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ABSTRAK

Penyakit Parkinson (PD) ialah gangguan neurodegeneratif progresif yang dikaitkan
dengan degenerasi neuron dopaminergik (DA) secara selektif dalam substantia nigra
pars compacta akibat tekanan oksidatif, disfungsi mitokondria, dan disregulasi imun.
Kajian ini bertujuan untuk menyiasat kesan rawatan Metalotionin-2 manusia (hMT2)
dalam model PD zebrafish (Danio rerio) yang dicetuskan oleh rotenone. Sejumlah 228
ekor zebrafish dewasa telah dibahagikan kepada empat kumpulan eksperimen: kawalan
(n = 58), rotenone (n = 60), prarawatan hMT2 (n = 55), dan pascarawatan hMT2 (n =
55). Zebrafish didedahkan kepada rotenone pada kepekatan 5 pg/L di dalam air selama
28 hari untuk mencetuskan fenotip PD. Protein hMT2 eksogen (0.2 pg/ikan)
kemudiannya disuntik secara intrakranium ke dalam zebrafish satu hari sebelum
pendedahan kepada rotenone bagi intervensi profilaksis (prarawatan hMT2) dan 28 hari
selepas pendedahan kepada rotenone bagi intervensi terapeutik (pascarawatan hMT2).
Parameter analisis yang dinilai secara holistik termasuklah analisis aktiviti lokemotof,
analisis biokimia bagi tekanan oksidatif (FBARS), penilaian respirasi-mitokondria
menggunakan MitoPlateé I-1, pewarnaan imunohisto-kimia pada neuron” DA, serta
analisis mikrosusunan yang disahkan melalui gPCR:Hasil kajian-menunjukkan bahawa
pendedahan kepada rotenone berjaya memanifestasikan ciri-ciri patologi klinikal PD
melalui penurunan aktiviti lokomotor (p < 0.05), peningkatan fenotip keresahan (p <
0.001), dan ketahanan terhadap perencat kompleks IF rantai pengangkutan elektron
(ETC) serta meklizin mitokondria yang me/mb’éwa kepada peningkatan dalam tekanan
oksidatif (TBARS, p <0.001). Pada peririgkaisélj, neurotoksisiti rotenone mengganggu
homeostasis DA (dat, thi, th2; p < 0.001), mengurangkan sokongan neurotropik (bdnf,
p <0.001), dan mencetuske}n/neuaroin/ﬂamasi progresif melalui pencetusan sitokin pro-
keradangan (il-1a, il-]b,’cogc-/lg tnf-a; p < 0.001), mikrogliosis reaktif (tyrobp; p <
0.001), dan pengaktifan agresif sistem imun adaptif yang dikawal perantara oleh sel T
sitotoksik CD87 (gzm3, cdS8a, themis, Ick; p < 0.001). Kerosakan neuron ini dikawal
perantara-oleh- peningkatan regulasi gen pro-apoptosis (deddl; p < 0.001) yang
mencetuskan pelaksanaan apoptosis melalui laluan ekstrinsik. Walau bagaimanapun,
intervensi menggunakan hMT2 telah terbukti menunjukkan neuroprotektor
multisasaran yang berkesan. hMT2 berjaya menstabilkan semula aktiviti lokomotor,
“melemahkan mikropersekitaran CNS yang meradang melalui penindasan lata sitokin,
menyekat pengaktifan mikroglia (¢yrobp; p < 0.001), dan menormalkan pengekspresan
gen pengaktifan sel T patogenik (gzm3, cd8a, themis, Ick; p < 0.05). Dapatan paling
berimpak menyimpulkan bahawa kecekapan hMT2 adalah dinamik dan bersandarkan
masa. Pendekatan profilaksis didapati unggul dalam perlindungan struktur sel hulu
melalui pemeliharaan populasi neuron DA (p < 0.05), penstabilan mitokondria (p <
0.001), dan rintangan terhadap fasa pelaksanaan apoptosis melalui penindasan genetik
bagi gen dedd (p <0.05). Sebaliknya, pendekatan terapeutik menunjukkan keunggulan
dalam pemulihan berfungsi hilir dengan menyediakan pengurangan maksimum bagi
beban tekanan oksidatif sistemik (TBARS; p < 0.001), meringankan keradangan akut
(il-1a, il-1b, cox-2, tnf-a; p < 0.001), dan mengaktitkan gen pertahanan endogenus
zebrafish (m¢2 dan smtb; p < 0.001) untuk pemulihan motor yang lebih cekap. Secara
keseluruhan, data daripada kajian ini menyediakan asas praklinikal yang kukuh untuk
mencadangkan hMT2 sebagai modaliti rawatan dwifungsi (profilaksis dan terapeutik)
yang berpotensi dalam menghentikan atau memperlahan perkembangan
neurodegenerasi untuk pengurusan PD pada masa hadapan.



EVALUATION OF THE NEUROPROTECTIVE ROLE OF METALLOTHIONEIN IN
ROTENONE-INDUCED PARKINSON’S DISEASE MODEL IN DANIO RERIO:
AN IN VIVO STUDY

ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a progressive neurodegenerative disorder associated with
selective degeneration of dopaminergic (DA) neurons in the substantia nigra pars
compacta due to oxidative stress, mitochondrial dysfunction, and immune
dysregulation. This study aimed to investigate the effects of human Metallothionein-2
(hMT2) treatment in a zebrafish (Danio rerio) model of PD induced by rotenone. A
total of 228 adult zebrafish were divided into four experimental groups: control (n =
58), rotenone (n = 60), hMT2 pretreatment (n = 55), and hMT2 posttreatment (n = 55).
Zebrafish were exposed to rotenone at a concentration of 5 pg/L in water for 28 daysto
induce the PD phenotype. Exogenous hMT2 protein (0.2 pg/fish) was then-ifjected
intracranially into zebrafish one-day before exposure to rotenone for prophylactic
intervention (hMT2 pretreatment) and 28 days after exposure to rotenone for
therapeutic intervention (hMT2 posttreatment). Analytical parameters evaluated
included locomotor activity analysis, biochemical analysis of oxidative stress
(TBARS), assessment of mitochondrial respiratioh using MitoPlate 1I-1,
immunohistochemical staining of DA neurons, and niicroarray analysis validated by
qPCR. The results showed that exposure/to Totenone successfully manifested the
clinical pathological features of PD throughdecreased locomotor activity (p < 0.05),
increased anxiety phenotype (p < 0.001), and resistance to complex II inhibitors and
meclizine in mitochondrial-¢lectron transport chain (ETC) leading to increased
oxidative stress (TBARS,/p <<0.001). At the cellular level, rotenone neurotoxicity
disrupts DA homeosfasiq (dat, thi, th2; p <0.001), reduces neurotrophic support (bdnf,
p <0.001), and triggers progressive neuroinflammation through the induction of pro-
inflammatory” cytokines (p < 0.001), reactive microgliosis (tyrobp; p < 0.001), and
aggressive activation of 'the adaptive immune system mediated by CD8" cytotoxic T
cells (p < 0.001). This neuronal damage is mediated by the upregulation of pro-
“apoptotic genes (deddl; p < 0.001) that trigger the execution of apoptosis via the
extrinsic pathway. However, hMT2 successfully restored locomotor activity, attenuated
the inflammatory CNS microenvironment through suppression of cytokine cascades,
blocked microglial activation (tyrobp; p < 0.001), and normalized the expression of
pathogenic T cell activation genes (gzm3, cd8a, themis, Ick; p < 0.05). The findings
concluded that the efficacy of hMT2 was dynamic and time-dependent. The
prophylactic approach was found to be superior in the protection of upstream cellular
structures through preservation of DA neuronal populations (p < 0.05), stabilization of
mitochondria (p < 0.001), and resistance to the execution phase of apoptosis through
genetic suppression of the deddl gene (p < 0.05). In contrast, the therapeutic approach
demonstrated superiority in downstream functional recovery by providing maximal
reduction of systemic oxidative stress burden (TBARS; p < 0.001), alleviating acute
inflammation (il-1a, il-1b, cox-2, tnf-o; p < 0.001), and activating endogenous zebrafish
defense genes (m¢2 and smtb; p < 0.001) for more efficient motor recovery. Overall, the
data from this study provide a strong preclinical basis to propose hMT2 as a dual-
purpose (prophylactic and therapeutic) treatment modality with potential in halting or
slowing the progression of neurodegeneration for the future management of PD.
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BAB 1

PENGENALAN

1.1 LATAR BELAKANG

Penyakit Parkinson (Parkinson’s disease, PD) ialah penyakit neurodegeneratif kedua
paling lazim di dunia selepas penyakit Alzheimer, yang menjejaskan 2-3 % p’opillasi
yang berusia melebihi 65 tahun (Poé:we et al.72017). Manifestasi klinikal utarﬁ/é PD
dicirikan oleh gangguan motor seperti pergerakan badan yang pei"la/llan (bradykinesia),
kaku pada anggota badan (rigidity), ketidakstabilan postdr dan gegaran rehat (Jellinger
2015). Secara patofisiologi, gejala pergerakg,n ini. berpunca daripada kemerosotan
neuron dopamin (DA) di bahagian Substcmtza 1higta pars compacta (SNpc), yang sering
dikaitkan dengan pembentukan H}kIU.Sl intrasel yang mengandungi agregat a-sinuklein
(Poewe et al. 2017). Keh}langa’n nr;uron DA secara progresif mungkin disebabkan oleh
agregasi a-sinukleir, gaqgguan sistem autofagi-lisosom, kegagalan fungsi mitokondria,
tekanan’ retikulum endoplasma atau kegagalan pengawalaturan kalsium (Michel et al.
2016). Seféin daripada gejala pergerakan, pesakit PD juga mengalami gejala bukan
/ i)ergerakan seperti perubahan deria bau, autonomik (gastrousus, urogenital, kardia,

/pernafasan), deria kulit, kualiti tidur, visual, dan kegagalan fungsi neuropsikiatrik

(kognitif, mood, demensia) (Jellinger 2015).

Pengurusan klinikal semasa masih bersifat simptomatik yang berasaskan terapi
penggantian dopamin dengan levodopa kekal sebagai ubat piawai emas untuk PD.
Levodopa adalah prekursor kepada dopamin yang dapat meningkatkan kualiti hidup
pesakit PD melalui keberkesannnya dalam menambahbaik gejala pergerakan pesakit
PD (Antonini etal. 2017; Kalia & Lang 2015; Poewe et al. 2017). Walau bagaimanapun,
penggunaan levodopa jangka panjang boleh menyebabkan komplikasi pergerakan
seperti diskinesia (Gershanik 2015). Tambahan pula, agonis dopamin atau perencat

enzim, termasuk perencat katekol-O-metil-transferase (catechol-O-methyl-transferase,



COMT) dan perencat monoamine oxidase-B (MAO-B), biasanya digunakan sebagai
bahan pembantu kepada levodopa untuk mengurangkan komplikasi pergerakan.
Perencat COMT yang biasa digunakan, seperti entacapone dan opicapone, dapat
menghalang degradasi levodopa dalam tisu periferi manakala perencat MAO-B
melintasi rintangan darah-otak (blood-brain barrier, BBB) untuk menghalang aktiviti
MAO dalam sistem saraf pusat (central nervous system, CNS) dan seterusnya
mengurangkan degradasi dopamin (Gershanik 2015). Perencat MAO-B telah terbukti
mempunyai keberkesanan dan keselamatan yang sangat baik pada peringkat awal PD
serta apabila digunakan sebagai terapi tambahan dalam penyakit lanjut (Chang et al.
2017; Parkinson Study Group 2002, 2005). Di samping itu, kajian klinikal telah
menunjukkan bahawa tempoh pendedahan perencat MAO-B yang lebih panjang dapat
mengurangkan penggundan levodopa dan kadar penurunan klinikal dengan Tebih

perlahan (Cereda et al. 2017; Hauser et al. 2017).

Sehingga kini, punca dan mekanismg seber;afr PD masih belum difahami,
walaupun interaksi antara faktor genetik, .{génjafmakologi, dan toksin persekitaran
telah dikenal pasti sebagai penyymbqu/g utanTa kepada patogenesis PD (Betarbet et al.
2000; Mcnaught et al. 20/04;’§e}/16‘66r 2004). Data epidemiologi menunjukkan bahawa
pendedahan kronik terhalciap iol;sin tertentu, racun perosak, dan logam berat berkorelasi
dengan peningkatan risiko neurodegenerasi secara signifikan (Ball et al. 2019; Ullah et
al. 202 1’). Tambahan pula, terdapat banyak penyelidikan genetik dalam PD dijalankan
éejak dua dekad yang lalu telah memberikan sumbangan besar dalam memahami asas

“genetik PD seperti mutasi pelbagai gen dan lokus genetik yang dikaitkan dengan PD
varian kekeluargaan (familial) serta mempengaruhi risiko perkembangan PD (Deng et
al. 2018). Dianggarkan 15 % pesakit PD mempunyai sejarah keluarga, dengan 5 — 10
% daripadanya mengalami PD berbentuk monogenik dengan warisan Mendelian akibat
mutasi tunggal pada gen dominan atau resesif (Kalinderi et al. 2016; Tambasco et al.
2016). Di samping itu, terdapat beberapa jenis ubat-ubatan telah dikenal pasti
berpotensi dalam peningkatan faktor risiko terhadap PD idiopatik, termasuk ubat anti-
keradangan bukan steroid (non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs), pil
pencegah kehamilan gabungan estrogen-progestin, statin serta modulator -

adrenoceptor (Driver et al. 2011; Gao et al. 2011; Gronich et al. 2018; Huang et al.
2015; Koren et al. 2019; Mittal et al. 2017). Namun begitu, kajian sepakat menunjukkan



bahawa ibuprofen dan agonis [-adrenoceptor berpotensi memberikan kesan
neuroprotektif (Fyfe 2020; Saengphatrachai et al. 2021; Singh et al. 2022; Singh et al.
2021), manakala antagonis B-adrenoceptor dikaitkan dengan risiko perkembangan PD
yang lebih tinggi (Belvisi et al. 2020). Sebaliknya, perkaitan antara penggunaan statin
serta terapi hormon estrogen-progestin dengan risiko PD masih kekal kontroversial dan

masih belum dapat disimpulkan setakat ini (Belvisi et al. 2020).

