayilari

Grup GFAP (+) Astrosit TH (+) Dopaminerjik néron
say1is1/pm? say1s1/pm?
(Ort+=SEM) (Ort+=SEM)

Sham (n=8) 63,79+ 2,10 66,00 = 0,94

6-OHDA (n=8) 56,05 + 1,23 a,b 37,63+1,84¢,d

6-OHDA+DMSO (n=8) 59,06 + 1,94 59,11 + 1,62

6-OHDA+CA (n=8) 45,68+ 1,46 ¢ 49,14 + 2,62 e,f

a: p<0,05, sham grubuna gore

b: p<0,01, 6-OHDA+CA grubuna gorep

¢: p<0,001, sham ve 6-OHDA+DMSO gruplarina gore
d: p<0,01, 6-OHDA+CA grubuna gore

e: p<0,001, sham grubuna gore

f: p<0,01, 6-OHDA+DMSO grubuna gore

N w B () D ~
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GFAP (+) Astrosit sayisi/pum?

=
o
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Sham 6-OHDA 6-OHDA+DMSO 6-OHDA+CA
Sekil 4.1. Imminohistokimyasal olarak GFAP(+) isaretleme yapilan hiicrelerin ortalama
sayilari.
a: p<0,05, sham grubuna gore
b: p<0,01, 6-OHDA+CA grubuna gore
¢: p<0,001, sham ve 6-OHDA+DMSO gruplarina gore
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Sekil 4.2. Immiinohistokimyasal olarak TH(+) isaretleme yapilan hiicrelerin ortalama sayilari.
c¢: p<0,001, sham ve 6-OHDA+DMSO gruplarina gore

d: p<0,01, 6-OHDA+CA grubuna gore

e: p<0,001, sham grubuna gore

f: p<0,01, 6-OHDA+DMSO grubuna gore

Sekil 4.1.”de gosterilen istatistiki degerlendirme sonucunda, parkinson
olusturmak amaci ile uygulanan 6-OHDA’'min kontrol gurubuna gore
astrositlerin GFAP(+) sayisinda azalmaya yol actigr gorilmektedir. DMSO ve
CA uygulanan gruplarin GFAP(+) hiicre sayilarina bakildiginda, DMSO’nun
astrosit sayilarinda anlamli olmayan azalmalara yol acarken, 6-OHDA+CA
uygulanan grubun SNpc bdlgesinde ki GFAP(+) hiicre sayisinmin, diger tim
gruplara kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu bulunmustur. CA tek basina
GFAP(+) hiicre sayisinda azalmaya neden olmustur. Buna ragmen sayilan
astrositlerin, 6-OHDA uygulanan diger gruplara goére morfolojik olarak daha
saghkl bir niikleus ve hiicre membran butunligiine sahip oldugu gorulmiustir.

Sekil 4.2.’deki sonuglara gore, Sham grubuna kiyasla 6-OHDA uygulamasi
yapilan tim gruplarda Dopaminerjik néron TH(+) hiicre sayisinin azalmasi
Parkinson modeli olusturabildigimizi gostermektedir. Parkinson grubuna gore
CA uygulanan grubun hiicre sayilarinda artma vardir ama bu artis DMSO
grubundan asagida kalmistir. Buna ragmen 6-OHDA+CA grubunda TH(+)
hiicrelerin morfolojik butunlugi 6-OHDA+DMSO grubuna oranla cok daha

saghklidir. Bu CA’in noroprotektif etkilerini isaret etmektedir.
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Tablo 4.2. Immunohistokimyasal olarak TRPA1(+) astrosit ve TRPC1(+) dopaminerjik néron
hiicrelerinin ortalama sayilari

Grup TRPA1(+) hiicre TRPC1(+) hiicre
sayisi/pm? (Ort+SEM) say1s1/pm?
(Ort+SEM)
Sham (n=8) 58,62 + 2,59 61,12+ 0,89 ¢
6-OHDA (n=8) 54,39 £ 3,02 34,56 + 4,35
6-OHDA+DMSO (n=8) 57,4 + 3,07 55,89+ 2,16 ¢
6-OHDA+CA (n=8) 41,21 +£2,67 a,b 44,39+ 3,07 a,d

a: p<0,01, sham ve 6-OHDA+DMSO gruplarina gore
b: p<0,05, 6-OHDA grubuna gére

c: p<0,001, 6-OHDA grubuna gore

d: p<0,05, 6-OHDA+DMSO grubuna gore
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Sham 6-OHDA 6-OHDA+DMSO 6-OHDA+CA

Sekil 4.3. Immiinohistokimyasal olarak TRPA1(+) isaretleme yapilan hiicrelerin ortalama

sayilari.
a: p<0,01, sham ve 6-OHDA+DMSO gruplarina gore
b: p<0,05, 6-OHDA grubuna gore
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Sekil 4.4. Imminohistokimyasal olarak TRPC1(+) igaretleme yapilan hiicrelerin ortalama
sayilari.

a: p<0,01, sham ve 6-OHDA+DMSO gruplarma gore
¢: p<0,001, 6-OHDA grubuna gore
d: p<0,05, 6-OHDA+DMSO grubuna gore

Tablo 4.2., Sekil 4.3. ve 4.4.’de gosterilen verilere bagh olarak yapilan
istatistiki degerlendirme sonucunda 6-OHDA+CA uygulanan grubun TRPA1(+)
hiicre sayisi, diger tiim gruplara kiyasla anlamli derecede diisiik bulunmustur.
Sham grubuna gére PH ve DMSO astrosit TRPA1l kanallarinin
immiinreaktivitesi azalmistir. Fakat CA grubunda TRPA1 (+) hiicre sayisi
azalmasina ragmen sayilan astrositlerin, morfolojik olarak daha saglikli bir
niikkleus ve hiicre membran butinlugine sahip oldugu gorilmiustir. 6-
OHDA+CA uygulamasi TRPC1(+) hiicre sayisin1 6-OHDA verilen gruba gore
anlamli olarak artirmistir. Ancak, 6-OHDA+DMSO verilen gruptaki TRPC1(+)
hiicre sayis1 da 6-OHDA verilen gruba gére anlamh olarak artmistir. Bu sonug
DMSO’nun TRPC1(+) hiicre sayisimi arttirdigimi diistindirsede gozlemlenen
hiicreler dejenere gérinumlidir. CA grubundaki sayisi diisiik olmasina ragmen
hiicrelerin morfolojik butinliga 6-OHDA+DMSO grubuna oranla daha
saghklidar.

Her 4 grup icin seri kesitlerden elde edilen GFAP(+)-TRPA1(+) ile TH(+)-

TRPC1(+) hiicre fotomikrograflar: Sekil 4.5. ve 4.6.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve CA ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde SNpc bolgesindeki seri kesitlerden elde edilen GFAP(+)-TRPA1(+) isaretli astrosit
hiicre goruntileri. Skala=50pum.
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Sekil 4.6. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve CA ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde SNpc bolgesindeki seri kesitlerden elde edilen TH (+)-TRPC1(+) isaretli dopaminerjik
noron goruntileri. Skala=50pm.
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4.2. Gen Ekspresyon Sonuclari

4.2.1. Striatum Nigra’daki TRPA1 ve TRPCI1 ekspresyonlart

Striatum Nigra bolgesini iceren beyin doku oOrneklerindeki TRPA1 ve
TRPC1 ekspresyonlar1 RT-PCR ile ol¢ulmustur, Sham grubuna gore

oranlanarak sonuglar Tablo 4.3. ile Sekil 4.7.’de gésterilmistir.

Tablo 4.3. SN'daki TRPA1 ve TRPC1 ekspresyonlari

Grup TRPA1 ekspresyonlari TRPC1 ekspresyonlari
(oransal + SEM) (oransal £ SEM)
Sham (n=8) 1,00 0,00 1,00 0,00
6-OHDA (n=8) 0,22 + 0,06 a 0,23+0,08 a
6-OHDA+DMSO (n=8) 0,57+0,14 a 0,26 £ 0,04 a
6-OHDA+CA (n=8) 0,95+ 0,06 c 0,26 £ 0,06 b

a: p<0,001, sham grubuna gore
b: p<0,01, sham grubuna gore
c¢: p<0,01, 6-OHDA grubuna gore
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Sekil 4.7. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve CA ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde SN’da 6l¢iilen TRPA1 ve TRPC1 gen ekspresyon sonugclari.

a: p<0,001, sham grubuna gore

b: p<0,01, sham grubuna gore

c¢: p<0,01, 6-OHDA grubuna gore
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6-OHDA uygulamasi TRPA1 ekspresyon diizeyini anlamli olarak

azaltirken CA uygulamasi TRPA1 ekspresyon diizeyini Sham grubuna yakin
seviyelere yiuikseltmigtir. 6-OHDA uygulamasi TRPC1 ekspresyon diizeyinde
anlamli azalmaya neden olurken CA uygulamasi TRPC1 ekspresyon duzeyinde

anlaml bir degisiklige neden olmamaistir.

4.2.2. Korpus striatum’daki TRPAI ve TRPC1 ekspresyonlart

Korpus Striatum boélgesini iceren beyin doku orneklerindeki TRPA1 ve
TRPC1 ekspresyonlar1 RT-PCR ile ol¢ilmustur, Sham grubuna gore

oranlanarak sonuclar Tablo 4.4. ile Sekil 4.8.’de gosterilmistir.

Tablo 4.4. KS'daki TRPA1 ve TRPC1 ekspresyonlari

Grup TRPA1 ekspresyonlar: TRPC1 ekspresyonlari
(oransal + SEM) (oransal =+ SEM)
Sham (n=8) 1,00 £ 0,00 1,00 £+ 0,00
6-OHDA (n=8) 0,41+0,19 a 0,17+0,03 b
6-OHDA+DMSO (n=8) 0,52+ 0,21 a 0,23+0,03 b
6-OHDA+CA (n=8) 1,32+ 0,41 0,20+ 0,04 b

a: p<0,05; sham grubuna gore
b: p<0,001; sham grubuna gére
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Sekil 4.8. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve CA ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde KS’da 6l¢ilen TRPA1 ve TRPC1 gen ekspresyon sonuclari.

a: p<0,05; sham grubuna gore

b: p<0,001; sham grubuna gére

6-OHDA uygulamasi TRPA1 ekspresyon duzeyini anlamli olarak
azaltirken CA uygulamasi TRPA1 ekspresyon duzeyini Sham grubu diizeylerine
yikseltmistir. 6-OHDA uygulamasi TRPC1 ekspresyon diizeyinde anlamlh
azalmaya neden olurken CA uygulamasi TRPC1 ekspresyon diizeyinde anlaml

bir degisiklige neden olmamistar.

4.3. Western Blot Sonuclari
4.3.1. Substantia Nigra’daki TRPAI ve TRPCI1 ekspresyonlart

Substantia Nigra érneklerindeki TRPA1 ve TRPC1 ekspresyonlar:1 WB ile
Olcilmiustir, Sham grubuna gore oranlanarak sonuclar Sekil 4.9. ile Sekil

4.10.da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. SN ve KS’daki TRPA1 ve TRPC1 protein bantlarimin dansitometrik analizi
gosterilmektedir.
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Sekil 4.10. SN’da TRPA1 ve TRPC1 protein bantlarinin dansitometrik analizi gésterilmektedir.
Veriler, sham grubuna kiyasla kat degisimi olarak ifade edilen toplam GFAP'a normallestirildi.
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6-OHDA uygulamasi1 TRPA1 protein diizeyini anlamh olarak azaltirken

CA uygulamasi TRPA1 protein diizeyini Sham grubundan daha yuksek
diizeylere artirmistir. 6-OHDA uygulamasi TRPC1 protein diizeyinde anlamh
azalmaya neden olurken CA uygulamasi TRPC1 protein diizeyinde anlamli bir

degisiklige neden olmamastir.

4.3.2. Korpus striatum’daki TRPAI ve TRPC1 ekspresyonlart

Korpus striatum 6rneklerindeki TRPA1 ve TRPC1 ekspresyonlar1 Western
Blot ile ¢l¢ilmustiur, Sham grubuna gore oranlanarak sonuclar Sekil 4.9. ile

Sekil 4.11.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. KS’da TRPA1 ve TRPC1 protein bantlarinin dansitometrik analizi gosterilmektedir.
Veriler, sham grubuna kiyasla kat degisimi olarak ifade edilen toplam GFAP'a normallestirildi.

6-OHDA uygulamasi TRPA1 protein diizeyini azaltirken CA uygulamasi
TRPA1 protein dizeyini Sham grubunda daha yuksek diizeylere artirmistir. 6-

OHDA uygulamasi TRPC1 protein diizeyinde anlamli azalmaya neden olurken
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CA uygulamasi TRPC1 protein diizeyinde anlamli bir degisiklige neden

olmamastir.
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5. TARTISMA

Parkinson, SNpc’da ki dopaminerjik noronlarin élimu ile karakterize en
yaygin norodejeneratif hastaliklarin basinda gelmektedir. Hastaligin
patogenezi tlzerine yapilan c¢alismalarda gelinen en son nokta Ca2*
homeostazisindeki anormallikler {izerine odaklanmaktadir. Bu nedenle
noronlara ve astrositlere Ca2* girisinden sorumlu TRP ailesi kanallar ve bu
kanallarin modulasyonunda agonist ve antagonist etkiler gosteren
monoterpenik bir bilesik olan CA ile calismay1 amacladik. SNpc dopaminer;jik
noronlarina 6zellikle Ca2* girisinden ve Ca2* homeostazisinden sorumlu major
TRP kanali TRPC1, astrositlerde ise TRPA1 kanallarinin olmasi ¢alismamizin

bu kanallar iizerine yogunlasmasina sebep olmustur.

Calismamizda, 6-OHDA 1ile deneysel Parkinson modeli olusturmay
amacladigimiz  sicanlarin  SNpc  beyin  boélgelerinde imminreaktivite
incelememizde 6-OHDA uygulanan gruplarda sham grubuna gore TH(+) hiicre
sayisimin azaldigini gézlemledik. Bu bulgu bize deneysel Parkinson modeli
olusturabildigimizi ispatladi. DMSO ve CA verilen gruplarin her ikisinde de
TH(+) hiicre sayis1 6-OHDA grubuna yani tedavisiz parkinson grubuna gore
daha ytuksekti. Benzer sekilde DMSO ve CA uygulamasinin TRPC1(+) hiicre
sayisim1 6-OHDA verilen gruba gore anlaml olarak arttirdigimi gozlemledik.
Ancak DMSO grubunda hiicreler dejenere ve membran yapilar1 bozuk iken
tedavi grubumuzdaki hiicrelerin membran yapisinin daha saglikli oldugu, hiicre
butiinliiklerinin korundugunu tespit ettik. Molekiiler incelememize gore 6-
OHDA’nmin TRPC1 kanallarinin gen ekspresyon ve protein duzeylerini anlaml
olarak azalttigimi ve CA’in anlaml bir degisiklige neden olmadigini bulduk.
Astrosit TRPA1 kanallarinin degerlendirildigi ilk arastirma olan ¢calismamizin
diger sonuglarina gore; Sham grubuna kiyasla 6-OHDA, 6-OHDA+DMSO ve 6-
OHDA+CA gruplarinda astrosit TRPA1l kanallarinin imminreaktivitesinin
azaldigini, fakat CA’'in, astrosit hiicrelerinin membran biitiinliigiini korumada
katki saglayarak hiicrelerin daha saglikli gorinmesine neden oldugunu

gozlemledik. Diger yandan molekiiler sonu¢larimiza gére CA'in astrosit TRPA1
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kanallarinin gen ekspresyon ve protein diizeylerini kontrol degerlerinin

tzerinde arttirdigini bulduk.

PH'min ana patolojik 6zelligi, SNpc dopaminerjik néronlarinin progresif
dejenerasyonu ile ortaya cikan, striatumdaki dopaminerjik  de-
afferentasyondur. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, OS, enflamasyon,
proteinlerin hatali katlanmasi ve birikiminin néronal hasara katkida
bulundugu cesitli ¢alismalarda o6ne strilmiustiir (Tolleson ve Fang 2013).
Bunlarin yanisira son zamanlarda, Ca2* diizensizliginin PH patogenezinde yer
almasi ihtimalinin lehine birka¢ endikasyon ortaya cikmistir (Surmeier,
Guzman, Sanchez & Schumacker, 2012). Bu nedenle, dopaminerjik
noronlardaki CaZ* kullanim 6zelliklerinin ve PH ile iliskili proteinlerin hiicre i¢i
Ca2* homeostazisinin kontroliindeki olasi roliintin arastirilmasi son zamanlarda
buytik ilgi géormustur (Cali, Ottolini & Brini, 2011). Simdiye kadar toplanan
veriler, Ca2* sinyalindeki diizensizliklerin, PH patogenezindeki en erken
olaylardan biri oldugunu ve SNpc dopaminerjik noronlarimin hiicre i¢i Ca2*
bozulmasina duyarh oldugunu gostermektedir. L-tipi Ca2* kanal aktivitesinin
veya TRP kanal aktivitesinin, muhtemelen mitokondriyal Ca2* tamponlama
kapasitesinin degisimi ve ER-mitokondri etkilesiminin farmakolojik
modiillasyonunun, hastaligin ilerlemesini yavaslatmak igin terapotik bir
stratejiyl temsil ettigini one siiren calismalar bulunmaktadir. Bu nedenle Ca2*
kanallarinin ve bu kanallarin aktivasyonu ya da inhibisyonunda yer alan
maddelerin kanallar {izerindeki etkilerinin incelenmesi ile hastaligin
ilerlemesini yavaslatmak veya durdurmak yeni bir strateji olabilir. Ttum
bunlarin sonucu olarak; sadece semptomatik tedavilerin yer aldigi PH i¢in
hastalarin motor semptomlarini iyilestirebilecek ve PH seyrini degistirebilecek
yeni ilaclar1 belirlemeye yonelik calismalar 6nem arz etmektedir (Cali, Ottolini
& Brini, 2014). Cesitli arastirmalar, bitkisel ilaclardan tiretilmis bir dizi saf
bilesigin, PH'nin patogenezinde yer alan ¢oklu hedeflerin modiilasyonu yoluyla
in vivo ve in vitro PH modellerinde etkili oldugunu géstermistir (Lins vd., 2018).
CA, bir¢cok aromatik bitkinin esansiyel yaglarinda bulunan hem Ca2Z* kanal

olarak fonksiyon goren TRP katyon kanallarinin bir diizenleyicisi, hem de
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antioksidan ve noroprotektif etkiler sunan ve son zamanlarda in vivo ve in vitro
hayvan modellerinde beynin belirli alanlarinda néromodiilator 6zelliklere sahip
oldugu gosterilmis fenolik bir monoterpen olarak PH i¢in umut vadeden
maddelerden biridir (Suntres vd., 2015). CA’tin serebral iskemi (Chen vd., 2015),
epilepsi (Khalil, Kovac, Morris & Walker, 2017), travmatik néronal hasar (Li
vd., 2015) ve PH modellerinde (Baluchnejadmojarad vd., 2014; Dati vd., 2017;
Haddadi vd., 2017) olas1 etkilerini arastiran ¢esitli ¢alismalar yapilmis ve
yararli etkileri yoniinde kanaatlar artmistir. Bu nedenlerle 6-OHDA ile
olusturulmus hemiparkinson sican modelinde CA’in dopaminerjik noéron
TRPC1 ve astrosit TRPA1 kanallar: tizerine olan etkilerini incelemenin PH’'nda

bazi1 mekanizmalar: aydinlatmada ve tedavide fayda saglayacagimi dusiundik.

Literatiirii inceledigimizde, CA'in PH tizerindeki etkilerini arastiran az
sayida baska ¢alismalarin da var oldugunu goérdiik. Fakat bu ¢alismalar CA’in
yararh etkilerini gosterse de bunun altinda yatan molekiiler mekanizmalar:
aciklamak icin yetersiz kalmaktadir. Ornegin; CA’iin ip. uygulamasi,
antioksidan etkisi ile (Baluchnejadmojarad vd., 2014) 6-OHDA ile olusturulmus
hemi-parkinsonizm sigan modelinde; 6-OHDA tarafindan indiklenen
davranigsal bozukluklar tizerinde koruyucu bir etki gostermistir. Zotti ve
arkadaslari, CA'uin sicanlarda beyin noérokimyasi1 ve davranigsal sonug
uzerindeki etkilerini tanimlamak tizere yaptiklar1 calismada; sicanlarda oral
CA uygulamasinin prefrontal korteks ve hipokampusteki etkisini gézlemlemek
icin biyolojik amin diizeyini o6l¢gmiusler ve CA'in dopamin ve serotonin
seviyelerini arttirabildigini, boylece dopaminerjik sistem de dahil olmak tizere
MSS'deki nérotransmiter sistemlerini modile edebildigini bildirmislerdir.
Verilerine gore; CA'in dusiik dozda nérotransmiterlerin modiilasyonu yoluyla
noronal aktiviteyi acikca etkileyen beyin-aktif bir molekiul oldugunu, diizenli
olarak diisiik konsantrasyonlarda alindig1 takdirde, iyilesme saglayacagim ve
muhtemelen olumlu giiclendirici etkileri olabilecegini ileri stirmuslerdir (Zotti
vd., 2013). Lins ve arkadaslari, CAtin RES kaynakli PH sican modelinde
etkisini degerlendirmeyi amagcladiklar: ¢alismalarinda 30 giin boyunca tim

sicanlara giin asir1 subkutan olarak 0.1 mg/ kg RES ve 14 sigana 12.5 mg / kg,
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farkli 14 sicana da 25 mg / kg dozlarinda i.p. olarak CA uygulamas: yaparak
sicanlar: ¢esitli davranis testlerine tabi tutmuslar ve tedavi bitiminde perfiize
ettikleri beyin doku 6rneklerinde immiinohistokimyasal olarak dopaminerjik
noronlar1 TH ile isaretlemislerdir. Davranmis testi sonucglar1 CA’tin RES
tarafindan induklenerek PH olusturulan sicanlarda katalepsi davramisindaki
artis1 ve bos cigneme hareketlerinin sayisimi onledigini, ancak acik alan
lokomotor aktivitesini geri dondirmedigini, ek olarak her iki dozdaki CA’tun,
SNpc ve dorsal striatumda TH immiin boyamasindaki azalmayi1 onledigini
gostermigtir. Birlikte ele alindiginda sonuglar, CA'uin RES tarafindan
indiklenen sican PH modelinde motor ve nérokimyasal bozukluklari 6nleyen
koruyucu bir etki gosterdigini ortaya koymaktadir (Lins vd., 2018). Ayrica Dati
ve arkadaslar1 6-OHDA ile olusturduklari hemiparkinson modellerinde, CA
tedavisi uyguladiklar1 grupta TH(+) dopaminerjik hiicre sayisini parkinson
grubuna gore anlamli olarak yuksek bulmuglardir. 6-OHDA (parkinson)
gruplarinda tespit edilen (%45 £ 13; p <0.05) yaklasik %55'lik bir diistisiin CA
(%92 + 13) ile muameleden sonra tamamen ortadan kalktigr gorulmustir.
Sonug¢larina gore TH i¢cin imminoblotlama, CA ile olas1 bir néroproteksiyonu
dogrulamistir. CA 6n islemi TRPM7 inhibisyonu yoluyla immiino-boyama
deneylerinde 6-OHDA modelinde belirgin bir noérolojik koruma saglamistir
(Dati vd., 2017). 2015 yilinda Chen ve arkadaslar1 da iskemik beyin hasarinda
CA ile TRPM7 inhibisyonunun hipokampal néronlarda sag kalimi arttirdigimi
bulmuslardir. Immiinfloresan boyama sonuglary; CA’tin kiilttirlenmis noéronlar:

anoksik toksisiteten koruyabildigini gostermektedir (Chen vd.,2015).

Bizim sonuglarimiz da Lins, Dati ve Chen’in arkadaslariyla yaptiklar:
calismalarin  bulgularina benzer olarak CA’in yararli etkilerini
desteklemektedir. Verilerimize gore tedavi grubumuzda TRPC1(+) hiicre sayisi
6-OHDA grubuna gore anlamli olarak yiiksektir. Bu artis 6-OHDA+DMSO
gruplarinda da goriulmiustir fakat bu grubun preparatlarinda inceledigimiz
dopaminerjik néronlar dejenere haldedir, 6-OHDA+CA gruplarindaki néronlar
ise ¢ok daha sagliklhi gorilmektedir. Tahminimize goére deney sliremizi

uzatmamiz sayica fazla ama dejenere goriinimde olan 6-OHDA+DMSO
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grubundaki hiicrelerin 6liimiine neden olacakken, CA grubumuzda saglikh
goruniimdeki TRPC1(+) hiicrelerin sayica artmasini saglayacaktir. Bu da bize
CA’un dopaminerjik néronlar tizerindeki koruyucu etkisini TRPC1 kanallarin
inhibe ederek yaptigini diistiindurmektedir. RT-PCR ve WB sonuclarimiza gore
CA'in, TRPC1 gen ekspresyonu ve protein diizeylerini arttirmamasi
inhibisyonu isaret etmektedir. Ama mevcut verilerimizle dopaminerjik
noronlarin tedavi grubumuzdaki bu saghkli halini tamamen TRPC1
kanallarina baglamak miimkin degildir. Bir¢ok ¢alismada TRPM7 kanal
aktivitesinin artisinin néron 6limiine yol agtigi ortaya konmus bir bilgidir. Dati
ve Chen yaptiklar: ¢calismalarda CA’uin TRPM7 kanallarini inhibe etmesinin
noroprotektif etki sagladiginmi géstermislerdir; belki de bizdeki hiicrelerin iyilik
halinin nedeni de CA’iin farkli TRP kanallar1 tizerindeki etkilerinin toplam
sonucudur. Bu nedenlerle CA’iin farkl1 TRP kanallari ve Ca2+ kanallar1 tizerinde
de modilator etkinlige sahip olmasini akildan ¢ikarmamak ve daha spesifik

incelemelerde bulunmak gereklidir.

Calismamizda hidrofobik bir bilesik olan CA’tiin enjeksiyon formunu, bu
tur bilesiklerden ila¢ ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda siklikla kullanilan polar
bir organik ¢6ziicii olan DMSO’da ¢6zerek hazirladik. DMSO'nun hem periferik
hem de MSS noéronlar:1 tizerindeki klinik etkilerini acgiklamaya calisan ve
eksitotoksik - norodejeneratif kosullarin tedavisinde DMSO i¢in potansiyel
kullanim 6neren cesitli yayinlar mevcuttur. DMSO’nun antioksidan, analjezik
ve antienflamatuar etkiler dahil olmak tizere hiicre ve dokulardaki cesitli
etkileri belgelenmistir (Lu & Mattson, 2001). Ayrica, DMSO’nun kemirgenlere
sistemik (periton 1i¢i veya intraventz) uygulanmasinin, deneysel inme
modellerinde (Phillis, Estevez & O’Regan, 1998) ve travmatik beyin
yaralanmasinda (de la Torre, 1995.) noéronal hasar1 azaltabildigi rapor
edilmistir. Lu ve Mattson yaptiklar1 ¢calismalarinda; DMSO'mun glutamatin
NMDA ve AMPA reseptorlerine bagli iyon akimlarimi ve Ca2t akisim
baskilayarak hipokampal noronlar: glutamat eksitotoksisitesinin neden oldugu
eksitotoksik 6lime karsi koruyabildigini gostermislerdir (Lu & Mattson, 2001).
Fakat DMSO’nun MSS’inde patolojik etkileri de bulunmaktadir. Yuan ve
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arkadaglarinin 2014 yilinda yaptiklari ¢alisma DMSO’nun astrosit hiicre
kilturinde mitokondriyal hasar, OS, membran potansiyelinde degisiklikler,
kaspaz 3 aktivitesinde artisa ve sonunda apopitoza neden olarak astrosit
toksisitesinde rol oynadigini ortaya koymaktadir. % 1'lik konsantrasyonlardaki
DMSO, 24 saatlik bir maruz kalma stiresinde hayatta kalma ve apopitoza neden
olmasa da, hiicre canliligini, mitokondriyal biitiinligu ve astrositlerin glutamat
ekspresyonunu bozmaktadir. Bu sonuglar bize DMSO’nun astrositler tizerinde
sitotoksik etkileri oldugunu gostermektedir (Yuan vd., 2014). Bir bagka ¢alisma
da 1se DMSOnun <%0.5 konsantrasyonlarinda ndron sayis1 veya noéronal
markerlarin ekspresyonu uzerinde 24 saate kadar bir etkisi olmazken, >%1.0
konsantrasyonlarda 12 saat sonra bile hem canlhilikta hem de noéronal
markerlarin ekspresyonunda progresif ve dramatik bir kayip yarattigim
bulmuslardir. Buna gore; [DMSO] >%0.5 konsantrasyonlarinin, noéronal
morfolojiyi belirgin sekilde bozabilecegi ve kisa stireli maruziyetten sonra bile
canlihig1 azaltacag ayrica astrositlerde de dusiik dozlarda reaktif astrogliozisi
tetikleyebilecegi sonucuna varmiglardir. Bu nedenle; sinir hiicrelerinin
tedavisinde kullamilan ya da kullamilabilecek maddelerin etkilerini
maskelememek ve ¢oziicu etkilerini engellemek i¢cin [DMSO] <%0,25 olmalidir
(Zhang vd., 2017). Bizim immiinohistokimyasal sonu¢larimiza goére 6-OHDA-
DMSO grubunda TRPC1(+) hiicre sayisi tedavi grubumuza gore daha yiksek
bulunmustur. Fakat hiicrelerin goriintiisii apoptotik ve dejenere bir haldedir.
Cozuci olarak kullanilan DMSO apoptotik siireci baslatmis ve CA noroprotektif
etkisiyle bir kisim noéronun sagkalimini ve saglikli goriilmelerini saglamistir.
Astrosit TRPA1(+) hiicre sayis1 da 6-OHDA+DMSO grubunda tedavi grubuna
gore daha ytksektir; fakat DMSO grubunda hiicrelerin immiun reaktivitesi
daha dusiik ve morfolojileri daha sagliksizdir. Muhtemelen DMSO astrositlerde
de toksik etki yaratmis ve hiicrelerde apoptotik siireci tetiklemistir. Ote yandan
tedavi grubumuzda TRPAT’in protein ve gen ekspresyon diizeyleri CA’un
etkisiyle artmaktadir. Bodylece CA, DMSOnun toksik etkisine karsi,

astrositlerin sagkaliminda etkili olmustur.
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Ca2* homeostazini korumak; norodejenerasyon, kanser ve yaslanma gibi
hastalik kosullarinda hiicre sagkalimi ve hiicre 6liumiu gibi gesitli ve bazen zit
stiregleri diizenlemek ig¢in gereklidir. Ayrica Ca?* sinyali, beyin gelisimi
sirasinda noron ve glial hiicrelerin gelisimi ve olgunlagsmasi i¢cin en 6nemli
sinyallerden biridir. PH’na yol acabilecek bir¢ok faktor tanmimlanmastir, ancak
bunlarin hemen hepsi dogrudan veya dolayli olarak Ca2* sinyallesmesine
baghdir. Onemli olarak, Ca2* homeostazindaki bozukluklar, PH'nda ve diger
noronal hastaliklarda yer almasina ragmen, Ca2* kanalinin kimligi hastalik
olusumunda belirleyici olmaya devam etmektedir. Ca2* kanallar1 arasinda yer
alan TRPC kanal ailesinin tyeleri, 6zellikle PH'da ve diger noérodejeneratif
hastaliklarda 6nemli roller ustlenmektedirler (Sukumaran, Schaar, Sun &
Singh, 2016; Chen vd., 2017). Noéronlarin yani sira astrositler de, cesitli
norodejeneratif hastaliklarda, néronal sagkalim ve fonksiyona aracilik etmede,
dogrudan, aktif ve kritik Oneme sahiptirler. Astrositler de, PH'ndaki
norodejeneratif stirecleri etkileyebilecek bazi potansiyel mekanizmalarda yer
almaktadirlar (Rappold & Tieu, 2010). Cesitli calismalar astrositlerin iyon
kanallarim1 ve tasiyicilar: ifade ettigini gostermektedir ve astrosit Ca2*
sinyallerinin sinaptik fonksiyon ve plastisitede rolii olduguna dair lehte ve
alehte kamtlar vardir. Astrositlerde ifade edildigi bilinen TRP kanallarindan
birisi de TRPAT'dir (Shigetomi vd., 2012). Ca2* homeostazinin korunmasinda
TRP kanallarinin islevsel diizenlemesinin, benzersiz lokalizasyonlarinin ve
diger Caz*-duyarli elementlerle etkilesimlerinin pek ¢ok farkl hiicresel siirecte
rol aldigina ve bu yollar1 tanimladigina dair ¢ok sayida kamt ortaya
ckmaktadir. Ayri ayr1 her TRP kanalinin, hicrelerin kaderinin
diizenlenmesinde farkl katkilarda bulunmasina izin veren ve belirli bir kanal
tiizerinden Ca2* sinyalini modiile etmenin kesin etkisini belirleyen bu benzersiz
islevleridir (Sukumaran vd., 2016; Chen vd., 2017). Parnas ve arkadaslar
CA’un termosensif TRP kanallar: olan TRPA1 ve TRPV3'uin aktivatoria; non-
termosensif kanallar olan TRPL, TRPC ve TRPM kanallarinin inhibitoru
oldugunu bildirmiglerdir (Parnas, 2008). Biz de bu bilgilerimize dayanarak

calismamizi TRP kanali ailesinin memelilerde ilk kegfedilen tiirti olan TRPC1,
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astrositlerde varhig tespit edilmis olan TRPA1 ve kanallarin ortak diizenleyicisi
olan CA’tin, PH modelimizde bu kanallar tizerinden olas1 yararh etkilerini

ortaya koymak tizerine kurguladik.