Pembangunan model haiwan PD melalui intervensi neurotoksin merupakan
komponen asas dalam penyelidikan praklinikal untuk mengkaji mekanisme patologi
dan menilai potensi terapeutik PD (Khan et al. 2023). Secara amnya, model haiwan PD
dibahagikan kepada dua kategori utama, iaitu model genetik dan model neurotoksik
(Blandini & Armentero 2012:Khan et al:2023). Pelbagai-agen neurotokéir/l sepérti 6-
hydroxydopamine (6-OHDA), 1-methyl-4-pheny1—1,2,3,6-tetrahydr/0pyri/dine (MPTP),
paraquat dan rotenone telah digunakan secara meh}asﬂu/ntuk mengaruh degenerasi
neuron DA yang ketara (Betarbet et al. 2000; Mcc’ormack et al. 2002; Mcnaught et al.
2004). Model-model ini berupaya memarﬁfésﬁsikan ciri-ciri klinikal dan patologi
utama PD, termasuklah Kecacatan \m"i):[o/r, kehﬁangan neuron DA secara progresif dalam
SNpc, dan pembentukan/ba’(fan/iéwy (Lewy body) (Zeng et al. 2018). Sehubungan
dengan itu, rotenone 'mell'upai(ar/l racun perosak bersifat lipofilik telah digunakan secara
meluas untuk  membangunkan model PD kerana keupayaannya merentasi BBB dan
me;nyekat kompleks I pada rantaian pengangkutan elektron (Electron Transport Chain,
ETC) mitokondria (Pereira et al. 2023). Perencatan ini mensimulasikan kegagalan
“bioenergetik dan tekanan oksidatif yang diperhatikan dalam pesakit PD (Rubio et al.
2025). Spektrum organisma yang digunakan merangkumi spesies invertebrat
(Drosophila, Caenorhabditis elegans dan siput) sehingga ke vertebrat (zebrafish,
mencit, tikus dan monyet) (Aryal & Lee 2019; Chia et al. 2020; Cooper & Van
Raamsdonk 2018; Joers et al. 2020; Kalyn et al. 2019; Vehovszky et al. 2007). Dalam
penyelidikan praklinikal, penggunaan zebrafish (Danio rerio) telah muncul sebagai
model vertebrat yang ideal disebabkan oleh homologi genetik yang tinggi sebanyak 70
% dengan manusia, serta pemuliharaan sistem dopaminergik yang signifikan
(Mohamed 2024). Selain itu, keupayaan untuk melakukan pemerhatian dinamik secara
in vivo membolehkan penilaian terhadap perubahan fungsi motor dan integriti neuron

DA dilakukan dengan ketepatan yang tinggi (Sieber et al. 2017). Oleh itu, pembangunan



model haiwan PD ini memberikan sumbangan kritikal dalam memperdalam
pemahaman terhadap proses penyakit dan mengenal pasti sasaran terapeutik baharu

bagi rawatan PD (Khan et al. 2023; Metzger & Emborg 2019).

Metalotionin (Metallothioneins, MTs) ialah protein pengikat logam yang kaya
dengan sistein dan berfungsi secara kritikal dalam mengekalkan homeostasis logam
seperti zink (Zn), tembaga (Cu) dan kadmium (Cd) (Ziller & Fraissinet-Tachet 2018).
Selain peranannya dalam pengawalaturan logam, MT bertindak sebagai modulator
redoks yang kuat, agen anti-keradangan yang menindas pengaktifan mikroglia, serta
berupaya menambah baik fungsi mitokondria (Alvarez-Barrios et al. 2021; Cai et al.
2004; Chung et al. 2008; Dutsch-Wicherek et al. 2008; Krezel & Maret 2021; Penikowa
2006; Wang et al. 2023), Memandangkan-MTs meniiliki-afiniti pengikata’in/yang lebih
tinggi terhadap Cu, MTs—berpotensi-menjadi-sasaran—terapi Untuk~melemahkan
pengagregatan a-sinuklein yang disebabkan oleh Cu gOkifa et al. 2017). Kepentingan
fungsi ini diperkukuh oleh laporan peningkatan ekspresi MT dan reseptornya dalam
otak pesakit PD sebagai mekanisme tindak | béllgs éel (Dumitriu et al. 2015; Glaab &
Schneider 2015; Michael et al. \20;1/1/; Miy;zaki & Asanuma 2023). Sinergi antara
keupayaan modulasi hogneogt»ag,ijsj logam, keseimbangan redoks, dan perlindungan
mitokondria ini mencada]ngkén;\/IT sebagai sasaran molekul yang strategik dalam usaha
memperbaikilataneurodegenerasi, khususnya yang dicetuskan oleh neurotoksin seperti

rotenoné. L
“1.2 KEPENTINGAN KAJIAN

PD merupakan gangguan neurodegeneratif yang memberikan beban sosioekonomi
yang signifikan disebabkan oleh kemerosotan kualiti hidup pesakit secara progresif.
Walaupun regimen rawatan konvensional PD seperti levodopa, agonis dopamin, dan
perencat MAO-B berkesan dalam mengurangkan manifestasi klinikal, tetapi agen-agen
ini masih gagal menangani patologi asas atau memperlahankan perkembangan PD.

Oleh itu, terdapat keperluan mendesak untuk meneroka sasaran terapeutik baharu yang



mampu memberikan perlindungan neuron secara holistik bagi menganjakkan

paradigma rawatan daripada pengurusan simptomatik kepada terapi yang berkesan.

Oleh itu, MT muncul sebagai protein sasaran yang penting memandangkan
keupayaannya dalam perlindungan neuron dengan mengurangkan tekanan oksidatif,
menindas keradangan neuron, memulihkan kegagalan fungsi mitokondria dan
mengurangkan ketoksikan a-sinuklein, yang kesemuanya merupakan faktor
penyumbang utama kepada patogenesis PD. Sehubungan dengan itu, kajian ini
memperincikan impak MT terhadap sifat antioksidannya dan pemulihan fungsi neuron
melalui restorasi ETC mitokondria, khususnya pada kompleks I dan II, yang merupakan
prasyarat utama untuk mengekalkan kelangsungan hidup neuron DA. Selain itu, kajian
ini menilai efikasi hMT2 melalui dua pendekatan temporal yang b’/erbeza, liaitu
intervensi profilaksis dan intervensi terapeutik. Pendekatan proﬁlaks/is diandaikan
untuk mensasarkan perlindungan neuron DA sebelum latﬁk/erosakan oksidatif bermula,
manakala intervensi terapeutik memfokuskan kepada keupayaan MT untuk merencat
kemajuan PD serta mempromosikan pemuhh an néuron DA yang telah terjejas. Oleh itu,
kajian ini dijangka akan mergber/ﬂgan perspektif baharu dalam strategi intervensi PD,
sama ada sebagai langkal \pé}lcé‘gahan bagi populasi berisiko tinggi atau sebagai
rawatan alternatif” Bagi pesakit yang telah didiagnosis. Dengan membuktikan
mekanisme restorasi respirasi mitokondria oleh hMT2, kajian ini menyediakan asas
saintifik yéﬁg tegas bagi pembangunan terapi berasaskan sasaran bioenergetik pada

masa hadapan.

1.3 PERMASALAHAN KAJIAN

1. Apakah perubahan dalam profil pengekspresan gen secara signifikan pada otak
zebrafish yang mencetuskan proses neurodegenerasi selepas pendedahan

rotenone?

2. Apakah kesan pendedahan rotenone terhadap aktiviti lokomotor, tahap

dopamin, dan mekanisme disregulasi sel dalam model zebrafish?

3. Apakah keberkesanan protein hMT2 dalam memulihkan fungsi motor serta

mengekalkan integriti sistem dopaminergik, dan bagaimanakah efikasinya



berbeza antara pendekatan intervensi profilaksis dan terapeutik dalam model

zebrafish aruhan rotenone?

14 HIPOTESIS KAJIAN

1. Terdapat perubahan dalam profil pengekspresan gen secara signifikan pada otak
zebrafish selepas pendedahan rotenone, yang mendedahkan pengawalatur

molekul utama yang bertanggungjawab terhadap proses neurodegenerasi.

2. Pendedahan kepada rotenone akan mencetuskan patogenesis PD dalam model
zebrafish melalui gangguan aktiviti lokomotor, kemerosotan populasi neuron
DA, dan ketidakseimbangan profil molekul yang melibatkan peningkatan

tekanan oksidatif serta disfungsi mitokondria.

3. Rawatan dengan protein hMT2 mampu membgrikaﬁ kesan neuroprotektif yang
signifikan ke atas model zebrafish aruhan fotenorne dengan memulihkan fungsi
motor dan mengekalkan int%ﬁti/gs%n dopaminergik melalui modulasi
mekanisme perlindugga&l\‘é;el, di mana keberkesanannya berbeza antara

pendekatan interverisi profilaksis dan terapeutik.
[
1.5 OBJEKTIF KAJIAN
1.5.1 Objektif Umum

“Untuk menentukan kesan perlindungan neuron oleh protein metalotionin manusia
rekombinan (recombinant human metallothionein protein, hMT2) dalam merencat

perkembangan patogenesis PD menggunakan model zebrafish aruhan rotenone.



1.5.2

Objektif Khusus

Untuk mengenal pasti pengawal selia molekul yang terlibat dalam
neurodegenerasi melalui analisis mikrosusun pada otak model zebrafish selepas

pendedahan rotenone.

Untuk menilai kesan rotenone terhadap model zebrafish dengan
menghubungkaitkan perubahan aktiviti lokomotor dengan kemerosotan sistem
dopaminergik serta gangguan mekanisme sel yang melibatkan tekanan oksidatif,

neuroinflamasi, dan disfungsi mitokondria.

Untuk menilai poetensi perlindungan neuron dan efikasi rawatan p}otein hMT2
dalam memulihkan aktiviti Tokomotor yang berkurangan serta mengekalkan
integriti sistem dopaminergik pada model zebrefﬁéh aruhan rotenone melalui
modulasi tekanan oksidatif, tindak balas kerad/angan, dan fungsi mitokondria
bagi menentukan fasa intervensi yaig/ (;Btimum antara pendekatan profilaksis

dan terapeutik. e

A >
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KAJIAN LITERASI

2.1 PENYAKIT PARKINSON

Penyakit Parkinson (Parkinson’s disease, PD) pertama kali diperkenalkan oleh seorang
pakar bedah, James Parkinson dalam penerbitannya “An Essay on the Shakjng’P&lsy”
pada tahun 1817 yang melaporkan eI{am pesakit yang mempunyai (/:iri “S};aking l;Lzlsy”
(Parkinson 2002). Parkinson juga menyebut bahawa gejala-géjala-tersebut bermula
secara beransur-ansur dengan memberi kesan yang/kéta}a menjejaskan pergerakan
harian pesakit dan berkembang secara berterusan dari semasa ke semasa. Gejala bukan
motor yang dikenali hari ini sebahggiarﬁzajdiperhatikan oleh Parkinson seperti
gangguan tidur dan “usus kusPt (zorpid bowels)”, tetapi beliau terlepas dalam
menyenaraikan gejala dem/eil/sf/a, ké:rana mereka yang menghidapi PD biasanya tidak
hidup hingga ke dekad ke-lapan apabila penurunan kognitif biasanya dimanifestasikan,
walaupun PD juga wujud pada individu yang lebih muda berumur antara 21 hingga 40
tahun iaitli 3 — 5 % daripada jumlah keseluruhan PD di dunia barat (Kempster et al.
é007; Mehanna & Jankovic 2019; Post et al. 2020).

PD adalah penyakit gangguan pergerakan secara progresif yang melibatkan
multisistemik, multifaktorial dan multietiologi yang kebanyakannya menjejaskan
populasi warga tua terutamanya dalam beberapa tahun terakhir kehidupan. Insiden PD
biasanya meningkat dengan usia, terutamanya semasa umur mencapai kemuncak antara
70 dan 79 tahun (Hirsch et al. 2016). PD dicirikan oleh degeneratif sekelompok neuron
DA dalam SNpc secara berfasa dan juga kehadiran badan Lewy dalam neuron yang
masih hidup, tetapi punca sebenarnya masih tidak diketahui dengan jelas (Antony et al.
2013; Li et al. 2020b; Raza & Anjum 2019). Penyakit progresif ini boleh melemahkan

sistem motor somatik dan seterusnya menyebabkan gangguan pergerakan dalam pesakit



PD, seperti sukar untuk menggerakkan tangan mereka atau berjalan secara normal
(Cerri et al. 2019b; Hayes 2019; Schneider et al. 2017). Selain itu, pesakit PD juga
mungkin menunjukkan pelbagai gejala bukan pergerakan, termasuk penurunan
kognitif, kemurungan, kebimbangan dan gangguan tidur yang boleh menjejaskan kualiti

hidup mereka (Reich & Savitt 2019).

2.1.1 Statistik PD

PD merupakan penyakit neurodegeneratif kedua paling lazim selepas penyakit
Alzheimer. Insiden PD dilaporkan semakin meningkat, terutamanya di negara-negara
Barat (Willis et al. 2022). Jumlah kes PD dianggarkan akan melebihi 12 juta individu
menjelang tahun 2040 (De Araujo et al. 2022). Walau bagaimanapun, sebqhagiah besar
kes PD, iaitu kira-kira"90 %, diklasifikasikan sebagai idiopatik atau sporadik akibat
punca penyakit yang tidak dapat dikenal pasti. Sebaliknya, kés PD y/ang berkaitan
dengan mutasi genetik kekeluargaan yang jarang/béﬂaku dikenal pasti sebagai
penyebab PD dalam kira-kira 10 % fi}r/ipgjié ’ ke/seluruhan kes PD (Klein &
Schlossmacher 2007). Sehubungan dengan itu, kajian Beban Penyakit Global (Global
Burden of Disease, GBD) melapotkan bahawa jumlah kes insiden dan prevalen PD di
seluruh dunia pada tahun?()lfrﬁaéing-masing adalah sebanyak 1.03 juta dan 8.53 juta
kes (James etral.‘20/18). $elain itu, prevalen PD di negara maju dianggarkan sekitar 0.3
% dalam p_obﬁlasi umum, manakala kadar insiden PD dilaporkan antara 8 hingga 18 kes
bagi setiap 100 000 individu berdasarkan kajian prospektif berasaskan populasi (Lee &
Gilbert 2016). Individu yang berumur di bawah 40 tahun jarang menghidapi PD, tetapi
risiko menghidapinya meningkat dengan usia. Dengan ini, PD lebih biasa berlaku dalam
populasi warga emas dengan kebanyakan kes berlaku selepas berumur 50 tahun, di
mana dua peratus daripada populasi yang berumur 65 tahun ke atas dan empat peratus
daripada mereka yang berumur lebih dari 85 tahun didiagnosis dengan PD (Opara et al.
2017). Selain daripada faktor usia, jantina lelaki lebih berkemungkinan menghidap PD
berbanding dengan wanita, di mana PD adalah 1.5 kali lebih biasa pada lelaki
berbanding dengan wanita (Elbaz et al. 2016; Georgiev et al. 2017; Haaxma et al. 2007;
Kovics et al. 2016; Lee & Gilbert 2016). Walau bagaimanapun, terdapat pelbagai kajian
menunjukkan bahawa permulaan PD berlaku kira-kira dua tahun lebih awal pada lelaki
berbanding dengan wanita secara purata (Haaxma et al. 2007; Martinez-Rumayor et al.