TRPC kanallari, dopaminerjik noéronlarda ifade edilen ana CaZ2*
kanallaridir ve TRPC1 gibi bazi tiyeleri depo kontrollii Ca2* kanali olarak gorev
alirlar. TRPC1 kanallari, néronal sagkalimda, noéronal rejenerasyonda 6nemli
bir rol oynar ve ndéronlari nérotoksik hasardan korurlar. Kanitlar ayrica
TRPC1'in, PH gibi noérodejeneratif hastaliklarda rol oynadigim ve
norotoksinlere maruz kaldiginda dopaminerjik néronlarin hayatta kalmasini
diizenledigini gostermektedir (Chen vd., 2017; Sun vd., 2017). PH modellerinde,
SOCE (store operated CaZ* entry) kanallarinin kaybinin ER stresini ve
dopaminerjik noronlarin islev bozuklugunu / dejenerasyonunu tetikleyen
baslica unsurlardan birisi oldugunu 6ne siiren ¢alismalar mevcuttur (Secondo,
Bagetta & Amantea, 2018). Ornegin; Selvaraj ve ark. fare nérotoksin bazli bir
PH modelinde, dopaminerjik néronlarin plazma zarindaki TRPC1
kanallarindan Ca2* akisi azalmasinin, ER'de katlanmamis protein yanitim
arttirarak hiicre 6limiine neden olan ER stresini tetikledigini bildirmigtir
(Selvaraj vd., 2012). Bu bulgular, TRPC1 kanallarinin normalde Ca2* kaynakl
sinyal yollarinda islev gosterdigini, metabolik ve OS’e kars1 adaptif / nérotrofik
tepkileri birlestirdigini ve bu yollarin bozulmasinin PHma katkida
bulunabilecegini ileri stirmektedir (Mattson, 2012). He ve arkadaslar ise;
TRPC1 eksikliginin yuzme testi, modifiye acik alan testi ve ay¢icegi tohumu
yeme testiile 6l¢lilen hareket bozukluklarina olan etkilerini inceledikleri 5 aylik
calismalarinin  sonunda, denek farelerin beyin doku oOrneklerinde
immiinfloresans boyama yaparak TRPC1 nakavt farelerin, vahsi tip farelerin
BG bolgelerine kiyasla hem NeuN-pozitif hiicrelerinde hem de TH-pozitif
hiicrelerinde o6nemli bir kayip oldugunu gostermislerdir. Birlikte ele
alindiginda, bu veriler TRPC1'in BG’'1n néronal hiicrelerinin apopitozunu inhibe
ederek motor fonksiyonunun kontroliinde rol oynadigini géstermektedir (He vd.,
2016). Ayrica Chen ve arkadaslari, tiroid hormonlarinin TRPC1 aracili olarak

dopaminerjik néron gelisimine ve sagkalimina katki saglayarak motor
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kontrolde rol oynadigini ortaya koymustur (Chen vd., 2017). Ote yandan Peters
ve arkadaslar1 ise TBH sonrasi TRP kanallarinin inhibe edilmesinin, MSS’i
noronlarimin o6limiinin 6nlenmesi igin etkili bir strateji olusturdugunu
bulmustur. Arastirmacilar, TBH sonrasinda farelere TRPC kanal
inhibisyonuna neden olan CA vererek CA’tn birkac¢ hafta boyunca fonksiyonel
iyilesme tizerindeki etkilerini takip etmis ve TBH sonrasi norolojik iyilesmenin
CA uygulamasi ile 6nemli 6l¢tide arttigr gormiustiir. CA uygulamasi ile TRPC1
eliminasyonu arasinda ise sinerjistik bir etkilesim oldugundan TRPC1'e duyarh
mekanizmalarin TBH patolojisine dahil oldugu ve bu kanalin CA tarafindan
inhibe edilmesinin toparlanmayi arttirdigindan hayvan modelleri ve insanlarda
daha ileri calismalar icin dikkate alinmasi gerektigi, CA'un, TRPC1 yoklugunda
kuvvetlenen yeni bir néro-koruyucu ajan oldugu sonucuna varmislardir (Peters
vd., 2012). Dati ve arkadaslar1 ise 6-OHDA hemiparkinson modeli
olusturduklar: farelerde CA’in muhtemelen TRPM7 kanallar1 tizerindeki
spesifik olmayan bloke edici etkisiyle belirgin bir noroproteksiyonu
destekledigini gostermislerdir. TRPM7 kanallarinin aktivite seviyeleri cAMP ve
pH gibi cesitli faktorlerle diizenlendiginden ayrica ROS ve ATP azalmasiyla
belirgin sekilde aktive edildiginden bahsetmek 6nemlidir. Bu sebeple, olusum
nedenlerinden biri OS olan PH’da ROS ile aktive olan ve boylece hastaligin
olusumuna katki saglayan TRPM7'nin CA ile inhibisyonun PHda yararh
etkileri oldugu bulunmustur (Dati vd., 2017). TRPM7 kanal1 da TRPC1 kanali
gibi CA ile inhibe olan bir kanaldir. Bu nedenle CA’tn bizim ¢alismamizda da
TRPC1'in yamisira TRPM?7 inhibisyonu yapmis olmasi imminohistokimya

sonuclarimiza yansimis olabilir.

Mevcut literatiur bilgimize gére TRPC ailesinin iiyelerinin hiicre i¢i Caz*
konsantrasyonunun yukselmesine katkida bulundugu acik olmakla birlikte, bu
kanallarin néronal hasardaki rolleri; artan Ca2+* girisinin hem hiicrenin hayatta
kalmasinda hem de hiicre 6lumu sureclerinde ortaya cikmasindan dolay:
tartismalidir (Ambudkar, Bandyopadhyay, Liu, Lockwich, Paria & Ong, 2006;
Putney,2005; Zheng vd., 2013) Ornegin; Sun ve arkadaslarimin 2017 yilina ait

calismalarinda, PH semptomlarini tetikleyen norotoksinlerin, TRPC1
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ekspresyonunu hedefledigini ve Ca2* akisini, dopaminerjik noéronlarin
dejenerasyonuna yol acan CaV1.3 kanallar1 (L-tip1 Voltaj bagimli Ca2+ kanal1)
yoluyla arttirdigini gostermistir. STIM-1 (stromal etkilesim molekili 1),
TRPC1 gibi depo kontrollii Ca2* kanallar1 araciligiyla hiicre i¢ci Ca2* diizeyini
CaV1.3 kanallarimai aktive ederek diizenleyen bir membran proteinidir.
Depolarin tukenmesi Cav1.3-TRPC1-STIM1 arasindaki etkilesimi arttirir.
PHn1 taklit eden norotoksinler Cavl.3 fonksiyonunu arttirip, TRPC1
ekspresyonunu azaltarak, STIM1-Cavl.3 etkilesimini inhibe eder ve kaspaz
aktivasyonunu indiikler. TRPC1 ekspresyonunun restorasyonu ise Cavl.3
fonksiyonunu inhibe eder ve hiicre sagkalimimi arttirar. Yani; TRPCI1,
dopaminerjik noéronun hayatta kalmas: i¢cin gerekli olan STIM1 tabanli bir
iskele saglayarak Cav1.3 aktivitesini baskilayarak dejenerasyonu engeller.
(Sun vd, 2017). Ote yandan Li ve arkadaslari, PC12 hiicre hattinda kiiciik
interferans ribontukleik asit (siRNA) aracili SOCE gen ifadesinin baskilanmasi
ve SOCE kanal antagonistleriyle kanalin inhibisyonunun MPP* toksisitesine
karsi potansiyel koruyucu etkilerini arastirmislardir. Sonuclar PC12
hiicrelerinde SOCE inhibisyonunun hiicre canliligini 6nemli 6l¢tide arttirdigini,
apoptotik hiicre 6limuni azalttigini ve hiucre ici ROS diizeylerini ve MPP~*
aracili lipit peroksidasyonunu azalttigimi gostermistir. Ayrica SOCE
inhibisyonu, MPP+ kaynakli mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu ve
mitokondriyal apoptotik faktorlerin aktivasyonunu da onlemistir. Tum bu
sonu¢lar, SOCE inhibisyonunun PC12 hiuicrelerini, Homerla (membran kanal
aktivasyonunu diizenleyen protein) ekspresyonunun diizenlenmesi yoluyla
MPP* haraketine karsi korudugunu ve SOCE'nin, PH hastalarinda noéronal
hasara karsi terapotik stratejiyi arastirmak icin ideal bir hedef olabilecegini
gostermistir (Li, Chen, Zhang, Liu & Fei, 2013). Ayrica bu veriler dopaminer;jik
noronlarda bulunan ve SOCE kanallar1 oldugu kanitlanan TRPC1 kanallarinin
antagonisti kullamilarak primer mezensefalik hiicreler tizerinde yapilan bir
arastirma ile tutarlilik gostermektedir. Zeng ve arkadaslar1 yuruttukleri bu
calismada kiltirlenmis sican mezensefalik huicrelerinde MPP* ile indiiklenen

noronal hasara karsi, orjinal olarak tanimlanmis bir reseptor aracili Ca2+ kanal
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bloker1 olan SKF-96365'in potansiyel koruyucu etkisini arastirmislar ve MPP*
uygulamasindan 30 dakika énce SKF-96365 ile 6n muamelenin niikleer hasar:
onemli ol¢iide azalttigini, laktat dehidrogenaz salinimimi azalttigimi ve
apoptotik noronal 6liumi inhibe ettigini bulmuslardir. Fakat SKF-963651n bu
etkisini TRPC1 tizerinden gostermedigi sonucuna varmislardir. Bunun tizerine
TRPCT1’in secici antagonisti olan 2APB ve Lantan ile TRPC1 fonksiyonunun
bloke edilmesinin yararli bir etkisi olup olmadigini incelemigler ve TRPC1
fonksiyonunun inhibe edilmesinin, PH modellerinde toksinin hasarladig
dopaminerjik hiicrelerin canliligini korudugunu, DA alimini1 ve hiicre i¢i Caz*
asir1 yuklenmesini daha da azalttigimi bulmuslardir. (Zeng vd., 2013). Arshad
ve arkadaslar: ise 2013 yilindaki calismalarinda TRPC1’in, dopaminerjik SH-
SY5Y hiicrelerini MPP+* salsolinol ve N-metil-(R)-salsolinol ile indiiklenen
sitotoksisiteden korudugunu gostermeyi amagladiklar1 ¢alismalarinda,
norotoksinlerin TRPC1 ekspresyonu tizerinde belirgin bir diisiise yol agmakla
kalmayip, immiinositokimya deneylerine gore norotoksinlerin TRPC1 kanal
proteinlerinin lokalizasyonlarimin degisimine de neden oldugunu ortaya
koymuslardir (Arshad, Chen, Cong, Qing, & Deng, 2013).

Bizim calisma sonuclarimiz Li ve arkadaslar: ile Zeng ve arkadaslarimin
ve de Arshad ve arkadaslarinin ¢alismalarinin sonuglari ile uyumludur. SNpc
ve KS bolgelerinde; 6-OHDA uygulamasi1 dopaminerjik hiicre sayisini azaltigi
icin TRPC1 ekspresyon ve protein diizeyinde de anlamli azalmaya neden
olurken, CA uygulamas1 hiicre sayisimi artirip hiicre morfolojisini diizeltirken
TRPC1 ekspresyon ve protein diizeyinde anlamli bir degisikliSe neden
olmamistir hatta molekiiler sonuclara gore tamamen silinmistir, bunu CA’un
inhibitor etkilerine baglamaktayiz.

Genel olarak, literatiir bilgileri ve bizim sonuglarimiz, TRPC1'in PH
patogenezi ile yakin iligkili olduguna dair gii¢lii kanitlar saglamaktadir. Buna
gore bizim distincemiz CA’in TRPC1 kanal aktivitesini inhibe edip 6-OHDA
aracili PH'da noronal dejenerasyonu engelleyerek hiicreyi apopitotik surecten
korudugu yondedir. CA ¢ok yonlu etkileri ile o6zellikle kuvvetli antioksidan
etkileri ile de 6-OHDA nin noérotoksik oksidatif etkilerini engellemis olabilir.
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Calismamiz CA’tin dopaminerjik noronlarda sagkalimi arttirdigini diisindiiren
veriler sunmasinma ragmen, bu durumun altinda yatan mekanizmalar:

tanimlayacak daha ayrintili ve ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Astrositler, memeli beynindeki en yaygin hiicre tipidir, eksprese ettikleri
GFAP ve vimentin ara filamentleriyle karakterize edilirler (Maragakis &
Rothstein, 2006). Uyarilabilir hicreler degildirler, fakat Na*, K+ ve Ca2?*
kanallarinin yan1 sira bazi TRP kanallarini ifade ederler. Hiicre i¢i Caz*
degisikliklerinin astrositlerin sinaptik iletimde dogrudan bir rol oynamasina

olanak sagladigina dair kanitlar da mevcuttur (Sofroniew & Vinters, 2010).

Yillardir siiren patolojik ve fizyolojik c¢alismalar noérodejeneratif
hastaliklarda noéronal anormalliklere odaklansa da, astrositlerin bu ve diger
norolojik hastaliklarda 6nemli aktorler oldugu cesitli hayvan modellerinde
gosterilmistir. Bu modeller astrositleri hedefleyen tedavilerin gelistirilmesine
yol agmistir ve bu arastirmalar norodejeneratif hastaliklarin klinik tedavisini
etkilemektedir. Bugiine kadar yapilmis c¢alismalar PH'nda astrositlerin
noroprotektif roliinii desteklemektedir ancak, patolojik incelemelerde, GFAP
ekspresyonunda oldugu kadar astrositlerin sayisinda da artis gozlenmis ve
siniiklein-pozitif astrositlerin varliginin, nigral néronal hiicre 6limi ile korele
oldugu gosterilmistir (Maragakis & Rothstein, 2006). Moreles ve arkadaslar:
yetiskin erkek Sprague Dawley sicanlarimin lateral ventrikiiline 6-OHDA
uygulayarak olusturduklar1 PH modelinde yaptiklari incelemede 6-OHDA nin
striatal bolgede reaktif astrogliozise neden oldugunu gozlemlemislerdir
(Morales, Sanchez, Rodriguez-Sabate & Rodriguez, 2016). Yelkenli ve
arkadaslar1 ise 6-OHDA 1ile induklenen nérodejenerasyon modelinde,
astrositlerin striatal norokimyay:r modiile ederek 6n savunma ic¢in aktif hale
getirdigini gostermislerdir (Yelkenli vd., 2016). Zhang ve arkadaslar1 da benzer
sekilde astrositlerin Ca2* akiginin néronal aktiviteyi diizenleyesini inceledikleri
calismalarinda; noronal aktivitenin diizenlenmesinde glial Ca?* sinyalinin
onemli bir isleve sahip oldugunu vurgulamislardir. Bu sinyallesme yoluyla

norotransmiter alim hizinin akut modulasyonunun; astrositlerin, noral
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devrelerin fonksiyonunu aktif olarak modiile etmeleri i¢in giiglii bir mekanizma

sagladigini ortaya koymuslardir (Zhang, Ormerod & Littleton, 2017).

TRPA1 kanali, beyin gelisimini ve astrositlerin fizyolojik islevini
diizenlemede 6nemli bir rol oynayan katyon kanalidir. TRPA1 kanallari; ROS,
soguk-sicak ve kanabinoidler, hiicre i¢i Ca2Z* seviyesindeki degisiklikler,
bakteriyel endotoksinler, c¢evresel tahris edici maddeler veya enflamatuar
mediatorler de dahil olmak 1tizere c¢esitli uyaranlarla aktive olarak
enflamasyonda ve agrimin algilanmasinda kilit gérev alabilirler (Lee vd., 2016).
CA de TRPA1 kanal aktivatori olarak islev goren en iyi kimyasal bilesiklerden
biridir (Stueber, Eberhardt, Caspi, Lev, Binshtok, & Leffler, 2017). Pek ¢cok PH
arastirmasi, Ca2* ile iligkili sinyal yolaklarinin, PH'nin patogenezinde ortaya
cikan roliine odaklanmistir. Fakat bu arastirmalarda dopaminerjik néronlar
astrositlerden daha 6n plandadir ve PH patogenezinde astrosit TRPA1-Caz*
sinyal kaskadinin rolii hi¢ arastirilmamistir. Bu nedenle PH’'nda astrosit
TRPA1 kanallariin aktivite degisiklikleri ve astrositlerin hastaliktaki rolii
uzerine molekuler mekanizma(lar) hala belirsizdir. Calismamizda, TRPA1
kanali modulasyonu ile astrosit fonksiyonlarinin ilerlemesi ve buna bagh
dopaminerjik néron sagkalimi arasindaki iliskiyi incelemek en can alici soru
olarak belirlendi. Dolayisiyla ¢alismamizdaki deneysel PH modelimizde, CA’iin
etkiledigi kanallar arasinda yer alan dopaminerjik néron TRPC1 kanalinin

yanmisira astrosit TRPA1 kanalin1 segmemizin nedeni bu olmustur.

Literatiri taradigimizda astrosit TRPA1 kanallar: ile c¢alisilmis bazi
calismalara rastladik ve onlarin sonuclar: da oldukea ilgi ¢ekiciydi. Ornegin; Lee
ve arkadaslari, dinyanin en sik goriilen noérodejeneratif hastaligr olan AH'na
ait fare modeli kullandiklari c¢alismalarinda; TRPA1 kanallarinin AH
patogenezindeki rolinii ve olas1 molekiiler mekanizmalar1 arastirmayi
amaglamigslardir. Bu amagla hipokampal bolgedeki astrosit hiicrelerinde
TRPA1 protein ifadesini WB yontemi ile, histokimyasal incelemeyi de immiin
boyama 1ile gerceklestirmiglerdir. Ayrica astrosit i¢i Ca?* olgimu ve bazi
enflamatuar belirtecleri 6l¢gmiis, molekuler parametrelere ge¢cmeden once ise

farelere cesitli davranmis testleri uygulamislardir. Calisma sonuclarina gore,
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TRPA1 kanallarinin protein ekspresyonu hipokampusun astrositlerinde artmas,
bu durum davranis testlerini olumlu etkilemis ve ayrica enflamatuar sitokin
seviyelerini  azaltmastir. TRPATin  inhibisyonu ise astrogliozisi
siddetlendirmistir. Bu sonuclar; TRPA1-Ca2* sinyallesmesinin amiloid-8 ile
tetiklenen enflamasyon ve AH ilerlemesinin diizenlenmesinde kritik roliini
destekleyen deneysel kamitlar sunmaktadir (Lee vd., 2016). Ayrica, Shigetomi
ve arkadaslar1 astrositlerde TRPA1 aktivitesini inceledikleri ¢alismalarinda;
test edilen TRPA1 agonistlerinin, nodron-astrosit ko-kultiurlerinde,
astrositlerdeki Ca?* seviyesini arttirdigini vurgulamislardir. Verilerine gore;
TRPA1, astrosit istirahat Ca2* seviyelerinde degisime neden olarak, inhibe edici
sinapslar1 duzenler ve GABA tasiyici-3 yoluyla GABA tasimiminmi azaltarak
hiicre dis1 GABA seviyelerini yukseltir. Boylece internéronlarin inhibe edici
sinaps etkinligi azalmis olur (Shigetomi vd., 2012). Stueber ve arkadaslari ise
DKG noronlarinda yer alan TRPA1 ve TRPV1 kanallarinin hiicre Ca2* sinyali
ve sitotoksisite tizerindeki etkilerini inceledikleri arastirmalarinda; kanallarin
CA ile aktivasyonunun, hem hiuicre dis1 kaynaklardan hem de hiicre ici
depolardan Ca2* akisimi tetikleyerek hiicre icine Ca2* saliniminda artisa neden
oldugunu ama yalnizca TRPV1'in Ca2* bagimli hiicre 6liumiine aracilik ettigini,
TRPA1 mitokondriyal Ca2+ artis1 yaratmadigindan bu etkide yer almadigini
gostermiglerdir (Stueber vd., 2017). Xia ve arkadaslar1 TRPA1l'in bir fare
intraserebral hemoraji (ISH) modelinde miyelin hasar: ve OS yaralanmasina
dahil oldugunu ve TRPA1 aracili miyelin hasarina yonelik miidahalenin, ISH'in
erken evresindeki hastalarin motor fonksiyonlarim iyilestirmek i¢in yeni bir
yontem olabilecegini bildirmislerdir (Xia vd., 2019). Goéruldigi uzere TRPA1

konusunda da birbirine zitlik iceren ¢alismalar mevcuttur.

Biz calismamizda CAin TRPA1 kanallarinin agonisti oldugunu,
astrositlerdeki TRPA1 gen ekspresyonu ve protein diizeylerini arttigini, ayrica
CA grubunda TRPA1(+) hiicre sayisinin diger gruplara kiyasla kuciik bir oranda
azaldigim fakat sayilan hiicrelerin, morfolojik olarak daha saglikli bir niikleus
ve hiicre membran biitiinliigiine sahip olduklarini gézlemledik. Bulgularimiza

gore; CA’in astrositlerdeki TRPA1 gen ekspresyonunun situmiilasyonuna
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neden olarak TRPA1 protein diizeyini arttirdigini ve astrositlerin hiicre igi Caz*
diizeyini degistirdigini diisinmekteyiz. Astrositlerin  hiicre i¢1  Ca?*
seviyelerinin artmasi1 da astrosit kaynakli GABA, Glutamat ve GSH
seviyelerinde artis olusturabilir. Astrositlerin noéron sagkalimi ve
noromodiilasyondaki etkilerini disundigumizde GFAP ve TRPA1(+) hiicre
sayis1 azalsa da TRPA1l ekspresyonun artmasi noéron canliligina katka
saglayabilir. Fakat ¢calismamiz bu aktivasyonun saglayabilecegi yarar/zararin
altinda yatan mekanizmalar: tam agiklayamamaktir. Tedavi siiresi uzatilarak
TRPA1 aktivasyonunun astrosit islevindeki ve PH'ndaki etkisini gézlemlemek
eminiz ki yararli olacaktir. Sonuc¢larimiza gore astrosit kaynakli kanal
fonksiyonunun degerlendirildigi calismalarin yetersiz oldugunu, PH da astrosit
TRP kanallarinin roluni aciklamak ic¢in ileri ¢calismalar gerektigi soylemek

mumkundir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak, sicanlarda 6-OHDA ile olusturdugumuz Parkinson
modelinde CA verilen grupta, SNpc dopaminerjik néronlarinda sayica bir artis
ve hiicre morfolojisinde belirgin bir diizelme goézlemledik. Tedavi grubumuzdaki
immiinohistokimya bulgularina gére néronlarin saglikli gorintiileri nedeniyle
CA’tin noroprotektif etki sagladigl sonucuna vardik. CAiin TRPC1 kanallarinin
inhibitora oldugu literatiir bilgisi ile ortaya konmus olmasina ragmen, bizim
molekiiler calismalarimizda da SN ve KS bolgelerinde TRPC1 gen ekspresyonun
ve protein diizeylerinin neredeyse tumiiyle ortadan kalkmasi bu noéroprotektif
etkinin TRPC1 kanallarinin inhibisyonu kaynakli oldugunu distindiirmekle
birlikte bu konudaki bulgularin daha ileri c¢alismalarla desteklenmesi
gerekmektedir. CA’tin, 6zellikle hiicre o6limundeki etkileri bilinen TRPM7
kanallar1 tizerine olan inhibitor etkileri ve kuvvetli antioksidan etkileri ile de
hiicre sagkalimina yol acabilecegini gozardi etmemek gerekir. Ote yandan,
astrositlerin TRPA1 kanallarinmin ise CA ile aktive oldugunu ve CA ile tedavinin
TRPA1 protein diizeyini ve gen ekspresyonunu arttirdigimm fakat
immiinohistokimyasal bulgularimiza gére TRPA1(+) hiicre sayisinin bir miktar
azaldigini, ancak tedavi grubumuzda ki astrosit hiicrelerinin daha saghkl
oldugunu goézlemledik. Bu durumu CA’in TRPA1 ekrespresyonlarini
arttirmasina yonelik sonuclarimizi da géz énunde bulundurarak; astrositlerin
yararh etkilerinin ortaya cikmasi ve noéronal sagkalima katki saglamasinin
mimkiin olabilecegi yoniinde yorumladik. Agikc¢asi, ¢alismamiz da CA’tun
noroprotektif etkisini belirlesekte bunun dopaminerjik néron TRPC1
inhibisyonu ya da astrosit TRPA1 kanallari aktivasyonu tlizerinden yapip
yapmadigini soylemek erken bir sonu¢ olur, bu konuda ki literatiir bilgiside
adeta ikiye bolunmis, birbiriyle zithklar icermektedir. Vurgulamak gerekir ki
calismamiz PH modelinde CA’tin TRPC1 ve TRPA1 kanallar: izerine etkisinin
birlikte incelendigi ilk arastirmadir ve PH ile ilgili arastirmalara ek olarak

literature yeni bilgiler ekledigi i¢in 6nem arz etmektedir.

Bu ¢calismanin ve daha 6nce yapilmis calismalarin sonuclar: neticesinde;

dopaminerjik noronlarin ve astrositlerin TRP kanallarimin, CA gibi
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diizenleyicilerin etkisindeki hiicresel fonksiyon degisimlerini molekiiler
mekanizmalariyla aciklayabilecek arastirmalarin artirilmas: gerektigi
dustincesindeyiz. Boylece gelecekteki calismalar, CA’in néromodulatér bir
molekiill olarak TRP kanallar1 araciligiyla hiicresel degisimlere ya da umut
ettigimiz gibi dopaminerjik noéronlarmm sagkalimina nasil katki sagladigim
belirlemede bize daha fazla i1s1k tutacaktir. Ayrica farkli TRP kanallar: tizerinde
CA’in roluni molekiller mekanizmalar: ile arastirmak da yararl olacaktir.
Nihai amag, CA’iin modiile ettigi TRP kanallarinin PH'nin klinik tedavisi igin

uygun hedefler olup olmadigini belirlemektir.

Bu calisma dopaminerjik néron TRPC1 ve astrosit TRPA1l kanallar:
tzerinden CA’in etkilerine odaklanmis olmasina ragmen c¢alismamiz
butiiniiyle degerlendirdigimizde, PH'nda SNpc néronlarinin zarar gérmesine
noron ve astrosit kaynakli TRP kanallarin katkida bulunup bulunmadiginin
sorusunu aydinlatmak ve bu kanallarimi c¢esitli ajanlarla modulasyonunun
tedaviye katkisin1 anlamak icin ¢ok daha fazla calismaya ihtiyac¢ oldugunu bir

kez daha vurgulamak dogru olacaktar.

96



KAYNAKLAR DIZINi

Akbostanci C. M., (Ed.). (2008). Hareket Bozukluklar: Ilkeler ve Uygulamalar.
Istanbul: Veri Medikal Yaymncilik

Alan, E., Guttmacher, M. & Collins, F.S. (2003). Alzheimer’s disease and
Parkinson’s disease. The New England J of Med. 348:1356-1364.
DOI:10.1056/NEJM2003ra020003

Albert, A.P., Saleh, S.N. & Large, W.A. (2009). Identification of canonical
transient receptor potential (TRPC) channel proteins in native vascular
smooth  muscle cells. Curr Med Chem 16:1158-1165. DOI:
10.2174/092986709787581815

Albin, R.L., Young, A.B. & Penney, J.B. (1989). The functional anatomy of basal
ganglia disorders. Trends Neurosci.:12 (10). 366-75. DOI:10.1016/0166-
2236(89)90074-x

Amaral, M.D. & Pozzo-Miller, L. (2012). Intracellular Ca2+ stores and Ca2+
influx are both required for BDNF to rapidly increase quantal vesicular

transmitter release. Neural Plast. 2012:203536. DOI: 10.1155/2012/203536

Ambudkar, 1.S., Bandyopadhyay, B.C., Liu, X., Lockwich, T.P., Paria, B. &
Ong,H.L. (2006). Functional organization of TRPC-Ca?* channels and
regulation of calcitum microdomains. Cell Calcium 40, 495-504. DOI:
10.1016/j.ceca.2006.08.011

Anand, U., Otto, W.R., Facer, P., Zebda, N., Selmer, I., Gunthorpe, M.dJ.,
Chessell, I.P., Sinisi, M., Birch, R., & Anand, P. (2008). TRPA1 receptor
localisation in the human peripheral nervous system and functional studies

in cultured human and rat sensory neurons. Neurosci Lett. 438:221— 227.

DOI: 10.1016/j.neulet.2008.04.007

97



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Andersson, D.A., Gentry, C., Moss, S. & Bevan, S. (2008). Transient receptor
potential Al 1s a sensory receptor for multiple products of oxidative stress.

J Neurosci. 28:2485-2494. DOI: 10.1523/JNEUROSCI.5369-07.2008

Araque, A. & Navarrete, M. (2010). Glial cells in neuronal network function.

Phil. Trans. R. Soc. B. 365, 2375-2381. doi: 10.1098/rstb.2009.0313

Arshad,A., Chen, X., Cong, Z., Qing,H. & Deng, Y. (2013). TRPC1 protects
dopaminergic SH-SY5Y cells from MPP*, salsolinol and N-methyl-(R)-
salsolinol-induced cytotoxicity. Acta Biochim Biophys., 46: 22-30. DOI:
10.1093/abbs/gmt127.

Atoyan, R., Shander, D. & Botchkareva, N.V. (2009). Non-neuronal expression
of transtent receptor potential type Al (TRPAI) in human skin. J Invest
Derm. 129:2312-2315. DOI: 10.1038/jid.2009.58

Azizi, Z., Ebrahimi, S., Saadatfar, E., Kamalinejad, M. & Majlessi, N. (2012).
Cognitive-enhancing activity of thymol and carvacrol in two rat models of
dementia. Behavioral Pharmacology; 23(3):241-9. DOI:
10.1097/FBP.0b013e3283534301

Baluchnejadmojarad, T., Hassanshahi, J., Roghani, M., Mansouri, M. & Raoufi,
S. (2014). Protective Effect of Carvacrol in 6-hydroxydopamine Hemi-
parkinsonian Rat Model. Journal of Basic and Clinical Pathophysiology.;
2; 29-34.

Baluchnejadmojarad,T., Hassanshahi, J., Roghani, M., Mansouri, M. & Raoufi,
S. (2014). Protective Effect of Carvacrol in 6-hydroxydopamine Hemi-
parkinsonian Rat Model. Journal of Basic and Clinical Pathophysiology,
2014, 2; 29-34.

98



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Bandell, M., Story, G.M., Hwang, S.W., Viswanath, V., Eid, S.R., Petrus, M.J.,
Earley, T.J. & Patapoutian, A. (2004). Noxious cold ion channel TRPAI is
activated by pungent compounds and bradykinin. Neuron 41:849-857.
DOI: 10.1016/s0896-6273(04)00150-3

Barcia, C., Ros, C.M., Annese, V., Gomez, A., Ros-Bernal, F., Aguado-Yera, D.,
Martinez-Pagan, M.E., de Pablos, V., Fernandez-Villalba, E. & Herrero,
M.T. (2011). IFN- y signaling, with the synergistic contribution of TNF a,
mediates cell specific microglial and astroglial activation in experimental
models of Parkinson’s disease. Cell Death Dis 2: e142. DOI:
10.1038/cddis.2011.17

Baser, K.H.C., (2008). Biological and pharmacological activities of carvacrol and
carvacrol bearing essential oils. Curr. Pharm. Des. 14 (29), 3106-3119.
DOI: 10.2174/138161208786404227

Blesa, J., Trigo-Damas, 1., Quriga-Varela, A. & Jackson-Lewis, V.R. (2015).
Oxidative stress and Parkinson’s disease. Front Neuroanatomy. doi:

10.3389/fnana.2015.00091.

Blum, D, Sakina, T, Lambeng, N., Nissou, M-F., Benabid, A-L., Sadoul, R. &
Verna, J-M. (2001). Molecular pathways involved in the neurotoxicity of 6-
OHDA, dopamine and MPTP: contribution to the apoptotic theory in
Parkinsons  disease.  Progress 1in  Neurobiology. 65: 135-17.
DOI: 10.1016/s0301-0082(01)00003-x

Bollimuntha, S., Selvaraj, S. & Singh, B.B. (2011). Emerging roles of canonical
TRP channels in neuronal function. Adv Exp Med Biol.; 704:573-593. DOI:
10.1007/978-94-007-0265-3_31

99



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Bollimuntha, S., Singh, B.B., Shavali, S., Sharma, S.K. & Ebadi, M. (2005).
TRPC1-mediated inhibition of 1- methyl-4-phenylpyridinium ion
neurotoxicity in human SH-SY5Y neuroblastoma cells. J Biol Chem.;

280:2132-2140. doi: 10.1074/5bc.M407384200

Booth, D.H., Hirst, D.W. & Wade-Martins R. (2017). The Role of Astrocyte
Dysfunction in Parkinson’s Disease Pathogenesis. Trends in Neurosciences.

Vol. 40, No. 6. 358-370. http://dx.doi.org/10.1016/;.tins.2017.04.001

Bosson, A., Paumier, A., Boisseau, S., Jacquier-Sarlin, M., Buisson A &
Albrieux, M. (2017). TRPA1 channels promote astrocytic Ca?* hyperactivity
and synaptic dysfunction mediated by oligomeric forms of amyloid-f3

peptide. Mol Neurodegener. 12(1):53. doi: 10.1186/s13024-017-0194-8.

Bové, J., Prou, D., Perier, C. & Przedborski, S. (2005). Toxin-induced models of
Parkinson’s disease. NeuroRX: the journal of the American society for
experimental Neurotherapeutics.; 2(3) 484-494.
DOI: 10.1602/neurorx.2.3.484

Bradshaw, B.H., Raboune, S. & Hollis, L.J. (2013). Opportunistic activation of
TRP receptors by endogenous lipids: Exploiting lipidomics to understand
TRP receptor cellular communication. Life Sci. 92(8-9): 404—409.
doi:10.1016/;.1fs.2012.11.008.

Brown, R.C., Wu, L., Hicks, K. & O’neil, R.G. (2008). Regulation of blood-brain
barrier permeability by transient receptor potential type C and type v
calctum-permeable  channels.  Microcirculation. 15:359-371. DOI:

10.1080/10739680701762656

100



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Cali, T., Ottolini, D. & Brini, M. (2011). Mitochondria, calcium, and endoplasmic
reticulum stress in Parkinson's disease. Biofactors. 37(3):228-40. doi:

10.1002/biof.159.