2009; Van Den Eeden et al. 2003; Wooten et al. 2004). Namun begitu, data penyelidikan
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mengenai permulaan PD lebih awal pada lelaki berbanding wanita masih terhad dan

tidak dapat membuktikan secara konklusif setakat ini.

Kementerian Kesihatan Malaysia mengumumkan terdapat 30 000 pesakit PD
pada tahun 2019, dan bilangan tersebut dijangka terus meningkat dalam tempoh 20
tahun yang akan datang berikutan peningkatan populasi warga emas (Vasanthi & Ying
2021). Di samping itu, Jabatan Statistik Malaysia juga telah menunjukkan bahawa
pesakit PD di Malaysia dijangka meningkat sebanyak lima kali ganda menjelang tahun
2040, iaitu daripada anggaran 20 000 kepada 120 000 kes (Hassandarvish 2019). Dalam
meniti arus pemodenan ini yang mendorong peningkatan jangka hayat, negara-negara
Asia dijangka mencatat peningkatan yang lebih tinggi dalam insiden PD berbanding
negara-negara Barat (Dorsey ¢t al. 2007; Lim et al-2021). Ini adalah aisebaibkan
peningkatan populasi warga-emas;-di-mana-lebih-daripada tujuh/ peratus penduduk
Malaysia terdiri daripada warga emas yang berum/ur/6/5 tahun ke atas mengikut
anggaran Bank dunia pada tahun 2020 (Schg}ﬂ}en et al. 2020). Keadaan ini dapat
menimbulkan beban kesihatan yang ketara/Ba;gaefaj aan Malaysia, organisasi pesakit
PD, penyelidik dan juga doktor QB\eXgi/& Sul;;amani 2018).

PR T

« X /

>

2.1.2 Tanda dan Gejala Kiinikal PD
I

Dalam kegdéan 4n01mal, litar striato—thalamo—kortikal memainkan peranan penting
dalam pengawalan fungsi motor dan modulasi aktiviti korteks. Ganglia basal, yang
merangkumi struktur seperti striatum (putamen dan nukleus kaudat), globus pallidus,
/nukleus subtalamus dan substantia nigra, membentuk rangkaian neuron yang kompleks
berfungsi untuk memproses dan menyelaraskan isyarat motor sebelum dihantar ke
korteks serebrum. Rangkaian ini mengekalkan keseimbangan dinamik antara laluan
secara langsung dan laluan secara tidak langsung bagi memastikan pengawalan
pergerakan voluntari yang tepat dan terkoordinat. Laluan secara langsung berfungsi
untuk memudahkan pergerakan dengan mengurangkan perencatan terhadap talamus
yang ditunjukkan dalam bahagian kiri rajah, namun dalam PD, output laluan secara
langsung ini menjadi berkurangan yang ditunjukkan dalam bahagian kanan rajah (Rajah
2.1). Sebaliknya, laluan secara tidak langsung berfungsi untuk menekan pergerakan

yang tidak diingini.
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Rajah 2.1 Anatomi dan fisiologi otak yang-memanifestasi.aktiviti motor PD (Shulman.etal. 201 1)
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SNpc yang terletak di otak tengah membekalkan input/dopélminergik kepada
putamen (Pu), yang seterusnya merangsang akthltlfdal\rn laluan secara langsung.
Putamen merencat (ditunjukkan dengan Wama(ﬁle/r;thj gegmen internal globus pallidus
(GPi), yang kemudiannya merencat talamu& ('f h). Talamus seterusnya menghantar
input rangsangan (dltunjukk}n/frlehgan warna hijau) kepada korteks motor untuk
memudahkan pelaksanaan ‘pe‘rgerakan (Rajah 2.1). Sebaliknya, dalam PD, degenerasi
neuron DA secara progresif dalam SNpc menyebabkan pengurangan input

dopamlnefglk deﬁgan ketara kepada striatum. Kehilangan dopamin ini menggangu

L(eselmbangan antara laluan secara langsung dan laluan secara tidak langsung, yang

seterusnya mengakibatkan perencatan output daripada globus pallidus terhadap talamus

serta pengurangan pengaktifan talamokortikal (Fifel 2013). Perencatan berlebihan
terhadap unjuran talamokortikal ini dipercayai menyumbang secara langsung kepada
manifestasi motor utama PD, termasuk perlambatan gerakan tubuh, ketegaran otot dan
gegaran anggota ketika berehat. Oleh itu, perubahan dalam litar striato—thalamo—
kortikal bukan sahaja menerangkan asas neurobiologi kepada gejala motor klasik PD,
tetapi turut memberikan pemahaman yang lebih menyeluruh mengenai spektrum gejala
pergerakan dan bukan pergerakan yang diperhatikan dalam pesakit PD (Shulman et al.
2011). Dengan ini, gejala PD boleh dikelaskan kepada gejala pergerakan dan gejala
bukan pergerakan. Manifestasi gejala motor PD termasuk perlambatan gerakan tubuh
(bradykinesia), gegaran anggota ketika berehat, ketegaran otot, dan kesukaran berjalan

bergandingan dengan ketidakstabilan postur badan (postural instability gait difficulty)
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(Stebbins et al. 2013; Sveinbjornsdottir 2016; Thenganatt & Jankovic 2014).
Sebenarnya, pengkelasan Braak dan kajian lain telah menunjukkan bahawa banyak
kawasan otak terjejas dalam pesakit PD, tetapi substantia nigra yang paling terdedah
kepada kerosakan dengan manifestasi yang jelas (Braak et al. 2006; Braak et al. 2003)
di mana ciri gejala motor PD adalah utama yang disebabkan oleh aktiviti neuron yang
tidak normal dalam ganglia basal melalui degenerasi neuron DA SNpc dan diperluaskan
pada ganglia basal/neuron pangkal otak dengan tahap yang lebih rendah (Fearnley &
Lees 1991; Obeso et al. 2008).

Selain daripada aspek pergerakan, tumpuan penyelidikan klinikal telah beralih
daripada gejala pergerakan kepada gejala bukan pergerakan PD sejak beberapa tahuii
kebelakangan ini, terutamanya perubahan-dari segi mental dan tingkah’ la;ku. Selain
dopamin, neurotransmiter-lain-seperti-glutamat;-asid gamma-amihobut‘irik (GABA),
asetilkolina dan serotonin turut memainkan peranan/penﬁng dalam modulasi fungsi
ganglia basal. Gangguan dalam keseimba/r;gan/ neurotransmiter ini dipercayai
menyumbang kepada pelbagai manifestasi./l;ui%gn pérgerakan PD, termasuk gangguan
kognitif, gangguan tidur dan pegu\beﬂ}a/n em(;i. Gejala bukan pergerakan ini biasanya
dilaporkan lebih menje;j agkaﬂfa/@iﬁi hidup pesakit PD daripada kegagalan fungsi motor.

Keadaan- hipodolpaminergik dapat mendorong manifestasi neuropsikiatrik
intrinsik terjadi seperti kemurungan, kebimbangan dan sikap tidak peduli. Manakala
keédaan hiperdopaminergik dapat mendorong manifestasi neuropsikiatrik iatrogenik

“terjadi seperti psikosis, sindrom disregulasi dopamin dan gangguan kawalan impuls
(Cavanna 2018). Gejala bukan pergerakan adalah ciri asas PD yang dikenal pasti
sebagai salah satu peramal kualiti hidup yang paling penting (Martinez - Martin et al.

2011). Kajian lepas telah menunjukkan bahawa beban keseluruhan gejala bukan
pergerakan adalah lebih teruk daripada kumpulan yang menghadapi kerosakan motor
(motor impairment) (Ba et al. 2016; Jost et al. 2023; Wu et al. 2016) di mana kumpulan
ini dikaitkan dengan gejala neuropsikologi, psikiatri, anosmia (kehilangan deria bau),

dan gangguan tidur (Ren et al. 2020; Wu et al. 2016).

Kemurungan adalah salah satu gejala bukan pergerakan yang paling kerap dan

membebankan dalam PD merentasi semua peringkat (Duncan et al. 2014; Martinez -
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Martin et al. 2011). Kebarangkalian mengalami kemurungan adalah empat kali ganda
lebih tinggi dalam pesakit PD, berbanding dengan populasi umum yang dipadankan dari
segi umur, jantina dan komorbiditi (Hsu et al. 2015). Kemurungan pada pesakit PD
kebanyakannya dicirikan dengan kehilangan keseronokan, termasuk rasa tidak puas hati
dan kehilangan selera makan. Namun begitu, pesakit PD jarang mempunyai perasaan
bersalah, benci diri, dan kehilangan libido (Kritzinger et al. 2015) seperti yang dihadapi
oleh populasi umum yang mengalami kemurungan (Schrag & Taddei 2017). Walaupun
tahap penyakit adalah ringan, kemurungan dalam PD boleh mempengaruhi kualiti hidup
bagi pesakit PD dan juga penjaga mereka (Prange et al. 2022).

Secara keseluruhannya, interaksi antara kemurungan menandakan permulaan
PD dan kemurungan yang-dicetus akibat daripada diagnosis PD adalah k/or/nplek‘é dan
mekanisma patofisiologi-PD-yang-berkaitan-kemurungan-masih tidak jelas sehingga
kini. Di samping itu, perubahan patofisiologi yang/terlfbat dalam patogenesis PD
(termasuk ketidaknormalan neurotransmisi sistemn, DA, serotonergik, noradrenergik
atau kolinergik; kegagalan fungsi litar stria@ﬁifaﬂanrlo-kortikal; perubahan struktur dan
fungsi kortikal frontal dan limbik; l(éradaﬂg/an, dan kegagalan fungsi mitokondria)
memainkan peranan yang pe’rftﬁrﬁé ierhadap kemurungan dalam populasi umum, selain

daripada perubahan neurPendokrin seperti yang dilaporkan sebelum ini (Ferrari & Villa

2017; Krishnan & Nestler 2008).

2.1.3  Peringkat PD

/Ciri patologi PD dimanifestasikan dengan kehadiran badan Lewy, inklusi neuron yang
sebahagian besarnya terdiri daripada pengagregatan protein o-sinuklein. Hipotesis
Braak mencadangkan bahawa patologi Lewy dalam PD berkembang secara progresif
melalui mekanisme penyebaran dari sel ke sel yang melibatkan agregasi protein o-
sinuklein (Braak et al. 2003). Proses ini dipercayai bermula di sistem saraf periferi
sebelum merebak ke CNS. Pada peringkat awal, patologi ini melibatkan struktur seperti
medula oblongata dan sistem olfaktori, yang seterusnya membawa kepada kemunculan
gejala prodromal seperti gangguan fungsi autonomi dan kehilangan deria bau (peringkat
satu dan dua) (Rajah 2.2). Patologi awal ini dikaitkan dengan gejala yang berlaku
sebelum permulaan gangguan pergerakan, seperti gangguan tingkah laku tidur fasa

pergerakan mata cepat (di mana individu kehilangan kelumpuhan tidur fasa pergerakan
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mata cepat yang normal dan melakonkan mimpi mereka secara fizikal semasa tidur)
dan pengurangan deria bau. Penyebaran patologi seterusnya ke bahagian SNpc dan
struktur otak tengah dan batang otak yang dikaitkan dengan gejala motor klasik dan
gangguan tidur serta pergerakan (peringkat tiga dan empat) (Rajah 2.2). Oleh itu, PD
biasanya dikesan pada peringkat tiga dan empat ini. Apabila penyakit berkembang,
penglibatan sistem limbik boleh menyebabkan perubahan dalam fungsi emosi dan
tingkah laku, manakala penyebaran patologi ke kawasan korteks dengan permulaan
gangguan kognitif dan halusinasi menjadi biasa pada peringkat lima dan enam (Rajah

2.2) (Armstrong & Okun 2020; Halliday et al. 2011).
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2.1.4 Etiologi dan Faktor Risiko PD

PD berlaku akibat degeneratif neuron DA secara selektif dalam laluan nigrostriatal
(Shimohama et al. 2003). Namun begitu, terdapat banyak kajian telah memberikan
penerangan tentang pelbagai proses sel dan molekul yang menyebabkan degeneratif
sistem DA nigrostriatal, seperti kegagalan fungsi mitokondria (Pienaar & Chinnery
2013; Vives-Bauza et al. 2010), penghasilan spesies oksigen reaktif (reactive oxygen
species, ROS) yang berlebihan (Mattson 2006), pembentukan agregat protein yang
dipanggil badan Lewy (terdiri daripada a-sinuklein dan ubiquitin) dalam neuron DA
yang masih hidup dan keradangan sel mikroglia (Halliday & Stevens 2011). Dengan itu,
PD boleh dianggap sebagai penyakit yang kompleks dengan etiologi yang terdiri
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daripada interaksi pelbagai faktor seperti genetik, persekitaran, sistem imun dan

penuaan (Jenner et al. 2013; Klein & Schlossmacher 2007; Yahya & Meramat 2022).

a. Penuaan

PD ialah penyakit degeneratif neuron yang paling cepat berkembang akibat penduduk
dunia semakin menua dengan peningkatan purata jangka hayat. Oleh itu, penuaan
adalah faktor risiko utama untuk PD dan bilangan individu yang terjejas dijangka
meningkat dengan pesat (Hou et al. 2019). Dengan itu, bilangan pesakit PD diramalkan
meningkat dua kali ganda daripada 6.9 juta pada 2015 kepada 14.2 juta pada 2040
(Dorsey & Bloem 2018). Memandangkan penuaan adalah faktor risiko terbesar untuk
penyakit degeneratif neuron, dan_penuaan sistem imun adalah faktor ,pen}//u’rnlbang
kepada PD (Vavilova ‘et al. 2021). Penuaan imun (immunosenescéence) dicetuskan
akibat daripada proses penuaan dan dicirikan oleh penurunan fungsi siste%n imun secara
progresif yang menyebabkan tindak balas sistem pcrtahar;éin tubuh yang lemah terhadap
antigen baru (Kouli & Williams-Gray 2022?./11@“1%15&11 ir;lun boleh dikategorikan kepada
dua ciri utama, iaitu perolehan kekurangan imun berkaitan umur (age-acquired
immunodeficiency) dan radang<penuaan (inflammageing). Radang penuaan dicirikan
oleh penghasilan perantara ker/ardangan atau sitokin yang beredar (terutamanya protein
C-reaktif (CRP), IL-6 dan faktor nekrosis tumor (TNF)) pada tahap yang rendah
daripada-sel {mun semulajadi dan adaptif yang dirangsang secara kronik (Franceschi et
al.2000; Franceschi et al. 1999; Goronzy et al. 2013). Oleh itu, kedua-dua sistem imun
_semulajadi dan adaptif menjadi semakin lemah dengan penuaan yang berkemungkinan

menyebabkan PD.