Cali, T., Ottolini, D. & Brini, M. (2014). Calcium signaling itn Parkinson’s
disease. Cell Tissue Res. 357:439-454. DOI 10.1007/s00441-014-1866-0

Cao, D.S., Zhong, L., Hsieh, T.H., Abooj, M., Bishnoi, M., Hughes, L. &
Premkumar, L..S. (2012). Expression of transient receptor potential ankyrin

1 (TRPA1) and its role in insulin release from rat pancreatic beta cells.

PLoS One. 7. DOI: 10.1371/journal.pone.0038005

Carlsson, A, Lindqvist, M. & Magnusson, T. (1957).
3,4-Dihydroxyphenylalanine and 5-hydroxytryptophan as reserpine

antagonists. Nature 180.

Caudle, M.W. & Zhang, J. (2009). Glutamate, excitotoxicity, and programmed
cell death in parkinson disease. Experimental Neurology.220; 230-233.
DOI:10.1016/j.expneurol.2009.09.027

Chae, H.G., Ahn, S.J., Hong, Y.H., Chang, W.S., Kim, J. & Kim, S.J. (2012).
Transient receptor potential canonical channels regulate the induction of
cerebellar long-term depression. J Neurosci. 32:12909-12914. DOI:
10.1523/JNEUROSCI.0073-12.2012

Chan, C. S., Guzman, J. N., Ilijic, E., Mercer, J. N., Rick, C., Tkatch, T.,
Meredith, G. E. and Surmeier, D. J. (2007). ‘Rejuvenation’ protects neurons
in Mouse models of Parkinson’s disease. Nature.: 447, 1081-1086.
DOI:10.1038/mature05865

Chan, C.S., Gertler, T.S. & Surmeier, D.J. (2009). Calcium homeostasis, selective
vulnerability and Parkinson's disease. Trends Neurosci.: 32:249-256. DOI:
10.1016/5.tins.2009.01.006

101



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Charcot, J. M. (1872). Sinir sistemi hastaliklar1 hakkinda derler-I. in Oeuvres
Completes (Tome 1). Legcons sur les Maladies du Systéeme Nerveux (eds
Delahaye, A. & Lecrosnier, E.) 155-188. French. Bureaux du Progreés
Meédical

Checkoway, H., Powers, K., Smith-Weller, T., Franklin, G.M., Longstreth,
W.T., Swanson, Jr. P. D. (2002). Parkinson's Disease Risks Associated with
Cigarette Smoking, Alcohol Consumption, and Caffeine Intake. American

Journal of Epidemiology, Volume 155, Issue 8, Pages 732—
738, DOI:10.1093/aje/155.8.732

Chen, C., Maa, Q., Denga, P., Yangb, j., Yanga, L., Lina, M., Yua, Z. & Zhoua, Z.
(2017). Critical role of TRPC1 in thyroid hormone-dependent dopaminergic
neuron development. BBA — Molecular Cell Research.:1864. 1900-1912.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbamcr.2017.07.019.

Chen, J & Hackos, H.D. (2015). TRPA1 as a drug target—promise and
challenges. Naunyn-Schmiedeberg's Arch Pharmacol. 388:451-463 DOI
10.1007/s00210-015-1088-3

Chen, W, Xu, B., Xiao, A., Liu, L., Fang, X, Liu, R., Turlova, E., Barszczyk, A.,
Zhong, X., Sun, C.L., Britto, L.R., Feng, Z.P. & Sun, H.S. (2015). TRPM7

inhibitor carvacrol protects brain from neonatal hypoxic-ischemic injury.

Mol Brain 8:11. doi: 10.1186/s13041-015-0102-5.

Chin-Chan, M., Navarro-Yepes, J. & Quintanilla-Vega, B. (2015).
Environmental pollutants as risk factors for neurodegenerative disorders:
Alzheimer and Parkinson disease. Front Cell Neurosci 2015; 9: 1-22.
DOI:10.3389/fncel.2015.00124

Chung, K.K.H., (2010). The expression and role of specific trp channels in
dopaminergic neurons of the substantia nigra. Doktora Tezi, The

University of Auckland

102



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Clapham, D.E. (2003). TRP channels as cellular sensors. Nature 426:517-524.
DOI: 10.1038/nature02196

Clapham, D.E. (2003). TRP channels as cellular sensors. Nature. 426:517-524.
DOI: 10.1038/nature02196

Clapham, D.E., Runnels, LW. & Striibing, C. (2001). The TRP ion channel
family. Nat Rev Neurosci. 2:387-396. DOI: 10.1038/35077544

Clapham,D.E., Julius, D., Montell, C. & Schultz, G. (2005). Nomenclature and
Structure-Function Relationships of Transient Receptor Potential

Channels. Pharmacol Rev.: 57:427-450. DOI: 10.1124/pr.57.4.6

Corey, D.P., Garcia-Anoveros, J., Holt, J.R., Kwan, K.Y., Lin, S.Y., Vollrath,
M.A., Amalfitano, A., Cheung, E.L., Derfler, B.H., Duggan, A., Geleoc, G.S.,
Gray, P.A., Hoffman, M.P., Rehm, H.L.., Tamasauskas, D. & Zhang, D.S.
(2004). TRPA1 is a candidate for the mechanosensitive transduction
channel of vertebrate hair cells. Nature. 432:723-730. DOI:
10.1038/nature03066

Cosens, D.J. & Manning, A. (1969). Abnormal Electroretinogram from a
Drosophila mutant. Nature. Vol.224. 285-287

Damier, P., Hirsch, E.C., Agid, Y. & Graybiel, A.M. (1999). The substantia nigra
of the human brain. II. Patterns of loss of dopamine-containing neurons in
Parkinson's disease. Brain.:122(Pt8); 1437-1448.
DOI:m10.1093/brain/122.8.1437

Dati1, L.M., Ulrich, H., Real, C.C., Feng, Z.P., Sun, H.S. & Britto, L.R., (2017).
Carvacrol Promotes Neuroprotection In The Mouse Hemiparkinsonian
Model. Neuroscience.356; 176-181. doi:
10.1016/j.neuroscience.2017.05.013.

103



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Dati1, L.M., Ulrich, H., Real, C.C., Feng, Z.P., Sun, H.S. & Britto, L.R., (2017).
Carvacrol Promotes Neuroprotection In The Mouse Hemiparkinsonian
Model. Neuroscience.356; 176-181. doi:
10.1016/j.neuroscience.2017.05.013.

Davies, K.J. (2000). Oxidative stress, antioxidant defenses, and damage removal,
repair, and replacement systems. IUBMB life 50:279-289. DOI:
10.1080/713803728

de la Torre, J. C. (1995). Treatment of head injury in mice, using a fructose 1,6-
diphosphate and dimethyl sulfoxide combination. Neurosurgery 37: 273—
279.

de Lau L.M. & Bretele, M.M. (2006). Epidemiology of Parkinson’s disease.
Lancet Neurology. 5 (6): 525-535. DOI: 10.1016/S1474-4422(06)70471-9

De Vincenzi, M., Stammati, A. De Vincenzi, A. & Silano, M. (2004). Constituents
of aromatic plants: carvacrol. Fitoterapia.; 75 (7-8), 801-804. DOI:
10.1016/;.fitote.2004.05.002

Deng, W., Lu, H. & Teng, J., 2013. Carvacrol attenuates diabetes-associated
cognitive deficits in rats. J. Mol. Neurosci. 51 (3), 813-819. DOI:
10.1007/s12031-013-0069-6

Doble, A., (1999). The Role of Excitotoxicity in Neurodegenerative Disease:
Implications for Therapy. Pharmacol. Ther. Vol. 81, No. 3, pp. 163—-221.
DOI:10.1016/s0163-7258(98)00042-4

Dogu O. (2010). Parkinson Hastaliginin epidemiyoloji ve risk faktorleri.
(Edt.Prof.Dr. Emre, M., Parkinson Hastalig1). Gunes Tip Kitapevi

Yayinlari: Ankara.

Dua, T. (2004). Atlas : country resources for neurological disorders 2004. WHO
Library Cataloguing-in-Publication Data. Programme for Neurological

Diseases and Neuroscience. Geneva.
104



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Edris, A.E. (2007). Pharmaceutical and therapeutic potentials of essential oils
and their individual volatile constituents: a review. Phytother. Res.; 21,

308-323. DOI: 10.1002/ptr.2072

Ehringer, H. & Hornykiewicz, O. (1960). Verteilung von noradrenalin und
dopamin (3-hydroxytyramin) im gehirn des menschen und ihr verhalten bet

erkrankungen des extrapyramidalen systems. Klin. Wochenschr. 38, 1236—

1239

Ellis, M. J. & Fell, J. M. (2017). Current approaches to the treatment of
Parkinson’s Disease. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters.; 27.4247—
4255. DOI:10.1016/3.bmcl.2017.07.075

Erac,Y., Selli, C. & Tosun, M. (2009). Kalsiyumun Cok Yonlii Islevselliginde
TRPC Iyon Kanallarinin Rolii. Hacettepe University Journal of the Faculty
of Pharmacy. Volume 28. Number 2. pp. 161-183

Fearnley, J. M. & Less, A.J. (1991). Ageing And Parkinson's Disease: Substantia
Nigra Regional Selectivity. Brain, 114, 2283-2301.
DOI:10.1093/brain/114.5.2283

Finsterwald, C., Magistretti, J.P. & Lengacher, S. (2015). Astrocytes: New
Targets for the Treatment of Neurodegenerative Diseases. Current
Pharmaceutical Design.;21(25):3570-81. DOI:
10.2174/1381612821666150710144502

Galvan, A. & Wichmann, T. (2008). Pathophysiology of Parkinsonism. Clin.
Neurophysiol. 119(7): 1449-1464. DOI: 10.1016/j.clinph.2008.03.017

Gandhi, S. & Wood, W.N. (2005). Molecular pathogenesis of Parkinson’s disease.
Human  Molecular Genetics. Vol. 14, No. 18 2749-2755
d01:10.1093/hmg/ddi308

105



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Gatto, N.M., Rhodes, S.L., Manthipragada, A.D., Bronstein, J., Cockburn, M.,
Farrer, M. & Ritz, B. (2010). a-synuclein gene may interact with

environmental factors in increasing risk of Parkinson’s Disease.

Neuroepidemiol; 35: 191-195. DOI:10.1159/000315157.

Gaudet, R. (2008). TRP channels entering the structural era. J Physiol 586:
3565-3575. doi: 10.1113/jphysiol.2008.155812

Gees vd., 2015 yok bulmadim. 2010 olma ihtimali var

Gees, M., Colsoul, B., & Nilius, B. (2010). The role of transient receptor potential
cation channels in Ca2+ signaling. Cold Spring Harb Perspect Biol
2:a003962. doi: 10.1101/cshperspect.a003962

Gelb, D.J., Oliver E. & Gilman, S. (1999). Diagnostic criteria for Parkinson’s
Disease. Arch. Neurol. 56: 33-39. DOI:10.1001/archneur.56.1.33

German, D.C., Manaye, K.F., Sonsalla, P.K.,, & Brooks, B.A. (1992). Midbrain
dopaminergic cell loss in Parkinson's disease and MPTP-induced

parkinsonism: sparing of calbindin-D28k-containing cells. Ann N Y Acad
Sci. : 648:42-62. DOI1:10.1111/;.1749-6632.1992.tb24523.x

Gibb, W.R. & Lees, A.J. (1988). The relevance of the Lewy body to the
pathogenesis of idiopathic Parkinson’s disease. J Neurol Neurosurg

Psychiatry. 51: 745-52. DOI: 10.1136/jnnp.51.6.745

Goetz G Christopher. (2011). The History of Parkinson's Disease: Early Clinical
Descriptions and Neurological Therapies, Cold Spring Harb Perspect Med.
do1:10.1101/chsperspect.a008862.

Goldman, S.M. (2014). Environmental toxins and Parkinson’s diease. An Rev
Pharmacol Toxicol. 54: 141-164. DOI: 10.1146/annurev-pharmtox-011613-
135937

Gokmen, G.F. (2003). Sistematik Anatomi. Izmir: Izmir Given Kitabevi

106



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Gratzke, C., Streng, T., Waldkirch, E., Sigl, K., Stief, C., Andersson, K.E. &
Hedlund, P. (2009). Transient receptor potential A1 (TRPA1) activity in the
human urethra—evidence for a functional role for TRPAI in the outflow

region. Eur Urol 55:696—704. DOI: 10.1016/j.eururo.2008.04.042

Guimaraes, A.G., Xavier MA, de Santana MT, Camargo EA, Santos CA, Brito
FA, Barreto EO, Cavalcanti SC, Antoniolli AR, Oliveira RC, Quintans-
Janior Ld. (2012). Carvacrol attenuates mechanical hypernociception and

inflammatory response. Naunyn-Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol. 385 (3),
253-263. DOI: 10.1007/s00210-011-0715-x

Haddadi, H., Rajaei, Z., Alaei, H. & Shahidani, S. (2017). Chronic treatment with
carvacrol improves passive avoidance memory in a rat model of Parkinson’s
disease. Arq. Neuro-Psiquiatr. vol.76 no.2. http://dx.doi.org/10.1590/0004-
282x20170193

Halassa, M. & Haydon, P.G. (2010). Integrated brain circuits: astrocytic
networks modulate neuronal activity and behavior. Annu Rev Physiol.

72:335—-355. do1:10.1146/annurev-physiol-021909-135843

Halliday, G.M. & Stevens, C.H. (2011). Glia: initiators and progressors of
pathology tn Parkinson's disease. Movement Disorders.; 26(1) 6-17. DOI:
10.1002/mds.23455

Halliwell, B. (2006). Oxidative stress and neurodegeneration: where are we now?
Journal of Neurochemistry. 97: 1634-1658. DOI: 10.1111/5.1471-
4159.2006.03907.x

107



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Hauser MA! Li YJ, Xu H, Noureddine MA, Shao YS, Gullans SR, Scherzer
CR, Jensen RV, McLaurin AC, Gibson JR, Scott BL, Jewett RM, Stenger
JE, Schmechel DE, Hulette CM, Vance JM. (2005). Expression profiling of
substantia nigra in Parkinson disease, progressive supranuclear palsy, and
frontotemporal dementia with parkinsonism. Arch Neurol. 62(6):917-21.
DOI:10.1001/archneur.62.6.917

Haydon, P.G. (2001). GLIA: listening and talking to the synapse. Nat Rev
Neurosci. 2:185-193. d0i:10.1038/35058528

He, K., Q1,F., Guo, C., Zhan, S., Xu, H., Liu, J. & Yang, X. (2016). Movement
deficits and neuronal loss in basal ganglia in TRPC1 deficient mice.

Oncotarget, Vol. 7, No. 43. https://doi.org/10.18632/oncotarget.12567

Hernandez-Baltazar, D., Zavala-Flores, L.M. & Villanueva-Olivo, A. (2017). The
6-hydroxydopamine model and parkinsonian pathophysiology: Novel
findings in an older model. Neurologia. 32:533—539.
DOI:10.1016/3.nr1.2015.06.011

Hirsch, E.C., Breidert, T., Rousselet, E., Hunot, S., Hartmann, A. & Michel, P.P.
(2003). The role of glial reaction and inflammation in Parkinson's disease.
Annals of the New York Academy of Sciences.; 991 214-228. DOI:
10.1111/.1749-6632.2003.tb07478.x

Holzer P. (2011). Transient receptor potential (TRP) channels as drug targets for
diseases of the digestive system. Pharmacology and Therapeutics.; 131:142—
170. DOI: 10.1016/;.pharmthera.2011.03.006

Hotta, M., Nakata, R., Katsukawa, M., Hori, K., Takahashi, S., and Inoue, H.
(2010). Carvacrol, a component of thyme oil, activates PPAR alpha and
gamma and suppresses COX-2 expression. J. Lipid Res. 51, 132-139. DOI:
10.1194/1r.M900255-JL.R200

108



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Hu, Q. & Wang, G. (2016). Mitochondrial dysfunction in Parkinson’s disease.
Transl Neurodegener.; 5 (1): 14. doi: 10.1186/s40035-016-0060-6

Hurley, J. M. & Dexter, T.D., (2012). Voltage-gated calcium channels and
Parkinson's disease. Pharmacology & Therapeutics 133 (2012) 324-333.
doi:10.1016/j.pharmthera.2011.11.006

Jankovic J. (2008). Parkinson’s disease: clinical features and diagnosis. J Neurol

Neurosurg Psychiatry.; 79:368-76. DOI:10.1136/jnnp.2007.131045

Jankovic, J. & Aguilar, G.L. (2008). Current approaches to the treatment of
Parkinson’s disease. Neuropsychiatric Disease and Treatment.:4(4) 743—

757. DOI:10.2147/ndt.s2006

Jara-Oseguera, A. & Islas, L.D. (2013). The role of allosteric coupling on thermal
activation of thermo-TRP channels. Biophys J 104:2160-2169.
doi: 10.1016/j.bp;.2013.03.055

Jennings, A. & Rusakov, A.D. (2016). Do Astrocytes Respond to Dopamine?
Opera Med Physiol. Vol. 2 (1): 34-43. do1:10.20388/OMP2016.001.0017

Joca, H.C., Cruz-Mendes, Y., Oliveira-Abreu, K., Maia-Joca, R.P.M., Barbosa,
R., Lemos, T.L., Lacerda Beira’o, P.S. & Leal-Cardoso, J.H. (2012).
Carvacrol decreases neuronal excitability by inhibition of voltage-gated

sodium channels. J. Nat. Prod. 75, 1511-1517. DOI:10.1021/np300050g

Johnson, A.K., Conn J. P. & Niswender, M. C. (2009). Glutamate receptors as
therapeutic targets for Parkinson’s disease. CNS Neurol Disord Drug
Targets. 8(6): 475—491. DOI1:10.2174/187152709789824606

Kalia, L.V. & Lang E. A. (2015). Parkinson’s disease. Lancet. 386: 896—912. Doi:
http://dx.doi.org/10.1016/ S0140-6736(14)61393-3

109



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Karashima, Y., Damann, N., Prenen, J., Talavera, K., Segal, A., Voets, T. &
Nilius, B. (2007). Bimodal action of menthol on the transient receptor
potential channel TRPAI. J Neurosci. 27: 9874-9884. DOI:
10.1523/JNEUROSCI.2221-07.2007

Karashima, Y., Talavera, K., Everaerts, W., Janssens, A., Kwan, KY.,
Vennekens, R., Nilius, B. & Voets, T. (2009). TRPA1 acts as a cold sensor
in vitro and in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A 106: 1273-1278. DOI:
10.1073/pnas.0808487106

Keshavarzian, A., Green, J.S., Engen, P.A., Voigt,M.R., Naqib, A., Forsyth, B.
C., Mutlu, E. & Shannon, K. M. (2015). Colonic Bacterial Composition in
Parkinson’s Disease. Movement Disorders, Vol. 30, No. 10. DOI:
10.1002/mds.26307

Khalil, A., Kovac, S., Morris, G. & Walker, M.C. (2017). Carvacrol after status
epilepticus (SE) prevents recurrent SE, early seizures, cell death and

cognitive decline. Epilepsia 58:263—273. doi: 10.1111/epi.13645.

Klein, C. & Westenberger, A. (2012). Genetics of Parkinson’s Disease. Cold
Spring Harb Perspect Med. 2:a008888. doi: 10.1101/cshperspect.a008888

Komuro, H. & Kumada T. (2005). Ca2+ transients control CNS neuronal
migration. Cell Calcium.; 37:387-393. DOI: 10.1016/j.ceca.2005.01.006

Lanciego, L.J., Luquin, N. & Obeso, A. J. (2012). Functional Neuroanatomy of
the Basal Ganglia. Cold Spring Harb Perspect in Medicine.
doi: 10.1101/cshperspect.a009621

Lee, H.J., Suk, J.E., Patrick, C., Bae, E.J., Cho, J.H., Rho, S., Hwang, D.,
Masliah, E. & Lee, S.J. (2010). Direct transfer of a-synuclein from neuron
to astroglia causes inflammatory responses in synucleinopathies. J Biol

Chem. 285: 9262-9272. DOI: 10.1074/jbc.M109.081125

110



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Lee, K-1., Lee, H-T., Lin, H-C., Tsay, H-C., Tsai F-C.,Shyue, S-K & Lee, S-T.
(2016). Role of transient receptor potential ankyrin 1 channels in

Alzheimer’s disease. dJournal of Neuroinflammation. 13:92. DOI

10.1186/s12974-016-0557-z

Leisman, G., Melillo, R. & Carrick, F.R. (2013). Clinical Motor and Cognitive
Neurobehavioral Relationships in the Basal Ganglia. Neuroscience “Basal
Ganglia—An Integrative View”, book edited by Fernando A., Barrios and
Clemens Bauer, Chapter 1. http://dx.do1.org/10.5772/55227

Lev, N., Barhum, Y., Pilosof, P.S., Ickowicz, D., Cohen, H.Y., Melamed, E., Offen,
D. (2012). DJ-1 protects against dopamine toxicity: implications for
Parkinson’s disease and aging. Journals of Gerontology: Biological Science.

68 (3): 215 —225. DOI:10.1093/gerona/gls147.

Levy, O.A., Malagelada, C. & Greene, L.A. (2009). Cell death pathways in
Parkinson’s disease: proximal triggers, distal effectors, and final steps. NITH

Public Access. 14(4): 478-500. do1:10.1007/s10495-008-0309-3.

Lewis, S.J.G & Barker, R.A. (2009). Understanding the dopaminergic deficits in
Parkinson’s disease: Insights into disease heterogeneity. Journal of Clinical

Neuroscience, 16, 620—625. doi1:10.1016/j.jocn.2008.08.020

Lewy, F.H. (1913). Zur pathologischen Anatomie der Paralysis agitans. Dtsch.
Z. Nervenheilk 50, 50-55

Li, X., Chen, W., Zhang, L., Liu, W.B. & Fei, Z. (2013). Inhibition of store-
operated calcium entry attenuates MPP*-induced oxidative stress via

preservation of mitochondrial function in PC12 cells: involvement of

Homerla. PLoS One 8. DOI: 10.1371/journal.pone.0083638.

111



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Li, Z., Hua, C., Pan, X, Fu, X. & Wu, W. (2016). Carvacrol exerts neuroprotective
effects via suppression of the inflammatory response in middle cerebral
artery occlusion rats. Inflammation.; 39 (4), 1566-1572. DOI:
10.1007/s10753-016-0392-5

Li,W.T., Zhang, S.Y., Zhou, Y.F., Zhang, B.F., Liang, Z.Q., Liu, Y.H., Wei, Y., Li,
C.K., Meng, X.J., Xia, M., Dan, Y. & Song, J.N. (2015). Carvacrol attenuates
traumatic neuronal injury through store-operated Ca2+ entry-independent

regulation of intracellular Ca?* homeostasis. Neurochem Int 90:107-113.

doi: 10.1016/j.neuint.2015.07.020.

Li,W.T., Zhang, S.Y., Zhou, Y.F., Zhang, B.F., Liang, Z.Q., Liu, Y.H., We1, Y., Li,
C.K., Meng, X.J., Xia, M., Dan, Y. & Song, J.N. (2015). Carvacrol attenuates
traumatic neuronal injury through store-operated CaZ2 + entry-independent
regulation of intracellular Ca?* homeostasis. Neurochem Int 90:107-113.

doi: 10.1016/j.neuint.2015.07.020.

Lim, K.L. & Zhang, C.W. (2013). Molecular Events Underlying Parkinson’s
Disease—An Interwoven Tapestry. Front. Neurol.;4, 33.

DOI:10.3389/fneur.2013.00033

Lindholm, D., Ma'kela”, J. Libert, V.D. Mudo, G., Belluardo, N., Eriksson, O. &
Saarma, M. (2016). Current disease modifying approaches to treat
Parkinson’s disease. Cell. Mol. Life Sci.;73:1365-1379 DOI 10.1007/s00018-
015-2101-1

Lins,R.F.C.L., Souza, F.M., Bispo, M.M.J., Gois, M.A., Melo, S.C.T., Andrade,
S.A.R., Lucindo, J. Q-J., Ribeiro, M.A., Silva, H.R., Santos, J.R. &
Marchioro, M. (2018). Carvacrol prevents impairments in motor and
neurochemical parameters in a model of progressive parkinsonism induced
by reserpine. Brain Research Bulletin. 139. 9-15.
https://doi.org/10.1016/j.brainresbull.2018.01.017

112



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Lins,R.F.C.L., Souza, F.M., Bispo, M.M.J., Gois, M.A., Melo, S.C.T., Andrade,
S.A.R., Lucindo, J. Q-J., Ribeiro, M.A., Silva, H.R., Santos, J.R. &
Marchioro, M. (2018). Carvacrol prevents impairments in motor and
neurochemical parameters in a model of progressive parkinsonism induced
by reserpine. Brain Research Bulletin. 139. 9-15.
https://doi.org/10.1016/j.brainresbull.2018.01.017

Lix, L. M., Hobson, D.E., Azimaee, M., Leslie, W.D., Burchill, C., Hobson, S.,
(2010). Socioeconomic variations in the prevalence and incidence of

Parkinson’s disease: a population-based analysis. <J. Epidemiol.

Community Health 64, 335—-340. doi: 10.1136/jech.2008.084954.

Lu, C. & Mattson, P.M. (2001). Dimethyl Sulfoxide Suppresses NMDA- and
AMPA-Induced Ion Currents and Calcium Influx and Protects against
Excitotoxic Death in Hippocampal Neurons. Experimental Neurology 170,
180-185. doi:10.1006/exnr.2001.7686

Lucking, C.B. & Brice, A.(2000). Alpha-synuclein and Parkinson’s disease. Cell
Mol Life Sci. 57:1894-1908. DOI:10.1007/PL00000671

Ma, S.Y., Roytt, M., Collan, Y., Rinne, J.0. (1999) Unbiased morphometrical
measurements show loss of pigmented nigral neurones with ageing.
Neuropathology and Applied Neurobiology 1999; 25: 394-399. DOI:
10.1046/.1365-2990.1999.00202.x

Madsen, C.P., Klausen, T.K., Fabian, A., Hansen, B.J., Pedersen, S.F., &
Hoffmann, E.K. (2012). On the role of TRPC1 in control of Ca2+ influx, cell
volume, and cell cycle. Am J Physiol Cell Physiol. 303:C625-C634. DOI:
10.1152/ajpcell.00287.2011

Maragakis, N.J. & Rothstein, J.D. (2006). Mechanisms of Disease: astrocytes in
neurodegenerative disease. Nature Clinical Practice Neurology; 2(12) 679-

689. DOI:10.1038/ncpneuro0355.

113



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Massano, J. & Bhatia, K.P. (2012). Clinical Approach to Parkinson's Disease:
Features, Diagnosis, and Principles of Management. Cold Spring Harb
Perspect Med. DOI:10.1101/cshperspect.a008870

Mattson, B.M. (2012). Parkinson’s disease: don’t mess with calcium. J Clin
Invest. 122(4):1195-1198. https://doi.org/10.1172/JCI62835.

McNaught, K.S., Perl, D.P., Brownell, A.L. and Olanow, C.W. (2004) Systemic
exposure to proteasome inhibitors causes a progressive model of Parkinson’s

disease. Ann. Neurol., 56, 149—-162. DOI:10.1002/ana.20186

Mechan, A.O., Fowler, A., Seifert, N., Rieger, H., Wohrle, T., Etheve, S., Wyss,
A., Schiiler, G., Colletto, B., Kilpert, C., Aston, J., Elliott, J.M., Goralczyk,
R. & Mohajeri, M.H. (2011). Monoamine reuptake inhibition and mood-
enhancing potential of a specified oregano extract. British Journal of

Nutrition.; 105(8): 1150-1163. DOI: 10.1017/S0007114510004940

Melo, F.H.C., Moura, B.A.,de Sousa, D.P.,de Vasconcelos, S.M., Macedo,
D.S., Fonteles, M.M., Viana, G.S. & de Sousa, F.C., (2011). Antidepressant-
like effect of carvacrol (5-Isopropyl-2-methylphenol) in mice: involvement of
dopaminergic system. Fundam. Clin. Pharmacol. 25 (3), 362-367. DOI:
10.1111/.1472-8206.2010.00850.x

Melo, F.H.C., Venancio, E.T.,de Sousa, D.P.,de Franca, F.M.M, de
Vasconcelos, S.M., Viana, G.S. & de Sousa, F.C. (2010). Anxiolytic-like
effect of Carvacrol (5-isopropyl-2-methylphenol) in mice: involvement with
GABAergic transmission. Fundam. Clin. Pharmacol. 24 (4), 437-443. DOI:
10.1111/.1472-8206.2009.00788.x

Meredith, G.E., Totterdell, S., Beales, M. & Meshul, C.K., (2009). Impaired
glutamate homeostasis and programmed cell death in a chronic MPTP
mouse model of Parkinson's disease. Exp Neurol. 219, 334-340. DOI:
10.1016/j.expneurol.2009.06.005

114



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Miller, B.D. & O’Callagan P.J. (2015). Biomarkers of Parkinson’s disease:
Present and future. Metabolism Clinical Experimental. 64, S40-46 DOI:
10.1016/j.metabol.2014.10.030

Minke, B. & Cook, B., (2002). TRP Channel Proteins and Signal Transduction.
Physiol Revi.: 82. 429-472, DOI: 10.1152/physrev.00001.2002.

Mohammedi Z. (2017). Carvacrol: An Update of Biological Activities and
Mechanism of Action. Open Access Journal of Chemistry Volume 1, Issue

1, PP 53-62.

Montell, C. & Rubin, G.M. (1989). Molecular characterization of the Drosophila
trp locus: a putative integral membrane protein required for

phototransduction. Neuron. 2:1313-1323

Montell, C. (2005). The TRP superfamily of cation channels. Sci STKE. DOI:
10.1126/stke.2722005re3

Moon, H.E. & Paek, S.H. (2015). Mitochondrial dysfunction in Parkinson’s
disease. Experimental Neurobiology.; 24 (2): 103-116.
doi: 10.5607/en.2015.24.2.103

Morales, I., Sanchez, A., Rodriguez-Sabate, C. & Rodriguez, M. (2016). The
astrocytic response to the dopaminergic denervation of the striatum. J.

Neurochem. 139(1):81-95. doi: 10.1111/jnc.13684.

Moran, dJ., Itoh, T., Reddy, U.R., Chen, M., Alnemri, E.S. & Pleasure, D., (1999).
Caspase-3 expression by cerebellar granule neurons is regulated by calcium
and cyclic AMP. J. Neurochem. 73, 568-577. https://doi.org/10.1046/;.1471-
4159.1999.0730568.x

Morelli, M.B., Amantini, C., Liberati, S., Santoni, M. & Nabissi, M. (2013). TRP
Channels: New Potential Therapeutic Approaches in CNS Neuropathies.
CNS & Neurological Disorders - Drug Targets.; Vol. 12, No. 2. DOI:

10.2174/18715273113129990056
115



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Morita, T., Okada, M., Hara, Y., & Yamawaki, H. (2011). Mechanisms
underlying impairment of endothelium-dependent relaxation by fetal

bovine serum in organcultured rat mesenteric artery. Eur J Pharmacol

668:401-406. DOI: 10.1016/j.ejphar.2011.07.040

Morrish, P.K., Sawle, G.V & Brooks, D.J. (1996). An [18F]dopa -PET and clinical
study of the rate of progression in Parkinson's disease. Brain, 119: 558-591.

Mukhopadhyay, 1., Gomes, P., Aranake, S., Shetty, M., Karnik, P., Damle, M.,
Kuruganti, S., Thorat, S. & Khairatkar-Joshi, N. (2011). Expression of
functional TRPA1 receptor on human lung fibroblast and epithelial cells. J
Recept Signal Transduct Res 31:350-358. DOI:
10.3109/10799893.2011.602413

Mustafa, A.K., Ahmad, A.S., Zeynalov, E., Gazi, S.K., Sikka, G., Ehmsen, J.T.,
Barrow R.K., Coyle, J.T., Snyder, S.H. & Doré, S. (2010). Serine racemase

deletion protects against cerebral ischemia and excitotoxicity. J Neurosci.

30:1413-1416, doi:10.1523/JNEUROSCI.4297-09.2010, pmid:20107067.

Narayanan, K.L., Irmady, K., Subramaniam, S., Unsicker, K. & von Bohlen und
Halbach, O. (2008). Evidence that TRPCI1 is involved in hippocampal
glutamate-induced cell death. Neurosci Lett. 446:117-122. DOI:
10.1016/j.neulet.2008.09.034

Nieto-Posadas, A., Jara-Oseguera, A. & Rosenbaum, T. (2011). TRP channel
gating  physiology. Curr Top Med  Chem. 11:2131-2150.
DOI: 10.2174/156802611796904870

Nilius, B & Szallasi, A. (2014). Transient Receptor Potential Channels as Drug
Targets: From the Science of Basic Research to the Art of Medicine.
Pharmacol Rev. 66:676-814. DOI: 10.1124/pr.113.008268

116



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Nilius, B. & Owsianik, G. (2010). Transient receptor potential channelopathies.
Pflugers Arch.; 460(2), 437-450. DOI: 10.1007/s00424-010-0788-2

Nilius, B. & Owsianik, G. (2011). The transient receptor potential family of ion
channels. Genome Biol.: 12:218-229. DOI: 0.1186/gb-2011-12-3-218

Nilius, B., Appendino, G. & Owsianik, G. (2012). The transient receptor potential
channel TRPA1: from gene to pathophysiology. Pflugers Arch. 464:425-458.
DOI: 10.1007/s00424-012-1158-z

Nilius, B., Owsianik, G., Voets, T. & Peters, J.A. (2007). Transient receptor
potential cation channels in disease. Physiol Rev 87:165-217. DOI:
10.1152/physrev.00021.2006

Niranjan, R., (2014). The Role of Inflammatory and Oxidative Stress
Mechanisms in the Pathogenesis of Parkinson’s Disease: Focus on

Astrocytes. Mol. Neurobiol. 49:28—-38 DOI 10.1007/s12035-013-8483-x

Nozawa, K., Kawabata-Shoda, E., Doihara, H., Kojima, R., Okada, H.,
Mochizuki, S., Sano, Y., Inamura, K., Matsushime, H., Koizumi, T.,
Yokoyama, T. & Ito, H. (2009). TRPA1I regulates gastrointestinal motility

through serotonin release from enterochromaffin cells. Proc Natl Acad Sci.