Di samping itu, penuaan sering dikaitkan dengan perkembangan PD yang
biasanya dilaporkan dalam kajian epidemiologi, jadi kedua-dua keadaan ini
berkemungkinan besar berkongsi laluan biologi yang sama seterusnya menyebabkan
perubahan dalam sistem dopamin untuk parkinsonisme (Collier et al. 2017). Penuaan
adalah proses semulajadi yang melibatkan disregulasi beberapa laluan, seperti tekanan
oksidatif, disfungsi mitokondria, autofagi dan keradangan pada neuron. Kebanyakan
disregulasi laluan tersebut terlibat dalam keadaan degeneratif neuron (Vanni et al. 2020).
Otak mengalami pelbagai perubahan morfologi dengan penuaan, seperti atrofi serebrum,

perubahan jirim kelabu dan putih (gray matter dan white matter), kehilangan isipadu,
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pembesaran ventrikel, dan pelebaran sulci (Blinkouskaya & Weickenmeier 2021).
Dengan pelbagai perubahan tersebut, isipadu otak dan beratnya semakin berkurangan
dengan usia. Untuk pengetahuan umum, berat otak manusia yang sihat paling besar
adalah pada awal remaja dan kekal stabil sehingga dekad ke-lima (Stark & Pakkenberg
2004). Dari dekad ke-lima hingga dekad ke-sembilan, kehilangan berat otak adalah
kira-kira 2-3 % setiap dekad. Sehubungan dengan itu, perkaitan antara pengurangan
jumlah neuron dalam substantia nigra dan penuaan juga telah dilaporkan pada manusia
dan monyet yang sihat (Chen et al. 2000; Chu et al. 2002). Oleh itu, penuaan otak dapat
dikaitkan dengan degeneratif fungsi dan perubahan anatomi yang boleh mengakibatkan
penyakit degeneratif neuron apabila bilangan neuron substantia nigra menurun
sebanyak 7 - 9.8 % setiap dekad pada individu yang sihat tanpa gangguan neurologl
(Lee & Kim 2022; Mcgeer et al. 1977; Roytt et al 1999).

b. Pendedahan terhadap toksin persekitaran o

-

1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTE) telah dikenal pasti terlibat dalam
degenerasi sistem DA nigrostriatal apablla tugjdh orang dilaporkan menunjukkan tanda-
tanda PD selepas menyuntlk d)n mereka dengan ubat yang tercemar dengan MPTP pada
tahun 1983. MPTP d1metabcﬂlsmekan menjadi neurotoksin, MPP+ (1-metil-4-
fenilpiridinium) yang merupakan perencat kompleks-I secara selektif dalam rantaian
pengangkutaﬁ elektron mitokondria untuk merosakkan sel DA dalam substantia nigra
(Langston etal. 1983; Xu et al. 2006). Pengenalpastian MPTP sebagai punca degenerasi
_sistem DA nigrostriatal membawa kepada rumusan bahawa PD boleh disebabkan oleh

pendedahan toksin alam sekitar.

Walaupun racun perosak dikenal pasti sebagai salah satu pencemar alam sekitar
utama pada peringkat global, tetapi racun perosak masih digunakan secara meluas untuk
mengawal perosak dan vektor tanaman, terutamanya dalam industri pertanian (Costa et
al. 2017). Beberapa kajian lepas telah menunjukkan perkaitan antara pendedahan racun
perosak dan PD. Satu kajian kawalan kes menunjukkan perkaitan antara langkah
penggunaan racun perosak dengan selamat dan perkembangan PD secara lewat (Elbaz
et al. 2009). Perkaitan positif antara pendedahan kepada racun perosak dan risiko PD
dengan menjejaskan fungsi mitokondria dan meningkatkan tekanan oksidatif juga telah

ditunjukkan dalam kajian epidemiologi jenis kawalan kes yang melibatkan 468 peserta
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(Tanner et al. 2011). Oleh sebab demikian, pelbagai racun perosak dikenal pasti dapat
mengaruh PD dalam haiwan makmal. Pendedahan kepada paraquat (sejenis racun
rumpai yang strukturnya hampir sama dengan MPP+) dan rotenone (sejenis racun
perosak yang merupakan perencat kompleks-I secara selektif) mengakibatkan
penurunan bilangan neuron DA dalam model haiwan PD (Betarbet et al. 2000; Di
Monte et al. 1986). Walaupun terdapat banyak faktor risiko yang terlibat dalam kejadian
PD, tetapi masih terdapat kekurangan agen penyebab yang tepat sebagai risiko PD

dengan penemuan yang mengesahkan sehingga kini.

Logam penting (essential metal) seperti besi dan mangan memainkan peranan
penting dalam homeostasis sel dalam tubuh manusia. Pendedahan berlebihan kepada
logam penting dan logam—tak penting (nonesseiitial-metal, seperti '/m/erkuri‘# dan
aluminium) mendorong-ketidakseimbangan-homeostasis;-dan- boleh menyebabkan
peningkatan kadar PD (Ullah et al. 2021). Hal in/i demikian kerana pendedahan
berlebihan kepada logam boleh mengakibatkg/n tekanan oksidatif, kerosakan DNA,
disfungsi mitokondria, dan apoptosis (Velffnéify ef al. 2022). Di samping itu, logam
juga terlibat dalam pengawalgtprap/ epigednetik PD. Mekanisme pengawalaturan
epigenetik utama dalam /BI/)/ Jtermasuk metilasi DNA (DNA methylation),
pengubahsuaian h/is"tonI (h}'st;ne modification), pembentukan semula kromatin
(chromatin remodeling) dan RNA bukan pengekodan (non-coding RNAs, ncRNAs),
didapati dikaitkan dengan faktor persekitaran dan genetik dengan mengubah ekspresi
gen dan fungsi kromosom tanpa mengubah urutan DNA (Rasheed et al. 2021).
“Sehubungan dengan itu, mekanisme epigenetik boleh menjejaskan perubahan dalam
ekspresi gen dan tahap protein. Perbezaan asas dalam corak ekspresi gen antara pesakit
PD dan individu yang sihat telah ditemui melalui kajian tatasusunan ekspresi
(expression arrays) dan penjujukan RNA (RNA sequencing) (Labbé et al. 2016).
Tambahan pula, tahap ekspresi gen dalam substantia nigra PD adalah berbeza
berbanding dengan kawasan otak yang tidak terjejas (Lewis & Cookson 2012). Walau
bagaimanapun, terdapat kekurangan penyelidikan yang berkaitannya setakat ini.

Kandungan yang berkaitan tentang logam dapat dirujukan dalam Jadual 2.1.



18

Jadual 2.1  Kesan toksik dan epigenetik logam yang berbeza dalam PD
Logam Epigenetik Sasaran utama Patofisiologi
ketoksikan yang
disebabkan oleh
logam
Plumbum  Menyebabkan LINE1/ sistem saraf Tekanan oksidatif, disfungsi
(Pb) hipermetilasi promoter mitokondria, gangguan
LINEL! (long interspersed homeostasis Ca?>" (Chen et al.
nuclear element 1) 2016b)
Merkuri Tau fosforilasi Protein Tau/ Kehilangan reseptor dopamin,
(Hg) mitokondria degenerasi tubulin, degenerasi
akson dan pengurangan glutation,
tahap amiloid-P yang lebih tinggi
(yang menggalakkan
pengagregatan a-sinuklein)
(Bjorklund et al. 2018)
Aluminium Al memudahkan Monoamine oxidase 1 Calcineurin § melindungi-otak
(AD pembentukan fibril o- - selepas kecederaan dengan
sinuklein dengan mengaktifkan tindak balas
mengaktifkan monoamine membukadipatan protein (Chen et
oxidase B al. 2016¢) i
Tembaga Mekanisme tekanan Sitokrom/ mitokondria/_. Peningkatan penghasilan ROS,
(Cu) oksidatif, oligomerisasi a-  otak a* DNA dan disfungsi mitokondria
sinuklein dan pembentukan - < (Cheignon et al. 2018; Ruiz et al.
badan Lewy, serta GABA- P & 2021)
A dan modulasi N &
neurotransmisi reseptor \ ot
NMDA P
A Nig
Mangan _ "~ ./ Globus pallidus dalam  Kemerosotan transmisi DA,
(Mn) . ™ ganglia basal glutamatergik dan GABAergik,
serta disfungsi mitokondria,
~ tekanan oksidatif dan keradangan
saraf yang ketara (Cicero et al.
B 2017)
Besi Peningkatan pengangkut Reseptor glutamat (Lau  Besi merangsang pembentukan
(Fe) logam divalen 1 (Zhang et & Tymianski 2010), agregat a-sinuklein intrasel dan
p al. 2009) protein Cu, mempromosikan kerosakan
ceruloplasmin (Jiang et oksidatif
al. 2015)
Zink Pengumpulan a-sinuklein Laluan autofagi- Tsunemi and Krainc (2014)
(Zn) lisosom (Cicero et al. melaporkan bahawa kehilangan
2017) PARKY menyebabkan
ketidakseimbangan tahap zink
intrasel, yang mengakibatkan
disfungsi lisosom yang
kemudiannya menyebabkan
pengumpulan a-sinuklein
c. Genetik

Mutasi dalam beberapa gen telah dikenal pasti sebagai faktor penyebab kepada PD jenis

genetik kekeluargaan. Kajian terdahulu melaporkan bahawa sehingga 15 % pesakit PD
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membawa varian patogen dalam gen yang berkaitan dengan PD, yang seterusnya

meningkatkan risiko mereka untuk menghidap PD (Trevisan et al. 2024).

Terdapat sekurang-kurangnya 20 gen dikaitkan dengan PD varian kekeluargaan,
manakala lebih daripada 20 lokus yang mempunyai risiko genetik telah dilaporkan
daripada kajian persatuan seluruh genom PD (PD genome-wide association studies,
GWAS) (Houlden & Singleton 2012). Gen yang paling kerap diperhatikan dalam PD
ialah pengekodan gen terhadap a-sinuklein (SNCA), glukoseribrosidase (GBA), parkin
(PARK?2), kinase 1 yang diinduksi oleh PTEN (Phosphatase and tensin homolog,
PTEN-induced kinase 1, PINKI), protein Tau yang berkaitan dengan mikrotubul
(microtubule-associated protein tau, MAPT) dan kinase 2 berulang kaya dengan leusine
(leucine-rich repeat kinase 2, ERRK?2) (Houlden & Singleton 2012). Mutzisi/ dalain gen
LRRK2 menyumbang 5 —13-% daripada PD-varian kekeluargaan dan'1 =35 % daripada
PD jenis sporadik (Drolet et al. 2011; Mata et al. 20062. Struktur LRRK?2 mengandungi
gabungan guanosin trifosfatase (guanosine triphosphatase, GTPase), kinase, dan
domain perancah (scaffolding domains) (Jaléelfebt:al./2007), dan fungsi patologi LRRK?2
terutamanya dikaitkan dengan /algtiv/it/i kina?e yang luar biasa. Secara kolektif dan
aktiviti kinase yang tinggi/dﬁagﬁ ‘utan patogen LRRK? telah dikaitkan dengan ciri
patologi PD, seperti” kelmatian/ sel neuron DA, gangguan neurotransmisi dopamin,
kecacatan dalamsintesis dan degradasi protein, tindak balas keradangan, dan kerosakan
ok/sidati’f ’(Mata et al. 2006; Tsika & Moore 2012). Varian gen yang sama ada kerap dan
J arang diperhatikan dalam PD dapat dirujukan dalam Jadual 2.2.

v,

Jadual 2.2 Mutasi gen yang telah dilaporkan menyebabkan PD

Simbol Jenis Mutasi  Mod Mekanisme Penyakit Kesan
Gen Pewarisan
SNCA Salah erti Dominan  Ekspresi gen yang berlebihan Selalu bergejala
(missense), demensia (Guella
titik et al. 2016)
PRKN Salah erti, Resesif Kehilangan aktiviti parkin Permulaan PD
anjakan dengan awal
rangka (Castelo Rueda et
(frame shift), al. 2021)
tapak sambat
(splice site),
titik, tak
bererti
(nonsense)

UCHLI Salah erti Dominan  Pengikatan ubiquitin dan aktiviti Permulaan PD
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PARK7

LRRK?2

PINK1

POLG

HTRA?

ATPI1342

FBXO7

GIGYF2

Salah erti Resesif

Salah erti Dominan

Salah erti, Resesif

anjakan

rangka,

tapak

sambat, titik

Salah erti Dominan

i

- g\ ! 4

Salah erti | Dominan

Salah erti, Resesif

anjakan

rangka

Salah erti, Resesif

tapak sambat

Salah erti Dominan

hidrolase terjejas (Bilguvar et al.
2013)

Pembentukan heliks bercelaru dan
pengubahan bilangan ikatan
hidrogen dan interaksi hidrofobik

Lebihan fosforilasi protein kinase
diaktifkan-mitogen (MAPK) yang
menyebabkan peningkatan
penghasilan TNF-a dan
mencetuskan lata isyarat
keradangan (Chen et al. 2012; Lee
etal. 2017; Li et al. 2021b)

Pengaktifan parkin dan ubiquitinasi
pada membran mitokondria luar
merangsang pusing ganti (furnover)
organel yangrosak melalui laluan
endolisosom, termasuk mitofagi
(Trempe & Gehring 2023)

Replikasi dan pembaikan DNA
mitokondria terjejas /(Nﬁguel etal.
2014)

-~

P

Ca D

{
G —

Homeostasis mitokondria
terganggu, pengumpulan protein
tersalah lipat atau terkumpul,
disregulasi apoptosis (Li et al.
2010)

Perubahan dalam proses
homeostasis makroautofagi yang
menjejaskan autofagi dalam sel dan
seterusnya menyebabkan
pengumpulan molekul a-sinuklein
secara tidak normal (Zhang et al.
2022a)

Perencatan proses mitofagi berlaku
dan menyebabkan pengumpulan
mitokondria yang tidak berfungsi
dan seterusnya mengakibatkan
degenerasi neuron dalam PD (Zhou
et al. 2015)

Disregulasi dalam isyarat insulin
dan laluan isyarat abnormal

dengan awal
(Nawaz et al.
2020)

Permulaan PD
dengan awal
(Singleton et al.
2013; Taipa et al.
2016)

Permulaan PD
lewat (Paisan-Ruiz
et al. 2013)

Permulaan PD
dengan awal (Gan
et al. 2022) /

p oy

Mutasi gen ini
jarang berlaku
pada pesakit PD
yang tipikal, jadi
ia dianggap
berkaitan dengan
manifestasi CN'S
selain daripada PD
yang tipikal (Hsieh
et al. 2019)

Mutasi ini
menyebabkan
kerosakan DNA
mitokondria dan
akibatnya
mencetuskan
kematian sel saraf
secara tidak
normal (Goo et al.
2013)

Permulaan PD
dengan awal (Park
etal. 2014)

Permulaan PD
varian
kekeluargaan
dengan awal (Lee
et al. 2021)

Permulaan PD
lewat (Ruiz-
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GBA Salah erti
PLA2G6 Salah erti
VPS35 Salah erti
DNAJC6 Salah erti
SYNJI /Salah erti
DNAJCI13  Salah erti

TMEM230 Salah erti

Dominan

Resesif

Dominan

Resesif

Resesif

Dominan

Dominan

reseptor insulin/IGF-1 yang dapat
mengakibatkan rintangan insulin
meningkat menyumbang kepada
pengagregatan a-sinuklein (Ruiz-
Pozo et al. 2023)

Mutasi dalam gen GBA boleh
menyebabkan kehilangan aktiviti
glucocerebrosidase, yang
menjejaskan kemerosotan laluan
autofagi-lisosom dan peningkatan
pengumpulan a-sinuklein (Smith et
al. 2023)

Sintesis membran fosfolipid
terjejas yang seterusnya
menyebabkan kerosakan lisosom
dan mitokondria di mana dapat
mengakibatkan pengeluaran ROS
(Hinarejos et al. 2020)

Mutasi dalamgen VPS35 dapat
menyebabkan fungsi endolisosom
dan autofagi terjejas; di samping
berlaku pemecahan mitokondria
yang mengakibatkan disfungsi
mitokondria dan kematian neuron
(Sassone et al. 2021) <

& >
Auxilin tidak-dapat berfungsi dan
m@ngaki@kfn pengumpulan

~vesikel bersalut clathrin pada
"Hujung saraf, di mana menggangu

kitar semula vesikel dalam sinaps
yang dapat menjejaskan
pembebasan neurotransmitter dan
menggangu komunikasi antara
neuron. Selain itu, kecacatan
autofagi dan pengumpulan a-
sinuklein berlaku disebabkan oleh
degradasi mekanisme autofagi-
lisosom (Wulansari et al. 2021)

Mutasi dalam gen SYNJ1 dapat
menjejaskan aktiviti fosfatase dan
endositosis vesikel dalam sinaps
yang kemudiannya dapat
menggangu dinamik vesikel pada
hujung presinaptik serta
pembebasan neurotransmitter (Zou
et al. 2021)

Pengangkutan protein endosom
terjejas yang mempengaruhi
degradasi protein. Pengangkutan
endosom yang terganggu dapat
mengakibatkan pengumpulan -
sinuklein (Besemer et al. 2021)

Pengangkutan vesikel dan
pelepasan neurotransmitter terjejas
yang boleh menyebabkan
kegagalan degradasi a-sinuklein
dan pengumpulan a-sinuklein

Martinez et al.
2015)

Permulaan PD

dengan awal
(Malek et al. 2018)

Permulaan PD
dengan awal (Gao
et al. 2022a)

Permulaan PD./
varian -

T kekeluargaan

dengan lewat
(Sassone et al.
2021)

Permulaan PD
dengan awal (Li et
al. 2020a)

Permulaan PD
dengan awal
(Lesage et al.
2021)

Permulaan PD
lewat (Vilarino-
Giiell et al. 2014)

Permulaan PD
lewat (Wang et al.
2021a)
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dalam sel (Olszewska et al. 2016)

VPS13C Salah erti Resesif Fungsi endolisosom terjejas dan Permulaan PD
seterusnya menyebabkan dengan awal
homeostasis lisosom terganggu (Lesage et al.
serta meningkatkan kerentanan 2016; Schormair et

mitokondria kepada tekanan yang al. 2018)
mengakibatkan penurunan

potensial membran mitokondria

(Lesage et al. 2016)

Terdapat variasi silang budaya dengan kebolehjadian yang lebih tinggi
dilaporkan di Eropah, Amerika Utara dan Amerika Selatan berbanding dengan Afrika,
Asia dan Arab (Kalia & Lang 2015). Di samping itu, terdapat perkaitan antara jantina
dan profil ekspresi gen neuron DA normal yang menunjukkan kecenderungan lelaki
terhadap perkembangan PD (Gillies et al. 2014). Mekanisme adaptif neuron DA yang
terselamat daripada keeederaan yang dimediasi oleh proses-yang berbezya pada Mlelaki
dan wanita menunjukkan bahawa jantina juga memainkar} perahan yaﬂg mempunyai
kesan yang meluas kepada ekspresi gen neuron DA (Cantuti-Castelvetri et al. 2007).
Peningkatan ekspresi gen yang terlibat dala/mf@tbgenésis PD seperti a-sinuklein dan
PINK1 dikesan pada lelaki, manakala p’eﬁi@kﬁan ekspresi gen yang terlibat dalam
transduksi isyarat dan pematangan heuron yang dikesan pada wanita semasa terdapat
mutasi tertentu dalam otak h:eu/n@tiﬁikal (Gillies et al. 2014). Perubahan dalam ekspresi
gen yang dikaitkan /d’e’:nghn proteolisis dan laluan pengisyaratan Wnt, serta pengekodan
gen kepada kiﬁaée protein yang mengawal aktiviti dalam neuron DA dapat diperhatikan
lebih kerap pada wanita PD berbanding dengan lelaki PD; sebaliknya, perubahan besar

/dalam ekspresi gen yang terlibat dalam pengikatan kepada protein dan tembaga hanya
ditemui pada lelaki PD (Simunovic et al. 2010). Tambahan pula, mutasi genetik pada
pengangkut dopamin (dopamine transporter, DAT) yang mempengaruhi sistem
pengangkutan nigrostriatal pada wanita dan lelaki secara berbeza boleh menunjukkan

perbezaan jantina dalam insiden dan perkembangan PD (Ji et al. 2009).

2.1.5 Patogenesis PD

Mekanisme kematian neuron, terutamanya neuron DA, dalam PD melibatkan pelbagai
lata laluan patogenik, seperti pembentukan a-sinuklein, laluan berkaitan mitokondria
dan laluan degradasi protein. Tekanan oksidatif juga dikaitkan rapat dengan pelbagai

mekanisme seperti pengoksidaan asid nukleik, protein dan lipid, pengaktifan sel glia,
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pengagregatan protein dan kerosakan mitokondria, yang dikaitkan dengan patologi PD
(Mule & Singh 2018; Yaribeygi et al. 2018). Ciri patologi utama PD adalah agregasi a-
sinuklein dalam bentuk inklusi sel badan neuron, iaitu badan Lewy, dan degenerasi
sistem nigrostriatal secara progresif, yang mengakibatkan kematian neuron DA dalam
SNpc. Ini akhirnya membawa kepada persembahan gejala pergerakan dan gejala bukan
pergerakan dalam pesakit PD. Walaupun mekanisme yang mengakibatkan kematian
neuron DA dan pembentukan badan Lewy masih tidak jelas, namun mekanisme seperti
salah lipatan dan agregasi a-sinuklein, kegagalan fungsi mitokondria, tekanan oksidatif,
neuroinflamasi, eksitotoksiksiti dan jangkitan protein seperti prion telah dicadangkan

(Rajah 2.3).
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Rajah 2.3  Patogenesis PD melibatkan interaksi faktor penuaan, genetik, dan
persekitaran, yang menyebabkan kehilangan neuron DA dan gejala motor

kardinal PD
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a. Fungsi mitokondria terjejas dalam PD

Mitokondria merupakan organel yang mempunyai pelbagai fungsi dalam sel eukariot,
merangkumi penghasilan tenaga, pengawalaturan proses metabolik, dan penyampaian
isyarat sel (cellular signaling). Mitokondria boleh dianggap sebagai loji tenaga sel yang
bertanggungjawab dalam penghasilan tenaga melalui rantaian pernafasan mitokondria
(mitochondrial respiratory chain, MRC), selain terlibat dalam pengawalan kematian
sel, homeostasis kalsium dan penghasilan ROS (Spinazzi et al. 2012). Matriks
mitokondria membawa kira-kira 10 - 100 salinan DNA mitokondria (mtDNA) yang
sangat rentan terhadap kerosakan oksidatif. Selain itu, mitokondria mengalami
perubahan morfologi secara berterusan melalui proses kitaran gabungan -dan
pembelahan (fusion and fission). Keseimbangan antara kedua-dua proses i/n’i “dapat
menentukan fungsi bioenergetik organel, mengawal pusing /gahti/ mitokondria

(mitochondrial turnover), dan melindungi integriti mtDNA_(Franco-Iborra et al. 2016).
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Rajah 2.4 Rantaian pengangkutan elektron
(Sumber: https://www.sciencefacts.net/electron-transport-chain.html)
Sistem bioenergetik mitokondria ini beroperasi melalui rantaian pengangkutan
elektron (electron transport chain, ETC) yang terdiri daripada empat kompleks enzim

utama (kompleks I-IV) yang tertanam pada membran dalaman mitokondria (Rajah 2.4).



26

ETC memangkinkan pemindahan elektron melalui tindak balas redoks yang berurutan.
Kompleks 1 (NADH-ubikuinon oksidoreduktase) dan kompleks II (suksinat
dehidrogenase) bertindak sebagai pintu masuk elektron daripada molekul penderma
NADH dan FADH:, yang kemudiannya disalurkan kepada ubikuinon (CoQ). Elektron
tersebut diteruskan ke kompleks III (sitokrom c reduktase) dan akhirnya ke kompleks
IV (sitokrom c oksidase) di mana oksigen diturunkan menjadi molekul air. Sepanjang
proses pemindahan elektron ini, tenaga yang dibebaskan digunakan untuk mengepam
proton (H") dari matriks ke ruang antara membran, yang seterusnya mewujudkan
kecerunan proton elektrokimia yang merentasi membran dalaman. Proses pengepaman
proton merentasi membran ini dimanfaatkan oleh ATP sintase (kompleks V) untuk
menghasilkan ATP daripada ADP melalui proses fosforilasi oksidatif (exzdatlve
phosphorylation, OxPhos) (Spma221 et all 2012). Walau bagalmanapun rantaian ini
juga merupakan tapak ‘utama kebocoran elektron, terutamanya pada pusat redoks
penderma dalam kompleks I dan III. Elektron yang ‘roof ini bertindak balas dengan
molekul oksigen untuk membentuk superolfg)sid’a satdu hidrogen peroksida (H2O»)
(Fridovich 1999; Malkus et al. 2009). Da}an( kon;eks patogenesis PD, kegagalan fungsi
ETC mempunyai impak yang ket ,ara lterhadap homeostasis oksidatif sel. Gangguan pada
aliran elektron bukan sahafa rrfengurangkan penghasilan ATP yang membawa kepada
krisis tenaga neurorr, teta}pl juga mencetuskan penghasilan ROS secara mendadak yang
melangkaui-kapasiti sistem pertahanan antioksidan sel. Bagi melindungi sel daripada
kerosakén \ ini, rangkaian enzim antioksidan seperti tembaga-zink superoksida
dismutase (SOD) dalam sitosol, mangan SOD dalam mitokondria, peroksidase, dan
“katalase berfungsi untuk menukarkan spesies reaktif kepada air bagi menghalang

pengoksidaan makromolekul sel (Malkus et al. 2009).