U S A. 106:3408-3413. DOI: 10.1073/pnas.0805323106

Olanow, C.W. (2007). The pathogenesis of cell death in Parkinson's disease. Mov.
Disord. 22:5335-S342. DOI: 10.1002/mds.21675

Orrenius, S., Zhivotovsky, B. & Nicotera, P. (2003). Regulation of cell death: the
calctum-apoptosts link. Nat. Rev. Mol. Cell Biol.; 4(7), 552-565.
DOI:10.1038/nrm1150

Oz, M., Lozon, Y., Sultan, A., Yang, K.H. & Galadari, S. (2015). Effects of
monoterpenes on ion channels of excitable cells. Pharmacol Ther. 152:83—

97. DOI: 10.1016/j.pharmthera.2015.05.006

117



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Parkinson, J. (1817). An essay on the shaking palsy. J. Neuropsychiatry Clin.
Neurosci. Spring, 14, 223-236; discussion 222.

Parnas, M., Peters, M., Dadon, D., Lev, S., Vertkin, I., Slutsky, I. & Minke, B.
(2009). Carvacrol is a novel inhibitor of Drosophila TRPL and mammalian
TRPM?7 channels. Cell Calcium 45; 300-309.
doi:10.1016/j.ceca.2008.11.009

Parnas, M., Peters, M., Dadon, D., Lev, S., Vertkin, I., Slutsky, I. & Minke, B.
(2009). Carvacrol is a novel inhibitor of Drosophila TRPL and mammalian
TRPM7 channels. Cell Calcium 45; 300-309.
d01:10.1016/j.ceca.2008.11.009

Paulsen, C.E., Armache, J-P., Gao, Y., Cheng, Y. & Julius, Y. (2018). Structure
of the TRPAI ion channel suggests regulatory mechanisms. NATURE.
Vo0l.520. doi:10.1038/nature14367

Peters, M., Trembovler, V., Alexandrovich, A., Parnas, M., Birnbaumer, L.,
Minke, B. & Shoham, E. (2012). Carvacrol Together with TRPCI
Elimination Improve Functional Recovery after Traumatic Brain Injury in
Mice. Journal of Neurotrauma.; 29:2831-2834. doi:
10.1089/neu.2012.2575.

Peters, M., Trembovler, V., Alexandrovich, A., Parnas, M., Birnbaumer, L.,
Minke, B. & Shoham, E. (2012). Carvacrol Together with TRPCI
Elimination Improve Functional Recovery after Traumatic Brain Injury in
Mice. Journal of Neurotrauma.; 29:2831-2834. doa:
10.1089/neu.2012.2575.

Pfaffl, M.W. (2001). A new mathematical model for relative quantification in
real-time RT-PCR. Nucleic Acids Res.;29(9):e45.

118



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Phatnani, H. & Mamniatis, T. (2015). Astrocytes in Neurodegenerative Disease.
Cold Spring Harb Perspect Biol. doi: 10.1101/cshperspect.a020628. DOI:
10.1101/cshperspect.a020628

Phillis, J. W., A. Y. Estevez & M. H. O’Regan. (1998). Protective effects of the free
radical scavengers, dimethyl sulfoxide and ethanol, in cerebral ischemia in

gerbils. Neurosci. Lett. 244: 109-111.

Poewe, W., Seppi, K., Tanner, C.M., Halliday, G.M., Brundin, P., Volkmann,
J., Schrag, A.E., Lang, A.E. (2017). Parkinson Disease. Nat Rev Dis
Primers. 3:17013. doi: 10.1038/nrdp.2017.13.

Polymeropoulos MH., Lavedan C, Leroy E, Ide SE, Dehejia A, Dutra A, Pike B,
Root H, Rubenstein J, Boyer R, Stenroos ES, Chandrasekharappa S,
Athanassiadou A, Papapetropoulos T, Johnson WG, Lazzarini AM,
Duvoisin RC, Di Iorio G, Golbe LI, Nussbaum RL. Mutation in the alpha-
synuclein gene identified in families with Parkinson’s disease. (1997).

Science. 276:2045-2047.

Proschel, C., Stripay, J.L., Shih, C.H., Munger, J.C. & Noble, M.D. (2014).
Delayed transplantation of precursor cell-derived astrocytes prouvides
multiple benefits in a rat model of Parkinsons. EMBO Mol Med.; 6: 504-18.
DOI: 10.1002/emmm.201302878

Przedborski, S. (2017). The Two-Century Journey Of Parkinson Disease
Research. Nature Reviews. 18: 251-259. d01:10.1038/nrn.2017.25

Putney, J.W. (2005). Physiological mechanisms of TRPC activation. Pflugers
Arch. 451. 29-34. DOI 10.1007/s00424-005-1416-4

119



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Quintans-Junior, L.J., Guimaraes, A.G., Araujo, B.E.S., Oliveira, G.F., Santana,
M.T., Moreira, F.V., Santos, M.R.V., Cavalcanti, S.C.H., De Lucca, W.dJ.,
Botelho, M.A., Ribeiro, L.A.A., Nobrega, F.F.F. & Almeida, R.N. (2010).
Carvacrol, (-)-borneol and citral reduce convulsant activity in rodents. Afr.

dJ. Biotechnol. 9, 6566-6572.

Rappold, P.M. & Tieu K. (2010). Astrocytes and Therapeutics for Parkinson’s
Disease. The American Society for Experimental NeuroTherapeutics. Vol.

7, 413—423. DOI: 10.1016/j.nurt.2010.07.001

Rappold, P.M. & Tieu K. (2010). Astrocytes and Therapeutics for Parkinson’s
Disease. The American Society for Experimental Neuro Therapeutics. Vol.

7, 413-423. doi: 10.1016/j.nurt.2010.07.001.

Samanta, A., Taylor, E.T.H. & Vera Y.M-B. (2018). Transient Receptor Potential
(TRP) Channels. Subcell Biochem. 87: 141-165. doi: 10.1007/978-981-10-
7757-9_6

Sarkar, S., Raymick, J. & Imam, S. (2016). Neuroprotective and Therapeutic
Strategies against Parkinson’s Disease: Recent Perspectives. Int. J. Mol. Sci.

17, 904; d0i:10.3390/;jms 17060904

Schapira, A.H. & Jenner, P. (2011). Etiology and Pathogenesis of Parkinson’s
Disease. Mov Disord. 26(6):1049-55. doi: 10.1002/mds.23732.

Scheperjans, F., Aho, V., Pedro A. B. P., Koskinen, K., Paulin, L., Pekkonen, E.,
Haapaniemi, E., Kaakkola, S., Eerola-Rautio, J., Pohja, M., Kinnunen, E.,
Murros, K. & Auvinen, P. (2015). Gut Microbiota Are Related to Parkinson’s
Disease and Clinical Phenotype. Movement Disorders, Vol. 30, No. 3, DOI:
10.1002/mds.26069

Scimemai, A., (2013). A TRP among the astrocytes. J Physiol. 591.1. pp 9-15. DOI:
10.1113/jphysi01.2012.237883

120



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Secondo, A., Bagetta, G. & Amantea, D. (2018). On the Role of Store-Operated
Calcium Entry in Acute and Chronic Neurodegenerative Diseases. Front.

Mol. Neurosci. 11:87. doi: 10.3389/fnmol.2018.00087

Selvaraj, S., Sun, Y., Watt, J.A., Wang, S., Lei, S., Birnbaumer, L. & Singh,
B.B. (2012). Neurotoxin-induced ER stress in mouse dopaminergic neurons
involves downregulation of TRPC1 and inhibition of AKT/mTOR
signaling. J Clin Invest.;122(4):1354—-1367. doi: 10.1172/JCI61332.

Selvaraj, S., Sun, Y. & Singh, B.B. (2010). TRPC Channels and their
Implications for Neurological Disease. CNS Neurol Disord Drug Targets.
9(1): 94-104. DOI: 10.2174/187152710790966650

Sheehan, J.P., Swerdlow, R.H., Parker, W.D., Miller, S.W., Davis, R.E. & Tuttle,
J.B. (1997). Altered calcium homeostasis in cells transformed by
mitochondria from individuals with Parkinson's disease. J Neurochem

68:1221-1233. DOI:10.1046/5.1471-4159.1997.68031221.x

Shigetomi, E., Jackson-Weaver, O., Huckstepp, T.R., O'Dell, J.T. & Khakh B.S.
(2013). TRPA1 Channels Are Regulators of Astrocyte Basal Calcium Levels
and Long-Term Potentiation via Constitutive d-Serine Release. Journal of
Neuroscience.; 33 (24) 10143-10153; DOI:
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.5779-12.2013

Shigetomi, E., Tong, X., Kwan, K.Y., Corey, D.P. & Khakh, B.S. (2012). TRPA1
channels regulate astrocyte resting calcium and inhibitory synapse efficacy

through GAT-3. Nat Neurosci 15:70-80. doi: 10.1038/nn.3000.

Shigetomi, E., Tong, X., Kwan, K.Y., Corey, D.P. & Khakh, B.S. (2012). TRPA1
channels regulate astrocyte resting calcium and inhibitory synapse efficacy

through GAT-3. Nat Neurosci 15:70-80. doi: 10.1038/nn.3000.

121



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Smith, M.P., Beacham, D., Ensor, E. & Koltzenburg, M. (2004). Cold-sensitive,
menthol-insensitive neurons in the murine sympathetic nervous system.

Neuroreport. 15:1399-1403. DOI:10.1097/01.wnr.0000126559.35631.54

Sofroniew, V.M. & Vinters, V.H. (2010). Astrocytes: biology and pathology. Acta
Neuropathol. 119:7-35. doi: 10.1007/s00401-009-0619-8

Story, G.M., Peier, A M., Reeve, A.J., Eid, S.R., Mosbacher, J., Hricik, T.R.,
Earley, T.J., Hergarden, A.C., Andersson, D.A., Hwang, S.W., Mclntyre, P.,
Jegla, T., Bevan, S. & Patapoutian, A. (2003). ANKTMI1, a TRP-like

channel expressed in nociceptive neurons, is activated by cold temperatures.

Cell. 112, 819-829. DOI: 10.1016/s0092-8674(03)00158-2

Stueber,T., Eberhardt, J.M., Caspi, Y., Lev, S., Binshtok, A. & Leffler, A. (2017).
Differential cytotoxicity and intracellular calcium-signalling following
activation of the calcium-permeable ion channels TRPV1 and TRPA1. Cell
Calcium. 68:34-44. doi: 10.1016/j.ceca.2017.10.003.

Stuebera, T., Eberhardta, J.M., Caspib, Y., Levb, S., Binshtokb, A. & Leffler, A.
(2017). Differential cytotoxicity and intracellular calcium-signalling

following activation of the calcium-permeable ion channels TRPV1 and

TRPAI. Cell Calcium. 68. 34—44. DOI: 10.1016/j.ceca.2017.10.003

Sukumaran, P., Schaar, A., Sun, Y. & Singh, B.B. (2016). Functional role of TRP
channels in modulating ER stress and autophagy. Cell Calcium 60(2):123—
132. doi: 10.1016/j.ceca.2016.02.012.

Sukumaran, P., Sun, Y., Schaar, A., Selvaraj, S. & Singh, B. B. (2017). Role of
TRPC channels in Parkinson’s disease. Adv Exp Med Biol. 976: 85-94.
d0i:10.1007/978-94-024-1088-4_8.

Sulzer, D. (2007). Multiple hit hypotheses for dopamine neuron loss in
Parkinson's disease. Trends Neurosci. 30:244-250. DOI:
10.1016/5.tins.2007.03.009

122



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Sun, Y., Sukumaran, P., Bandyopadhyay, B.C. & Singh, B.B. (2014).
Physiological Function and Characterization of TRPCs in Neurons. Cells.
2014; 3:455-475. doi: 10.3390/cells3020455

Sun, Y., Zhang, H., Selvaraj, S., Sukumaran, P., Lei, S., Birnbaumer, L. & Singh,
B.B. (2017). Inhibition of L-Type Ca?* Channels by TRPC1-STIM1 Complex
Is Essential for the Protection of Dopaminergic Neurons. J Neurosci.; 37:

3364-3377 DOI: 10.1523/JNEUROSCI.3010-16.2017.

Suntres, E.Z., Coccimigho, J. & Alipour, M. (2015). The Bioactivity and
Toxicological Actions of Carvacrol. Critical Reviews in Food Science and

Nutrition, 55:304—318. https://doi.org/10.1080/10408398.2011.653458

Suntres, E.Z., Coccimigho, J. & Alipour, M. (2015). The Bioactivity and
Toxicological Actions of Carvacrol. Critical Reviews in Food Science and

Nutrition, 55:304—318. https://doi.org/10.1080/10408398.2011.653458

Surmeier, D.J. (2007). Calcium, ageing, and neuronal vulnerability in
Parkinson's disease. Lancet neurology.: 6:933-938. DOI: 10.1016/S1474-
4422(07)70246-6

Surmeier, D.J., Guzman, J.N. & Sanchez-Padilla, J. (2010). Calcium,
cellularaging, and selective neuronal vulnerability in Parkinson’s disease.

Cell Calcium. 47:175-182. do1:10.1016/j.ceca.2009.12.003

Surmeier, D.J., Guzman, J.N., Sanchez, J.& Schumacker, P.T. (2012).
Physiological phenotype and vulnerability in Parkinson's disease. Cold
Spring Harb Perspect Med. 2(7):a009290. 1-27.
DOI:10.1101/cshperspect.a009290

Tai, Y., Feng, S, Du, W. & Wang, Y. (2009). Functional roles of TRPC channels
in the developing brain. Pflugers Arch 458:283—289. DOI: 10.1007/s00424-
008-0618-y

123



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Takada, Y., Numata, T., Mori, Y., Targeting TRPs in Neurodegenerative
Disorders. (2013). Current Topics in Medicinal Chemistry.;13(3):322-34.
DOI: 10.2174/1568026611313030009

Takahashi, N., Kozai, D. & Mori, K. (2012). TRP channels: sensors and
transducers of gasotransmitter signals. Frontiers in Physyology. Vol.3. 324.

https://doi.org/10.3389/fphys.2012.00324

Taner, D. (2011). Fonksiyonel Néroanatomi, 10. Ankara: ODTU Gelistirme
Vakfi Yayincilik ve Iletisim A.S.

Tolleson, C.M. & Fang, J.Y. (2013). Advances in the mechanisms of Parkinson's
disease. Discov. Med. 15:61-66.

Tong, X., Shigetomi, E., Looger, L.L. & Khakh, B.S. (2013). Genetically encoded
calcium indicators and astrocyte calcium microdomains. Neuroscientist

19:274-291, doi:10.1177/1073858412468794

Torun, S., Uysal, M., Giiciiyener, D. & Ozdemir, G. (1995). Parkinson’s Disease
in Eskisehir, Turkey. European Journal of Neurology. 2(1):44-45.

Trétiakoff, C. (1919). Contribution a l’étude de l'anatomie pathologique du locus
niger de Soemmering avec quelques deductions relatives a la pathogenie des
troubles du tonus musculaire et de la maladie de Parkinson. Université de

Paris

Turpin, F.R., Potier, B., Dulong, J.R., Sinet, P.M., Alliot, J., Oliet, S.H., Dutar,
P., Epelbaum, J., Mothet, J.P. & Billard, J.M. (2011). Reduced serine
racemase expression contributes to age-related deficits in hippocampal
cognitive function. Neurobiol Aging. 32:1495-1504,
do1:10.1016/3.neurobiolaging.2009.09.001

Ungerstedt, U. (1968). 6-Hydroxy-dopamine induced degeneration of central
monoamine neurons. Eur J Pharmacol.;5(1):107-10. DOI: 10.1016/0014-

2999(68)90164-7.
124



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Valera, E. & Masliah, E. (2016). Therapeutic approaches in Parkinson’s disease
and related disorders. J.Neurochem.;139(Suppl1):346—-352.
doi:10.1111/jnc.13529.

Van Den Eeden S.K., Tanner, C.M., Bernstein, A.L., Fross, R.D., Leimpeter,
A., Bloch, D.A. & Nelson, L.M. (2003). Incidence of Parkinson’s disease:
variation by age, gender, and race/ethnicity. Am J Epidemiol. 157: 1015—
22. DOI: 10.1093/aje/kwg068

Venkatachalam, K. & Montell, C. (2007). TRP Channels. Annu Rev Biochem. 76:
387—417. doi:10.1146/annurev.biochem.75.103004.142819.