Terdapat beberapa kajian yang lepas telah menghubungkan kegagalan fungsi
mitokondria sebagai unsur utama dalam patogenesis PD (Bose & Beal 2016; Guzman
et al. 2010; Mizuno et al. 1989; Schapira et al. 1990; Sterky et al. 2011). Penemuan
kecacatan kompleks rantai pernafasan mitokondria, iaitu kekurangan kompleks I, dalam
otak bedah siasat daripada pesakit PD sporadik (Parker Jr et al. 2008; Schapira et al.
1990) menunjukkan peranan penting mitokondria dalam patogenesis PD (Vos 2022).
Penemuan ini kemudiannya dibuktikan dengan pengenalpastian mutasi dalam beberapa

gen berkaitan PD yang telah ditunjukkan membawa kepada kerosakan mitokondria.
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Disfungsi mitokondria telah diperhatikan secara konsisten merentas model berbeza PD
yang diwarisi secara resesif autosom yang disebabkan oleh mutasi dalam pengekodan
gen untuk protein PINK1, Parkin dan DJ-1 (Bonifati et al. 2003; Liicking et al. 2000;
Valente et al. 2004). Kemerosotan mitokondria mengakibatkan penghasilan ROS yang
berlebihan telah dikaitkan sebagai mekanisme asas penyakit degeneratif neuron (Cenini
et al. 2019). Penghasilan ROS yang berlebihan ini dalam otak memburukan keadaan
tekanan oksidatif disebabkan otak lebih mudah terdedah kepada degeneratif neuron
dalam keadaan tekanan oksidatif. Otak mudah terdedah kepada tekanan oksidatif kerana
ianya memerlukan oksigen dengan kadar yang tinggi. Kira-kira 20 — 30 % daripada
oksigen yang diperolehi menerusi pernafasan adalah digunakan oleh otak. Tahap asid
lemak tidak tepu yang tinggi (Garcia-Flores et al. 2016), bersama dengan siétem
pertahanan antioksidan_yang lemah (Foret et arl. 2019) menjadikan otak Tebih mudah
terdedah kepada tekanan oksidatif, disamping terlibat dalam i)elbagai gangguan
neurodegeneratif dan penurunan kognitif yang berkaitan- Zlengan usia (Teleanu et al.
2022). Y
(A
Penemuan kebanyakan Er\otéir[ yangdterlibat dalam fungsi mitokondria telah
dikaitkan dengan kes PD Vaﬁar/ljlgekeluargaan, khususnya sejak laporan postmortem
pertama yang menunj’uklfan l;ek/urangan kompleks I dalam substantia nigra (Mann et al.
1992; Schapira etal. 1990), serta dalam platelet dan otot rangka (Bindoff et al. 1989;
Mann et al._1992; Mizuno et al. 1989; Parker Jr et al. 1989) pesakit PD. Antara protein
yang dikenal pasti berkaitan dengan gangguan fungsi mitokondria ini termasuklah
"PARKIN, PINK1, DJ-1, dan HtrA2/Omi (Abou-Sleiman et al. 2006). Walaupun banyak
kajian menunjukkan bahawa kecacatan kompleks I dapat menyebabkan degeneratif
neuron DA, tetapi ada juga kajian yang melaporkan bahawa perubahan struktur dalam
kompleks I menjadikan neuron DA lebih sensitif kepada neurotoksin (Perier et al. 2010).
Tambahan pula, toksin yang digunakan untuk menghasilkan model PD dalam haiwan
adalah serupa dengan pesakit PD di mana mitokondria disasarkan untuk menyebabkan
neuropatologi PD (Bezard & Przedborski 2011; Bose & Beal 2016; Dawson et al. 2010;
Martinez & Greenamyre 2012; Schapira 2007). Apabila faktor transkripsi mitokondria

A yang memainkan peranan penting untuk ekspresi mtDNA berkurangan secara selektif

dalam neuron DA tikus (dinamakan tikus MitoPark), ETC terjejas dalam neuron DA
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pada otak tengah. Keadaan ini seterusnya mendorong manifestasi fenotip PD dan

seterusnya menyebabkan degeneratif neuron dalam tikus (Ekstrand et al. 2007).

Mekanisme patogenik sebahagian pesakit PD menunjukkan perubahan
abnormal dalam fungsi mitokondria. Gangguan fungsi mitokondria ini biasanya
menyebabkan peningkatan tekanan oksidatif, yang kemudiannya menjejaskan pelbagai
laluan sel yang mengakibatkan kerosakan komponen intrasel dan kematian sel. Tekanan
oksidatif merupakan salah satu mekanisme patogenik utama yang menyebabkan

kematian neuron DA SNpc dalam pesakit PD (Moon & Paek 2015).

b. Salah lipatan dan agregasi o-sinuklein

a-sinuklein ialah protein sitosolik kecil yang mengandungi 140 asid ’/amino lyang
berkurang kedua-dua sistein dan triptofan. Protein ini dielfspresikan dalam kepekatan
tinggi pada terminal presinaps, di mana ia berinteraksi dengan protein yang terlibat
dalam proses pelepasan dan pengambilan semula fiel,lro/‘[ransmiter (Marino et al. 2022).
Selain itu, a-sinuklein juga terlibat dalamh pqﬁgéanan dan penstabilan membran yang
melengkung (curved membr@es) \(/Shen et al. 2012), serta dalam pengawalan kolam
vesikel (vesicle pool) sinab§ /dan/‘pengangkutannya (Bridi & Hirth 2018). Pelbagai
kajian in vitro dan zn vivo mencadangkan bahawa salah lipatan dan pengagregatan o-
sinuklein a}dé/lrahgmekanisme patogenik penting dalam PD (Chu et al. 2019; Ghosh et al.
2013). Proses ini melibatkan pembentukan bukan-fibril luar laluan (formation of non-
fibrillar off-pathway) dan oligomer larut, yang akhirnya bertukar menjadi agregat fibril
/tidak larut dengan konformasi lembaran B silang (insoluble fibrillar aggregates with
cross [-sheet conformation) yang berbeza (Mehra et al. 2019). Pertama sekali,
monomer o-sinuklein wujud dalam dua keadaan, iaitu larutan (tidak berstruktur secara
asli) dan keadaan terikat membran (konformasi heliks separa). Monomer tidak
berstruktur secara asli bertukar kepada oligomer (on-pathway atau off-pathway) selepas
pengeraman melalui struktur nukleus yang dilipat separa. Oligomer on-pathway
akhirnya bertukar menjadi fibril amiloid lembaran f silang yang teratur manakala nasib
oligomer luar laluan yang seterusnya tidak jelas pada setakat ini. Kemudiannya, protein
tidak berstruktur secara asli juga boleh membentuk struktur yang tidak teratur, yang

mengakibatkan pembentukan agregat amorfus. Dalam keadaan pemasangan/larutan
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yang berbeza, protein asli boleh membentuk pelbagai jenis fibril amiloid, termasuk

strain fibril (Rajah 2.5).
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Rajah 2.5 Keadaankonformasi-o-sinuklein (Mehra-etal-2019) - y”

o

Pengumpulan o-sinuklein mula-mula berlaku /aalam bulba olfaktori atau
nukleus motor dorsal saraf dan vagus (per&gkﬁLl) dan kemudiannya berkembang di
medula oblongata dan (peringkat 2), diikuti e}eh amygdala dan SN (peringkat 3). Pada
peringkat 3, manifestasi mgtor PD “mula muncul. a-sinuklein merebak ke korteks
temporal (permgkat 4)di rnana»ﬁatologmya bertambah buruk. Neokorteks terjejas pada
peringkat akkn‘ }?D yarlg menyebabkan masalah kognitif dengan kehilangan 30 %
neuron DA,&alam’ SN dan 50 — 60 % terminal akson pesakit PD (Goedert et al. 2017).
) a-éihﬁklein%oleh merebak ke sel lain secara langsung atau tidak langsung sebaik sahaja
pengagregatan bermula. Pengagregatan o-sinuklein timbul daripada mutasi gen,

tekanan oksidatif atau a-sinuklein tersalah lipat ke dalam bentuk amiloid (Srinivasan et
al. 2021). a-sinuklein ialah protein 14 kDa yang dikodkan oleh gen SNCA, yang terletak
di lengan panjang kromosom 4 (Chr 4g22.1) dan mutasinya menyumbang kepada
peningkatan risiko untuk mengembangkan PD (Srinivasan et al. 2021). Pelbagai mutasi
salah erti dan amplifikasi genomik SNCA telah ditunjukkan terlibat dalam PD, seperti
genotip GG rs356182 dikaitkan dengan fenotip PD gegaran yang dominan (Cooper et
al. 2017; Pihlstrom et al. 2018).

Agregat oa-sinuklein terbentuk daripada o-sinuklein salah lipatan, yang
merupakan konstituen utama inklusi intraneuron, iaitu badan Lewy dan neurit Lewy,

yang manifestasikan ciri patologi PD yang dapat memacu tindak balas neuroinflamasi
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akibat pengaktifan mikroglia dalam otak pesakit PD (Zhang et al. 2005). Penghasilan
radikal bebas yang berlebihan dapat diperhatikan dalam triplikasi SNCA pesakit yang
diperolehi dari sel induk pluripoten teraruh (induced pluripotent stem cell, iPSC) (Deas
et al. 2016). Di samping itu, pendedahan kepada agregat a-sinuklein, terutamanya
dalam bentuk oligomer dapat meningkatkan penghasilan ROS dalam neuron yang
diperoleh daripada iPSC dalam kedua-dua kawalan dan sel triplikasi SNCA (Deas et al.
2016). Neuroinflamasi yang tidak terkawal secara kronik adalah salah satu proses
penting yang terlibat dalam patogenesis PD. Tambahan pula, peningkatan ekspresi
translocator protein (TSPO) dapat diperhatikan dalam oksipital, temporal dan korteks
parietal pesakit PD berbanding dengan kumpulan kawalan, dan tahap neuroinflamasi
menjadi semakin tinggi pada tahun berikutnya (Terada et al. 2016). Pada masa yang
sama, pengaktifan mikroglia dalam ofak tengah 1ebih tinggi pada pesakit PD berbaﬁding
individu yang sihat, di mana tahap pengaktifan mikroglia berkorela/si sorigsang dengan

ketumpatan pengangkut dopamin dalam putamen pesakit PD (Ouchi et al. 2005).

-~

c. Keradangan Neuron — g /[/j
Keradangan neuron boleh di )ebtskan sebagai tindak balas imunologi otak terhadap
sebarang kecederaan atau tlndakbalas keradangan yang berlaku di dalam otak atau saraf
tunjang (Rav;chgndran & Heneka 2023). Dalam keadaan akut, keradangan berfungsi
sebagai. tingi{ah laku neuroprotektif tetapi neuroinflamasi secara kronik dapat
ménunjukké/n fenotip yang memudaratkan seperti dalam penyakit neurodegeneratif
(Thakur et al. 2023). Keradangan neuron adalah salah satu proses terpenting yang
terlibat dalam patogenesis PD. Neuromelanin (hasil sampingan katabolisme
katekolamin) dirembeskan di luar neuron yang seterusnya dikesan dan difagositosis
oleh sel mikroglia apabila neuron pesakit PD merosot. Fenomena ini telah ditunjukkan
dalam pelbagai kajian in vitro dan in vivo bahawa neuromelanin dapat mencetuskan
pengaktifan sel glia (mikroglia dan astrosit) (Niranjan 2014; Sun et al. 2016; Wang et
al. 2015). Mikroglia adalah fagosit yang sangat motil dan terdiri daripada 10 % hingga
15 % daripada jumlah sel dalam otak yang terlibat dalam tindak balas keradangan dalam
CNS (Li & Barres 2018; Saijo et al. 2009). Mikroglia ialah sel imun yang terletak dalam
CNS yang memainkan peranan penting untuk berfungsi normal, mengekalkan integriti
tisu, penghapusan patogen dan neuron yang mati (Jayaram & Krishnamurthy 2021).
Pada tahun 1988, Mcgeer et al. (1988) menunjukkan kehadiran mikroglia yang reaktif
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dalam SNpc tisu otak bedah siasat manusia, yang membuktikan penglibatan
neuroinflamasi dalam patogenesis PD. Mikroglia yang diaktifkan juga merupakan
sumber penting tekanan oksidatif (Li & Barres 2018) yang seterusnya menghasilkan
glutamat dan faktor pro-keradangan termasuk TNF-a, IL-1B dan IL-6 untuk
mempromosikan neurodegenerasi (Hickman et al. 2018). Selepas itu, neuron yang mati
melepaskan lipid yang teroksida, protein dan DNA, yang merangsang pengaktifan
mikroglia dan membentuk kitaran neurotoksik (Wang et al. 2015). Oleh sebab otak
tengah mengandungi lebih banyak mikroglia, pengaktifan mikroglia yang berterusan
atau secara kronik boleh menyebabkan kerosakan CNS yang tidak dapat dipulihkan.
Sesungguhnya, keradangan berterusan di otak dapat menjejaskan keplastikan neuron
(neural plasticity), menjejaskan ingatan, dan secara amnya dianggap sebagai pelﬁacu
kerosakan tisu dalam gangguan neurddegeneraﬁf (Muzio et al. 2021; Qiari et al. 2610).
Kajian tomografi pelepasan Positron (Positron emission tonlo(g;raphj/, PET) juga
menunjukkan bahawa terdapat pengaktifan mikroglia )yang/ ketara di pelbagai kawasan
otak PD (Bartels et al. 2010; Gerhard et al. 2OQ§; Lecoirs et al. 2018). Tambahan pula,
pengaktifan mikroglia dalam SNpc dan- s@gﬂigl juga didapati dalam pelbagai jenis
model haiwan PD (Benner et al. 2008: Joers et al. 2017; Leal et al. 2013; Tansey et al.
2007). Di samping itu, anal'igis/‘,t;i;)kimia selanjutnya menunjukkan tahap pengantara
pro-keradangan yang ‘ebﬂ; tinggi termasuk faktor nekrosis tumor-a (TNF-a),
interleukin-1P (IL-1P) dan interferon-gamma (IFN-y) dalam otak tengah pesakit PD
(El-Katfanxet al. 2022; Ferrari et al. 2021; Tansey et al. 2022). Selain daripada sel glia,
éel endotelial dan limfosit T juga dapat dikesan dalam spesimen otak manusia bedah
“siasat pesakit PD (Brochard et al. 2008; Faucheux et al. 1999). Terdapat pelbagai kajian
juga mendapati paras IL-1f, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, CD4" dan CD8" yang lebih tinggi
dalam serum dan cecair serebrospina pesakit PD, menunjukkan pengaktifan limfosit
periferi (Chung & Benveniste 1990; Dufek et al. 2009; Galiano-Landeira et al. 2020;
Mogi et al. 1996; Scalzo et al. 2009). Selepas jangkitan atau kerosakan tisu, monosit
darah dan makrofaj pemastautin-tisu (tissue-resident macrophages) merembeskan
sitokin dan kemokin keradangan, yang boleh melintasi BBB kompromi dengan mudah
dan mengaktifkan proses neuroinflamasi dengan merangsang mikroglia pemastautin
(Brochard et al. 2008; Faucheux et al. 1999; Wang et al. 2015). BBB biasanya tidak
terjejas dalam individu yang sihat, sebaliknya peningkatan ketelapan BBB yang terjejas

dapat diperhatikan dalam kes penyakit neurodegeneratif seperti PD, membawa kepada
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peningkatan resapan sel imun periferi ke dalam CNS, yang dianggap sebagai salah satu

faktor penyebab utama penyakit neurodegeneratif (Hirsch & Hunot 2009).

Sitokin adalah sekumpulan protein kecil atau glikoprotein dengan berat molekul
yang rendah (biasanya < 30 kDa). Analisis struktur telah membolehkan klasifikasi
protein ini ke dalam kelas struktur yang berbeza seperti sitokin heliks, keluarga faktor
nekrosis tumor, faktor pertumbuhan sistina-knot (cystine-knot growth factors) dan
faktor pertumbuhan B-trefoil (8-trefoil growth factors) (Wang et al. 2009). Sitokin juga
boleh dikategorikan berdasarkan jenis reseptor yang diikat dengan sitokin, di mana
kategori tersebut terdiri daripada enam keluarga utama, iaitu reseptor sitokin kelas I,
reseptor sitokin kelas II, reseptor TNF, reseptor tirosina kinase dan reseptor kemokin
(Wang et al. 2009). Sitokin-biasanya dikaitkan dengankeradangan, pengék;‘,ifan imun,
dan pembezaan atau kematian-sel (Allan-& Rothwell 2001;-Gulati etal. 2016). Sitokin
termasuk interleukin (IL) (sitokin dilepaskan oleh sgtwléukosit dan bertindak pada
leukosit yang berlainan), interferon (IFN), fg/kto’r/ nekrosis tumor (TNF), kemokin
(sitokin yang bertindak aktiviti kemotakﬁki,jménokin (sitokin yang dibuat oleh
monosit), dan faktor pertumbuhan /(Allan E Rothwell 2001; Zhang & An 2007).
Kesemua sitokin ini merr/lpml/ya/i/ﬁ\mgsi masing-masing untuk bertindak balas kepada
keradangan, infeksi ’ata1]1 ke}:e(/ieraan tisu (Allan & Rothwell 2001). Secara amnya,
kebanyakan-sel bernukleus boleh menghasilkan sitokin, seperti makrofaj, limfosit T,
lin/lfosit’ B, sel mast, fibroblas, sel endothelium, dan pelbagai sel stroma (Dinarello
2000). Namun begitu, sel pembantu T (Th) dan makrofaj adalah perembes sitokin utama
“dalam sel imun (Zhang & An 2007). Sitokin ini memainkan peranan penting dalam
pembezaan, pematangan, dan pengaktifan pelbagai sel imun. Sitokin ini dapat memberi
kesan pro-keradangan atau anti-keradangan atau kedua-dua kesan sekali, bergantung
kepada mikropersekitaran tempatan tertentu. Sitokin anti-keradangan terutamanya
bertindak untuk merendahkan proses keradangan yang intensif dan mengekalkan
homeostasis supaya organ badan dapat berfungsi dengan baik, tetapi tindak balas sitokin
anti-keradangan yang tidak perlu juga boleh menindas fungsi imun badan (Bone 1996;
Ng et al. 2003). Sebaliknya, sitokin pro-keradangan mempromosi keradangan dan
bertanggungjawab untuk bertindak balas terhadap zarah (particles) atau patogen asing.

Walau bagaimanapun, perembesan sitokin pro-keradangan yang berlebihan boleh
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memudaratkan dan akhirnya boleh menyebabkan pelbagai kegagalan organ, kejutan,

dan kematian (Pinsky et al. 1993).

i. Faktor nekrosis tumor-o (TNF-a)

Faktor nekrosis tumor ialah sitokin pengawalseliaan kritikal yang terlibat dalam
keradangan sistemik dan merupakan salah satu sitokin yang menyumbang kepada
tindak balas fasa akut. Sitokin ini terutamanya disintesis oleh sel mikroglia dan astrosit
dalam CNS, dan juga makrofaj, limfosit T, limfosit B, sel pemusnah semula jadi
(natural killer cell, NK cell), sel dendrit, granulosit, sel endothelium bukan imun,
osteoblas, sel otot licin, fibroblas, keratinosit, sel mast, dan neuron (Gahring et al. 1996;
Montgomery & Bowers 2012; Semenzato 1990; Serbina et al. 2003). Pada/zairhan ini,
TNF-a dianggap sebagai sitokin pro-keradangan yang terhbat dalam tindak balas
keimunan semula jadi (Serbina et al. 2003). Dalam CNS, TNF-a dirembeskan untuk
bertindak balas terhadap pelbagai faktor seperti kecederaan dan rangsangan imunologi
dalam CNS seperti sitokin, faktor pelengk /amliompleks imun, pendedahan kepada
toksin, protein bakteria dan virus (Lokensgaﬂrd/ et al. 2001; Montgomery & Bowers
2012). Dalam PD, TNF-a ter /utﬁmarfya dirembeskan oleh sel mikroglia dan astrosit.
Kejadian sitokin keradangan 1m dalam cecair serebrospina (cerebrospinal fluid, CSF)
pesakit PD telah-dyj elaskan oleh Mogi dan rakan sekerjanya. Beliau mendapati bahawa
tahap TNF_’-d/telah dipertingkatkan dalam CSF pesakit PD (Mogi et al. 1994).

Dalam kes neuroinflamasi, TNF-a dapat meningkatkan ekspresi sitokin pro-
/keradangan, seperti IL6 dan IL-1p. Selain daripada penghasilan sitokin perantara TNF-
a, ekspresi seterusnya molekul pelekatan intrasel 1 (intracellular adhesion molecule 1,
ICAM-1), protein pelekatan sel vaskular 1 (vascular cell adhesion protein 1, VCAM-
1), E-selectin, dan P-selectin boleh mengakibatkan penyusupan sel dan keradangan.
TNF-a juga boleh mengaktifkan matriks metaloproteinase-9 (matrix metalloproteinase
9, MMP-9), yang menyebabkan gangguan BBB dan mendorong gangguan
neurodegeneratif (Subedi et al. 2020). Tahap TNF-a yang tinggi, terutamanya di
kawasan yang manifestasi kehilangan neuron DA yang ketara telah dilaporkan selepas
analisis CSF dan sampel tisu pesakit PD serta otak PD bedah siasat telah dilakukan.

Selain itu, polimorfisme di kawasan penggalak TNF-a juga dapat meningkatkan aktiviti
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transkrip yang telah dikenal pasti sebagai faktor penyumbang kepada perkembangan
PD (Mccoy & Tansey 2008; Nishimura et al. 2001).

ii. Interleukin-1 (IL-1)

IL-1 ialah pengawal selia utama keradangan yang mengawal pelbagai proses keimunan
semula jadi. IL-1 merupakan interleukin pertama yang ditemui dan mempunyai banyak
aktiviti biologi. Sebagai contoh, IL-1 mengganggu ekspresi molekul pelekatan pada sel
endothelium, yang membolehkan sel imun seperti fagosit, dan limfosit berhijrah ke
tapak infeksi. Selain itu, IL-1 bertindak pada pusat pentermokawalaturan dalam
hipotalamus, yang menyebabkan peningkatan suhu badan dan mengakibatkan demam.
Oleh itu, IL-1 juga dikenali sebagai pirogen endogenus. Selain daripada tindak balas
demam, IL-1 juga mendorong hiperalgesia, vasodilatasi, hipotensi, dan mengaktifkan
pelbagai komponen tindak balas fasa akut dan faktor penga/ktifaﬂ limfosii (lymphocyte-
activating factor, LAF) (Contassot et al. 2012; Kanekcr e{ al: 2019). IL-1 disintesis oleh
monosit, makrofaj tisu, dan sel dendrit; wala au bagaimanapun, IL-1 juga dihasilkan oleh
neuron, astrosit, oligodendrosit, hmfosr[ seLNIé dan sel epitelium (Basu et al. 2004;
Contassot et al. 2012). IL-1a /daﬁ IL 1P adalah sitokin yang paling banyak dikaji sejak
kedua-dua sitokin ini (ﬁkenak pastl terlebih dahulu dan mempunyai kesan pro-
keradangan yang Jelas. IL-1a didapati sebagai protein terikat membran yang terlibat
dalam pengigyaratan parakrin dan autokrin, manakala IL-1p biasanya ditemui dalam
benfuk larut dan rembesan. Kedua-dua IL-la dan IL-1pB disintesis sebagai protein
_prekursor (bentuk tidak aktif), yang mesti dibelah oleh protease (caspase-1 untuk IL-1)
untuk pengaktifan (Netea et al. 2010). IL-1a dan IL-1B mengikat dengan molekul
reseptor yang sama bernama reseptor IL-1 jenis I (¢ype I IL-1 receptor, IL-1RI). Selain
daripada kedua-dua sitokin ini, molekul lain juga bersaing untuk mengikat dengan
reseptor ini, dan bertindak sebagai perencat pengisyaratan IL-la dan IL-1f3, yang
dinamakan sebagai antagonis reseptor IL-1 (IL-1Ra) (Bourke et al. 2003; Dinarello
2011). Manakala reseptor IL-1 jenis II (type Il IL-1 receptor, IL-1RII) bertindak sebagai
reseptor umpan (decoy receptor) yang tidak terlibat dalam pengisyaratan IL-1 (Bourke
et al. 2003). Selepas pengikatan ligan, perubahan konformasi berlaku dalam IL-1RI
yang membenarkan pengikatannya dengan protein reseptor aksesori yang dikenali
sebagai protein aksesori reseptor IL-1 (/L-1 receptor accessory protein, IL-1RACP),
dan pengikatan IL-1RI bersama dengan IL-1RACcP ini dikenali sebagai kompleks



35

reseptor heterodimer (heterodimeric receptor complex). IL-1RAcP berfungsi sebagai
ko-reseptor dan diperlukan untuk transduksi isyarat. Setelah mengikat dengan IL-1a
atau IL-1PB, kompleks reseptor heterodimer ini merekrut beberapa protein adaptor ke
tapak reseptor melalui kawasan sitosol yang dikekalkan (conserved cytosolic regions)
yang dipanggil Toll- and IL-1R-like (TIR) domains (Weber et al. 2010). Protein adaptor
ini ialah tumour necrosis factor-associated factor 6 (TRAF6) dan myeloid
differentiation response gene 88 (MyD88) yang membawa kepada pengaktifan
beberapa kinase yang berbeza termasuk /L-1 receptor associated kinases 1 (IRAK1)
dan IL-1 receptor associated kinases 4 (IRAK4), transforming growth factor activated
kinase (TAK), dan anggota mitogen activated protein kinase (MAPK) lata 1 (p38, INK,
dan ERK1/2) dan NF-kB (Rajah 2.6) (Davis et al. 2006; Smith et al. 2012; Weber ét al.
2010). Selepas tindakan Kinase 1ni, trénskripsi belbagai jenis gen responsff IL-1 (ZL-I -
responsive genes) (seperti IL-6, TL-8, MCP-1, COX-2, IkB, IL-I/, MKP-1) bermula
melalui tindakan NF-xB dan kompleks faktor transkripsi- AP-I, yang terdiri daripada
faktor transkripsi anggota keluarga Fos, : Jun.dan - ATF. IL-1RI juga boleh
mempromosikan hidrolisis sﬁngomieh'n/ Elea sfingomielinase neutral (neutral
sphingomyelinase, nSMase) dalam| membran neuron untuk menghasilkan seramida
yang mengaktifkan akﬁ(/ft(l// ,l;iglase laluan apoptosis, dan perubahan dalam

elektrofisiologi neuron (Davis et al. 2006; Hirsch et al. 2012; Weber et al. 2010).
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IL-1a and B

e

Proinflammatory mediators

Rajah 2.6  Pengawalaturan dinamik sitokin pro-keradangan (Sharma et al. 2023) '

Terdapat beberapa kajian telah melaporkan bahawa IL-1 memainkan peranan
penting dalam merangsang ekspresi pelbagai mediator lggr/adéngan seperti fosfolipase
A2, siklooksigenase-2 (cyclooxygenase-2, Cox-2), TNF-a, dan interleukin-6 (IL-6)
(Basu et al. 2004). Tambahan pula, kajiaq tgrsEGBt menunjukkan bahawa IL-1 memberi
kesan kepada pelbagai jenis sel dalaniCNS, termasuk neuron, mikroglia, astrosit,
oligodendrosit, dan sel endqte@i?ﬂ}lf—l meningkatkan ekspresi pelbagai gen dalam sel-
sel ini, seperti kemokin, /rnetalgproteinase matriks (matrix metalloproteinase, MMP),
sitokin pro-lgeradahgan tlermasuk IL-6 dan TNF-a, serta faktor penggalak kelangsungan
hidup sepér/ti’faktor pertumbuhan saraf (nerve growth factor, NGF) dalam astrosit.

_ Dalam sel mikroglia, IL-1 mengimbangi ekspresi IL-1, IL-6, nitrik oksida (NO),

~prostaglandin E2 (PGE2), dan TNF-o. Selain itu, IL-1 juga meningkatkan ekspresi
molekul lekatan endotelium seperti E-selectin, P-selectin, kemokin CCL2, dan
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), serta NO, yang menyebabkan keruntuhan
BBB dalam sel endotelium (Simi et al. 2007). Selain itu, sel mikroglia yang
menghasilkan tahap IL-1f dan IL-10a yang tinggi didapati terlibat dalam patogenesis PD
(Koprich et al. 2008; Leal et al. 2013; Mcgeer et al. 2002).

iii. Interleukin-6 (IL-6)