Vennekens, R., Menigoz, A. & Nilius, B. (2012). TRPs in the Brain. Rev Physiol
Biochem Pharmacol 163:27—64. DOI: 10.1007/112_2012_8

Verkhratsky, A., Nedergaard, M. & Hertz, L. (2014). Why are Astrocytes
Important? Neurochem. Res.DOI: 10.1007/s11064-014-1403-2

Verkhratsky, A., Noda, M., Parpura, V. & Kirischuk, S. (2013). Sodium fluxes
and astroglial function. Adv Exp Med Biol. 961:295-305. DOI: 10.1007/978-
1-4614-4756-6_25

Verkhratsky, A., Reyes,C.R. & Parpura, V. (2013). TRP Channels Coordinate
Ion Signalling in Astroglia. Rev Physiol Biochem Pharmacol, doi:
10.1007/112_2013_15

Verkhratsky, A., Rodriguez, J.J. & Parpura, V. (2012). Calcium signalling in
astroglia. Mol Cell Endocrinol. 353:45-56. DOI: 10.1016/j.mce.2011.08.039

Viana, F. (2016). TRPA1 channels: molecular sentinels of cellular stress and

tissue damage. J Physiol. 594.15. pp 4151-4169. DOI: 10.1113/JP270935

125



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Vila, M., Jackson-Lewis, V., Guégan, C., Wu, D.C., Teismann, P., Choi,
D.K., Tieu, K., Przedborski, S. (2001). The role of glial cells in Parkinson's
disease. Curr Opin Neurol. 14(4):483-9. DOI: 10.1097/00019052-
200108000-00009

Wachter, B., Schurger, S., Rolinger, J., von Ameln-Mayerhofer, A., Berg, D.,
Wagner, H.J. & Kueppers, E. (2010). Effect of 6-hydroxydopamine (6-
OHDA) on proliferation of glial cells in the rat cortex and striatum: evidence
for de-differentiation of resident astrocytes. Cell and Tissue Research.;

342(2) 147-60. DOI: 10.1007/s00441-010-1061-x

Ward, P., Serib, S., & Cavanna, A. E. (2013). Functional neuroanatomy and
behavioural correlates of the basal ganglia. Behavioural Neurology, 26(4),

219-223. do1: 10.3233/BEN-2012-120264

Whicmann, T. & Dostrovsky, J. (2011). Pathological basal ganglia activity in
movement disorders. Neuroscience.198:232—244.

d01:10.1016/j.neuroscience.2011.06.048

Wickremaratchi, M.M., Ben-Shlomo,Y., Morris, H.R., (2009). The effect of onset
age on the clinical features of Parkinson’s disease. European journal of
neurology: the official journal of the European Federation of Neurological

Societies. 16:450-6. https://doi.org/10.1111/.1468-1331.2008.02514.x

Xia, M., Chen, W., Wang, J., Yin, Y., Guo, C., L1, C., L1, M., Tang, X., Jia, Z., Hu,
R., Liu, X. & Feng, H. (2019). TRPAI1 Activation-Induced Myelin

Degradation Plays a Key Role in Motor Dysfunction After Intracerebral
Hemorrhage. Mol. Neurosci. 12:98. doi: 10.3389/fnmol.2019.00098

Yacoubian, T.A. & Standaert, D.G. (2009). Targets for Neuroprotection in
Parkinson’s Disease. Biochim. Biophys. Acta. 1792, 676-687.
DOI:10.1016/j.bbadis.2008.09.009

126



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Yamada, T., McGeer, P.L., Baimbridge, K.G. & McGeer, E.G. (1990). Relative
sparing in Parkinson's disease of substantia nigra dopamine neurons
containing calbindin-D28K. Brain Res.: 526:303-307. DOI:10.1016/0006-
8993(90)91236-a

Yelkenli, H.I., Ulupinar, E., Korkmaz, O.T., Sener, E., Kus, G., Filiz, Z. &
Tuncgel, N. (2016). Modulation of Corpus Striatal Neurochemistry by

Astrocytes and Vasoactive Intestinal Peptide (VIP) in Parkinsonian Rats. J
Mol Neurosci. DOI 10.1007/s12031-016-0757-0

Yelnik J., (2002). Functional Anatomy of the Basal Ganglia. Movement
Disorders Vol. 17: S15-S21. DOI: 10.1002/mds.10138

Yigit, G. & Aricioglu, F. (2015). Giiniimiiz ve Gelecekte Parkinson Hastaligi i¢in
Farmakolojik Tedavi Yaklasimlar:. Marmara Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitisi Dergisi Cilt:5,Say1:4,265-273 DOIL:
10.5455/musbed.20150827011840

Yu, H., Zhang, Z.L., Chen, dJ., Pei, A., Hua, F., Qian, X., He, J., Liu, C.F. & Xu,
X. (2012). Carvacrol, a food-additive, provides neuroprotection on focal
cerebral ischemia/reperfusion injury in mice. PLoS One.; 7 (3), 3-10. DOI:
10.1371/journal.pone.0033584

Yuan, C., Gao, J., Guo, dJ., Bai, L., Marshall, C., Cai, Z., Wang, L. & Xiao, M.
(2014). Dimethyl Sulfoxide Damages Mitochondrial Integrity and
Membrane Potential in Cultured Astrocytes. PLoS One. 9(9): e107447.
doi: 10.1371/journal.pone.0107447

Zeng, X., Pan, Z.G., Shao, Y., Wu, X.N,, Liu, S.X., Li, N.L. & Wang, W.M. (2013).
SKF-96365 attenuates toxin-induced neuronal injury through opposite
regulatory effects on Homerla and Homerlb/c in cultured rat
mesencephalic cells. Neurosci Lett 543: 183-188.
d01:10.1016/j.neulet.2013.03.030.

127



KAYNAKLAR DiZINI (Devam Ediyor)

Zhang, C., Deng, Y., Dai, H., Zhou, W., Tian, J., Bing, G. & Zhao, L. (2017).
Effects of dimethyl sulfoxide on the morphology and viability of primary
cultured neurons and astrocytes. Brain Res Bull. 128:34-39. doi:

10.1016/3.brainresbull.2016.11.004.

Zhang, J., Perry, G., Smith, M.A., Robertson, D., Olson, S.J., Graham, D.G. &
Montine, T.J. (1999). Parkinson’s disease is associated with oxidative

damage to cytoplasmic DNA and RNA in substantia nigra neurons. Am J
Pathol 154:1423-1429. DOI:10.1016/S0002-9440(10)65396-5

Zhang,V.Y., Ormerod, K.G. & Littleton, J.T. (2017). Astrocyte Ca*? Influx
Negatively Regulates Neuronal Activity. Neuronal Excitability. 4(2) e0340-
16.1-12. DOI:http://dx.doi.org/10.1523/ENEURO.0340-16.2017.

Zheng, Q., Huang, T., Zhang, L., Zhou, Y., Luo, H., Xu, H. & Wang, X. (2016).
Dysregulation of Ubiquitin-Proteasome System 1in Neurodegenerative

Diseases. Frontiers in Aging Neuroscience doi: 10.3389/fnagi.2016.00303

Zotti, M., Colaianna, M., Morgese, G.M., Tucci, P., Schiavone, S., Avato, P. &
Trabace, L. (2013) Carvacrol: from ancient flavoring to neuromodulatory

agent. Molecules 18 (6), 6161-6172. do1:10.3390/molecules18066161

128



PDF Eraser Free
OZGECMIS

Bireysel Bilgiler

Adi-Soyadi : Tulay KOCA

Dogum tarihi ve yeri: 18.10.1981 - BERGAMA
Uyrugu : T.C.

Iletisim adresleri : tulay akan@yahoo.com

Afyon Saglik Bilimleri Universitesi — Tip Fakiltesi — Fizyoloji AD.
Sel¢uklu M. Sehit Erdal Hamameci1 C. No:2B. B Blok D.21 Uydukent-Afyon

Egitim Durumu

Derece Okul - Bolum - Universite Yl

Program

Ikokul Sehit Fazil Bey 1992
Ikokulu

Ortaokul Alsancak Ortaokulu 1995

Lise Izmir Kiz Lisesi 1998

On Lisans Atatirk Saghk Afyon Kocatepe 2001
Hizmetleri MYO Universitesi

Lisans Fen — Edebiyat Afyon Kocatepe 2004
Fakiiltesi, Biyoloji Universitesi

Bolumu

Yiksek Lisans Saglik Bilimleri Ens. — | Afyon Kocatepe 2007
TIP Universitesi
FAKULTESI/TEMEL

TIP BILIMLERI

BOLUMU/T1ibbi
Biyokimya AD.

129



Doktora Saghk Bilimleri Ens. - | Eskisehir Devam ediyor
TIP Osmangazi
FAKULTESI/TEMEL | Universitesi

TIP BILIMLERI
BOLUMU/FIZYOLOJI

AD.

INGILIZCE (Okuma: Orta, Yazma: Orta, Konusma: Orta)

Mesleki Deneyim : 2008 yilindan beri Afyonkarahisar Saglhik Bilimleri

Universitesi'nde Ogretim Gorevlisi olarak calismaktayim.

Uye Olunan Bilimsel Kuruluslar: TFBD (Tiirk Fizyolojik Bilimler Dernegi)
Yayinlar :

A. Uluslararasi hakemli dergilerde yayimlanan makaleler:

1. Pektas Mehmet Bilgehan, Sadi Gokhan, Koca Halit Bugra, Yuksel Yasemin,
Vurmaz Ayhan, Koca Tilay, Tosun Murat (2015). Resveratrol Ameliorates the
Components of Hepatic Inflammation and Apoptosis in a Rat Model of
Streptozotocin Induced Diabetes. Drug Development Research, 77(1), 12-19.,
Doi: 10.1002/ddr.21287 (Yayin No: 2120775)

2. Sadi Gokhan, Pektas Mehmet Bilgehan, Koca Halit Bugra, Tosun Murat,
Koca Tilay (2015). Resveratrol improves hepatic insulin signaling and reduces

the inflammatory response in streptozotocin induced diabetes. Gene, 570(2),

213-220., Doi: 10.1016/j.gene.2015.06.019 (Yayin No: 2120509)

3. Koca Tilay, Berber Asiye, Koca Halit Bugra, Demir Temir Ali, Kéken Tilay
(2010). Effects of hemodialysis period on levels of blood trace elements and
oxidative stress. Clinical and Experimental Nephrology, 14(5), 463-468., Doi:
10.1007/s10157-010-0310-3 (Yayin No: 632645)

130



B. Uluslararas: bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda

(proceedings) basilan bildiriler:

1. Yildirim Onur Goékhan, Korkmaz Omer Adil, Koca Tiilay, Pektas Mehmet
Bilgehan, Oztiirk Gozde, Sumlu Esra, Sadi Gokhan, Akar Fatma (2017).
Fructose Feeding Suppresses Insulin Signaling and Increases Inflammatory

Markers in Kidney of Rats. 1st International Congress on Cancer Ion Channels

(Ozet Bildiri/Poster)(Yayin No:3884661)

2. Pektas Mehmet Bilgehan, Yildirim Onur Gékhan, Koca Tilay, Oztiirk Gozde,
Sumlu Esra, Sadi Gokhan, Akar Fatma (2017). Dietary Fructose Activates
Insulin Signaling and Inflammatory Pathways in Testicular Tissue of Rats. 1st

International Congress on Cancer Ion Channels (Ozet Bildiri/Poster)(Yayn

No:3885448)

3. Pektas Mehmet Bilgehan, Koca Tilay, Oztirk Gozde, Sadi Gokhan, Akar
Fatma (2016). High fructose consumption causes pancreatic inflammation in
rats. 7th European Congress of Pharmacology EPHAR 2016 (Ozet
Bildiri/Poster)(Yayin No:3310423)

4. Pektas Mehmet Bilgehan, Koca Halit Bugra, Sadi Gékhan, Tosun Murat,
Koca Tilay (2015). Resveratrol down regulates Visfatin and improves hepatic
dysfunction in streptozotocin induced diabetes. Pharma Middle East (Ozet

Bildir1/)(Yayin No:2120701)

5. Sadi Gokhan, Pektags Mehmet Bilgehan, Koca Halit Bugra, Tosun Murat, oca
Tiulay (2015). Changes in hepatic insulin signaling antinflammatory responses

in streptozotocin induced diabetes: Effects of resveratrol. 40th FEBS Congress
(Ozet Bildiri/)(Yayin No:2120587)

C. Yazilan ulusal/uluslararasi kitaplar veya kitaplardaki boliimler:

1. Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar Kitabi, Bolim adi: Temel Laboratuvar
Uygulamalari, (2013)., Tilay Koca, Nobel Tip Kitapevleri, Editér: Prof.Dr.
Mustafa Altindis, Basim sayisi:1, Sayfa Sayis1 415, ISBN:978-975-420-982-2,
Turkge(Ders Kitabi), (Yayin No: 633473)

131



D. Ulusal hakemli dergilerde yayimlanan makaleler:

1.Koca Halit Bugra, Yildirim Irfan, Isik Ozkan, Koca Tiilay, Bal Tuncay (2018).
Gen¢ Yetigkin Kadinlarda Diizenli Aerobik Egzersizlerininflamatuar

Belirtecler Uzerine Etkisi. Spor ve Performans Arastirmalar: Dergisi, 9(1), 25-

34., Doi: 10.17155/omuspd. 406607 (Kontrol No: 4226962)

E. Ulusal bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda basilan

bildiriler:

1. Tilay Akan Koca, Halit Bugra Koca, Asiye Berber, Sema Akguin, Temir Ali
Demir, Tulay Koken. Hemodializ Sturesinin Kan Eser Element Diizeylerine ve
Oksidatif Stres Biyomarkerlar:1 Uzerine Etkisi. VII. Ulusal Klinik Biyokimya
Kongresi Program ve Ozet Kitab1(7), 29 (/)(Yayin No:633695)

Teknik Not, Vaka Takdimi, Arastirma notu vb.

1. Vaka Takdimi, Yildiz Erkan, Koca Yildiz Selcen, Ulu Sahin, Koca Tilay
(2019). Comparison of therapeutic efficacy of antihistaminics and combinations

of montelukastwith allergic rhinitis. Medicine Science International Medical

Journal (Yayin No: 5278924)

2. Vaka Takdimi, Yildiz Erkan, Kahveci Orhan Kemal, Ulu Sahin, Koca Tilay
(2019). Facial paralysis caused by the bee sting. Medicine Science International

Medical Journal (Yayin No: 5278076)

3. Ozet, Koken Tiilay, Koca Halit Bugra, Koca Tiilay, Altunbas Korhan (2018).
Apium graveolens extract induces apoptosis via Bax and p-53 proteins in the

LNCaP human prostate cancer cell line. FEBS Open Bio (Yayin No: 5279135)

4. Ozet, Koca Halit Bugra, Sadi Gokhan, Koken Tilay, Koca Tilay (2018). Effect
of Acorus calamus and Apium graveolens extracts on Egfr and Erbb2 in LNCaP

cells. Febs Open Bio (Yayin No: 5278942)

132



Bilimsel Etkinlikler

Projeler :

1.

Acorus calamus ve apium graveolens ekstraktlarinin Incap hiicrelerinde
kaspaz-3,-6, -9 ve apaf-1 tzerine etkisi, Yiksekogretim Kurumlar:
tarafindan destekli bilimsel arastirma projesi, Yurutuci: Koca Halit
Bugra, Arastirmaci: Koca Tulay, Arastirmaci: Koken Tulay, 20/12/2016 -
27/04/2018 (ULUSAL)

Acorus calamus ve apium graveolens ekstraktlarinin Incap hiicrelerinde
Egfr ve Erbb2 iizerine etkisi, Yiksekogretim Kurumlar: tarafindan
destekli bilimsel arastirma projesi, Yurutiuci: Koca Halit Bugra,
Arastirmaci: Koca Tulay, Arastirmaci: Sadi Gokhan, Arastirmaci: Kéken
Tiulay, 17/11/2017 (Devam Ediyor) (ULUSAL)

Mesleki Becerilerin Niteliginin Arttirilmas: I¢in Uygulama Laboratuvar:
Gelsitirme Projesi, Yuksekogretim Kurumlar: tarafindan destekli
bilimsel arastirma projesi, Arastirmaci, 15/07/2014 - 14/07/2015
(ULUSAL)

Acorus calamus ve apium graveolens ekstraktlarinin Incap hiicrelerinde
miRNA-141, 96 ve 222 tuzerine etkisi, Yiksekogretim Kurumlar:
tarafindan destekli bilimsel arastirma projesi, Yurutuci: Koken Tilay,
Arastirmaci: Sadi Gokhan, Arastirmaci: Koca Tilay, Arastirmaci: Koca
Halit Bugra, 17/11/2017 (Devam Ediyor) (ULUSAL)

Acorus calamus ve apium graveolens ekstraktlariin Incap hiicrelerinde
Bax, Bcl-2, Bcel-X1 ve pb3 tizerine etkisi, Yiiksekogretim Kurumlar:
tarafindan destekli bilimsel arastirma projesi, Yurutiuci: Koken Tilay,
Arastirmaci: Koca Halit Bugra, Arastirmaci: Koca Tilay, 20/12/2016
(Devam Ediyor) (ULUSAL)

Kurslar ve Egitim Programlari:

2014 - Deney Hayvanlari Kullanim Sertifikas;, ESKISEHIR
OSMANGAZI UNIVERSITESI

133