Interleukin-6 (IL-6) ialah sitokin yang dikenal pasti sebagai faktor pembezaan sel B (B-
cell differentiation factor, BSF-2) pada tahun 1985 (Hirano et al. 1985). Faktor

pembezaan sel B ini dianggap sebagai faktor yang mendorong kematangan sel B
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menjadi sel penghasilan antibodi. Pada awal 1990-an, IL-6 didapati bukan sahaja
penting dalam pengawalan sel imun lain seperti sel T, tetapi IL-6 juga penting dalam
pengawalaturan hepatosit, sel progenitor hematopoietik, rangka, sistem kardiovaskular,
plasenta serta sistem saraf dan endokrin (Caracciolo et al. 1989; Gijbels & Billiau 1992;
Guetal. 2022; Lerner 2020; Lukowski et al. 2015; Makris et al. 2023; Zhao et al. 2008).
IL-6 ialah sitokin berkas empat heliks (four-helix bundle cytokine) yang merupakan ahli
pengasas neuropoietin, iaitu sekumpulan sitokin berkaitan struktur, termasuk IL-6, IL-
11, IL-27, IL-31, faktor perencat leukemia, onkostatin M, kardiotropin-1, neuropoietin
dan sitokin bak kardiotropin (cyfokine cardiotrophin-like) [juga dikenali sebagai
neurotropin 1 baru dan faktor rangsangan sel B-3 (B cell stimulatory factor-3)], dan dua
analog virus IL-6 (Bauer et al. 2007; Erta et al. 2012; Heinrich et al. 2003; Warg ét al.
2009). Sitokin ini mengikat kepada feseptor sifokin kelas 1, protein membran déhgan
ciri seni bina bermodul yang tidak mempunyai aktiviti enzim int’rin/sik, oleh itu sitokin
IL-6 selalunya perlu merekrut protein reseptor tambghan/yang dikongsi oleh sitokin
yang berbeza, seperti gp130, Bc atau yc, untuk fpen’gri/syzfratan sel. Keluarga sitokin IL-6
merekrut gp130, juga dikenali sebagai/keluéga;itokin gp130 untuk pengisyaratan sel.
Namun begitu, pengisyaratan IL;é boleh menghasilkan kedua-dua lata keradangan dan
anti-keradangan bergantung };efgi;: IT(ehadiran reseptor IL-6 (IL-6 receptor, IL-6R) atau
transduser isyarat gp’l3Q ter\ikat membran (Rajah 2.7). Pengisyaratan IL-6 dianggap
sebagai tindak balas anti-keradangan melalui pengikatan IL-6 pada reseptor permukaan
sel terikat membran. Pengisyaratan IL-6 biasanya hanya berlaku pada beberapa subset
éel T, hepatosit, megakariosit, neutrofil dan monosit. Walau bagaimanapun, IL-6R juga
“didapati sebagai protein larut (soluble IL-6R, sIL-6R), yang dihasilkan melalui hiris-
cantum alternatif (alternative splicing) atau proteolisis oleh enzim metaloprotease
termasuk disintegrin dan anggota keluarga Metaloproteinase. Pengisyaratan-trans I1L-6
yang terlibat dalam pengisyaratan pro-keradangan berlaku dengan IL-6 terikat kepada
sIL-6R dan diangkut ke permukaan sel yang mempamerkan gp130. gp130 terikat
membran (membrane-bound gpl130, mgp130) ini biasanya dapat ditemui di seluruh
badan. Kompleks IL-6-sIL-6R sepatutnya dapat mengaktifkan kebanyakan sel dalam
tubuh, termasuk sel T, hepatosit, megakariosit, neutrofil, monosit, serta sel otak seperti
neuron, mikroglia, dan astrosit. Pengisyaratan-trans ini kebanyakannya dikawal oleh
gp130 larut (soluble gp130, sgp130), dengan kehadirannya secara kepekatan yang lebih

tinggi dalam darah yang beredar. Sgp dapat merencat pengisyaratan-trans IL-6 melalui
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persaingan dengan mgp untuk mengikat dengan kompleks IL-6-sIL-6R dan
menghalang kompleks IL-6-sIL-6R daripada mengikat dengan mgp130 (Berg et al.
2021; Hodes et al. 2016; Mcgeer et al. 2002). Kompleks IL-6/IL-6R/gp130
mengaktifkan pengisyaratan intrasel melalui laluan Janus kinase/ signal transducer and
activator of transcription (JAK/STAT) dan MAPK dalam kedua-dua pengisyaratan
klasik dan trans. Dalam laluan pengisyaratan JAK, homo-pendimeran
(homodimerization) gp130 dapat mengaktitkan anggota keluarga JAK, termasuk JAK1,
JAK2, dan TYK2. Kinase ini kemudiannya boleh memfosforilasi transduser isyarat dan
pengaktif protein transkripsi (STAT), terutamanya STAT1 dan STAT3 (Hodes et al.
2016; Rothaug et al. 2016). Fosforilasi STATI dan STAT3 menyebabkan translokasi
nukleus dan meransang transkripsi gen sasaran mereka. STATI memainkan. peranan
sebagai pengawal atur utama dalam penglsyaratan melalui interferon (IFN) jenis [ (IFN-
a, IFN-B, dan IFN-®) dan jenis II (IFN-y) yang terlibat dalam tmdak balas imun semula
jadi. Manakala STAT3 memainkan peranan dalam kefaﬁgsungan hidup sel dengan
mengubah suai ekspresi gen yang terlibat dfglar’n/ pembahagian sel/ perkembangan
kitaran sel (cyclin D1, ¢-mye, c-fos) dan"fere;mtan protein apoptosis (survivin , c-
IAP2, Bcl-xL, Bcl-2). Komplel;& reseptor IL-6R—gp130 yang diaktifkan juga boleh
memulakan pengisyaratan fne}ﬁhu MAPK Akhirnya, IL-6 juga boleh mempromosikan
pengisyaratan PI3K/Akt, Akt dapat mempromosikan kelangsungan hidup sel dengan
bertindak _pada beberapa substrat, termasuk faktor transkripsi (forkhead/FOXO),
pengawél atur kitaran sel (CDK2), dan protein pro-apoptosis (Bax, Bad, caspase-9) dan
émti-apoptosis (Bcl-2) protein (Smith et al. 2012). Terdapat beberapa kajian telah
/dilaporkan bahawa peningkatan sitokin IL-6 dalam CSF dan serum pesakit PD (Diaz et
al. 2022; Gruden et al. 2012; Miiller et al. 1998; Scalzo et al. 2010; Tang et al. 2014).
Namun begitu, Fu et al. (2023) mendapati bahawa tahap IL-6 dikaitkan dengan gejala
bukan motor dan disfungsi kognitif; oleh itu, IL-6 mungkin memainkan peranan dalam

patofisiologi gejala bukan motor dalam PD.
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Rajah 2.7  Jenis pengisyaratan IL-6 (Sharma et al. 2023) - (
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d. Spesies oksigen reaktif (ROS)

P
P

Radikal bebas adalah molekul yang reaktif yang/diha§i11;an sebagai hasil sampingan
respirasi sel. Walaupun otak hanya merapglill/nji sekitar 2 % daripada jumlah berat
badan, tetapi otak memerlukan hamfoir/ 207% daripada keseluruhan oksigen yang
digunakan oleh tubuh (Lau;%m/ Q026) Keperluan oksigen yang tinggi ini menjadikan
otak sangat terdeda/h/kep/ada tckanan oksidatif yang disebabkan oleh spesies oksigen
reaktif (ROS). (Kjfn et a{. 2020). Selain faktor utama ini, terdapat beberapa faktor lain
yang turut:@énylimbang kepada sensitiviti otak terhadap ROS. Kehadiran logam aktif
_ redoks seperti ferum dan kuprum di dalam otak berperanan sebagai pemangkin dalam
~penghasilan ROS, manakala kekurangan dalam sistem pertahanan antioksida yang
berfungsi menurunkan tahap ROS boleh meningkatkan lagi kerentanan otak terhadap
tekanan oksidatif (Kim et al. 2020). Tambahan pula, kandungan asid lemak politaktepu
(polyunsaturated fatty acids, PUFAs) yang tinggi dalam membran sel juga memberi
kesan kepada otak (Berg et al. 2004). Neuron DA di SNpc adalah antara pelbagai jenis
neuron yang terdapat di kawasan otak yang paling terdedah terhadap tekanan oksidatif
(Burbulla & Krainc 2019; Dias et al. 2013; Dolgacheva et al. 2019). Peningkatan
penghasilan ROS secara berlebihan boleh mencetuskan pelbagai perubahan biokimia
yang akhirnya menyumbang kepada perkembangan penyakit neurodegeneratif,

termasuk PD, penyakit Alzheimer, penyakit Huntington, sklerosis berbilang (multiple
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sclerosis) dan sklerosis lateral amiotrofik (amyotrophic lateral sclerosis) (Singh et al.

2019).

ROS yang biasa ditemui termasuk oksigen singlet ('0.), radikal anion
superoksida (O*™), radikal hidroksil (-OH), dan hidrogen peroksida (H,O,). ROS
biasanya dikekalkan pada tahap rendah di bawah keadaan homeostasis redoks (Rahal et
al. 2014). Namun begitu, pengawalan ROS dalam keadaan yang seimbang memerlukan
sokongan daripada sistem antioksidan bersama dengan antioksidan berenzim endogen
termasuk SOD (Van Raamsdonk & Hekimi 2012), katalase (CAT) (Singhal et al. 2013;
Vetrano et al. 2005), glutation peroksidase (GPx) (Mason et al. 2013) serta thioredoxin
(Trx) (Yang et al. 2020), dan antioksidan bukan enzim termasuk vitamin C dan/E yang
bertindak secara kolektif untuk menentangpenghasilan ROS yang berlebihaﬁ dalam sel
secara langsung atau tidak langsung (He et-al. 2017; Liu-et al. 2020‘6; Nor Azman et al.
2018). ROS kebanyakannya adalah hasil daripada in/teraksi molekul oksigen dengan
elektron yang dikeluarkan dari ETC melebihi kapasiti penyingkiran sistem antioksidan,
yang seterusnya mengoksidakan molekﬂ/fl?aﬁn ' (protein, DNA dan lipid) dan
mengakibatkan pelbagai kesan (/A\zZo/Jz et ar2021; Chang et al. 2020; Yusupov et al.
2017). Kesan pengoksidaan’ﬁO;S: pada protein seperti karbonilasi protein, di mana
rantai sisi protein dis’asaFkari ya/mg menyebabkan kehilangan fungsi protein (Chang et
al. 2020). ROS ialah agen perosak endogen utama terhadap DNA melalui pengoksidaan
bes DNA (Azzouz et al. 2021). Selain itu, ROS dapat menjejaskan sifat struktur dan
dinamik membran lipid dengan mengubah kebendaliran (fluidity) dan

“kebolehtelapannya (permeability). Pemperoksidaan lipid merujuk kepada tindak balas
rantai yang disebabkan oleh ROS yang secara khusus menyasarkan lipid yang
mengakibatkan pemecahan molekul malondialdehid (MDA) dan 4-hidroksi-2-nonenal
(HNE) (Ayala et al. 2014). Sebatian perantaraan ini boleh bertindak balas dengan DNA
dan protein untuk membentuk aduk (adducts) dalam tetapan neurodegeneratif (Citron
et al. 2016; Wataya et al. 2002). Hasil sampingan pemperoksidaan lipid, HNE ini dapat
mencetuskan tapak jalan AMPK/mTORC (Dolinsky et al. 2009) dan tapak jalan
transduksi isyarat JNK (Haberzettl & Hill 2013) yang seterusnya mengaktifkan autofagi
(Kim et al. 2011; Klein et al. 2015). Kardiolipin, suatu fosfolipid dan pengantara
mitofagi penting dalam membran dalaman dwilapisan lipid mitokondria, yang telah

dikenal pasti sangat rentan secara khusus kepada pemperoksidaan lipid (Liu et al. 2011;
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Zhong et al. 2014). Pengoksidaan kardiolipin mengakibatkan penjanaan pengantara
lipid reaktif, termasuk HNE dan kardiolipin yang mengandungi epoksida (Liu et al.
2011; Zhong et al. 2014). Secara keseluruhan, rangkaian mitokondria adalah sasaran
kritikal 4-HNE, bersama dengan fluks autofagi neuron dimodulasi oleh 4-HNE dalam
perilaku  bersandar kepekatan (concentration-dependent manner) melalui
pengubahsuaian protein autofagi secara langsung (Dodson et al. 2017). Memandangkan
kesan pemperoksidaan lipid pada autofagi, kardiolipin dan kualiti protein mitokondria,
spekulasi yang munasabah ditimbulkan bahawa pemperoksidaan lipid teraruh ROS
mungkin dapat mengawal atur mitofagi pada akhirnya. Walaupun dogma klasik ROS
dan spesies nitrogen reaktif (reactive nitrogen species, RNS) dianggap secara meluas
berbahaya kepada struktur sel, tetapi peranan mereka adalah dinamik dan be’rfﬁngsi
sebagai transduser isyarat intrasel pléiotropik yéng terlibat dalam proses p/ernbanglﬁnan
(Bazopoulou et al. 2019; Han et al. 2018), rangkaian metabolik (Per/alta etal. 2015) dan
autofagi (Chen et al. 2009a).

-

ROS berfungsi sebagai molekul .6eggisyératan yang memainkan peranan
penting dalam mengekalkan pelbagai }ungsidﬁsiologi dalam badan, termasuk peranan
kritikal dalam sistem imu/n;fa(ng/séﬁgan faktor pertumbuhan, dan perkembangan tindak
balas keradangan (Br’iegFr et alf 2012; Krause & Bedard 2008). Walau bagaimanapun,
apabila mekanisme pampasan intrinsik gagal mengawal tahap ROS dengan berkesan,
keﬁdakéeifnbangan ini membawa kepada tekanan oksidatif. Tekanan oksidatif yang
terhasil mempunyai kesan yang memudaratkan, menyebabkan kerosakan pada

“makromolekul sel dan mencetuskan kematian sel, akhirnya menyumbang kepada proses
neurodegenerasi (Sies & Jones 2020). Walaupun tahap ROS yang rendah telah
dilaporkan dapat menggalakkan kelangsungan hidup dan percambahan sel,
pengumpulan ROS juga dapat mendorong apoptosis pengantara mitokondria dengan
pengeluaran cytochrome C (CytC) dan faktor-merangsang apoptosis (Fleury et al. 2002;
Fruehauf & Meyskens Jr 2007; Simon et al. 2000). Namun begitu, penghasilan ROS
yang berlebihan dapat mempromosikan pengagregatan protein patologi dan disfungsi
mitokondria yang menyumbang kepada perkembangan PD (Dias et al. 2013;
Dorszewska et al. 2021; Gill & Tuteja 2010; Musgrove et al. 2019; Subramaniam &
Chesselet 2013). Pelbagai kajian in vitro dan in vivo yang dijalankan ke atas model PD
telah menunjukkan induksi ROS adalah kritikal dalam mekanisme patofisiologi yang
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berkaitan dengan mutasi genetik PD (PINK! dan Parkin, DJ-1, LRRK2 dll) dan
disfungsi mitokondria (Ahn et al. 2021; Angeles et al. 2011; Joselin et al. 2012; Xiao et
al. 2017b). Hubungan antara disfungsi mitokondria dan PD pertama kali
dimanifestasikan dalam parkinsonisme yang disebabkan oleh MPTP di kalangan
penyalahguna dadah (Langston et al. 1983). MPTP dimetabolismekan menjadi 1-metil-
4-fenilpiritinuim (MPP") di dalam otak, dan memasuki neuron DA oleh pengangkut
dopamin melalui sistem pengambilan semula DA (Javitch et al. 1985). Seterusnya,
MPP" menghalang enzim kompleks I secara selektif dan mengakibatkan aktiviti
kompleks MRC terhalang dan menyebabkan peningkatan kebocoran elektron dengan
menyekat ETC dan seterusnya mempertingkatkan penjanaan ROS dalam mitokondria
(Dias & Bailly 2005; Langston et al. 1983; Li et al. 2003; Vila & Przedborski 2003).
Penurunan protein pengawal antioksidatif rnéngurangkan penyingkirz{n ROS dan
menyebabkan pengumpulan ROS (Islam et al. 1997). Penurunan /aktiviti kompleks I
dan peningkatan ROS intrasel juga telah disahkan dal/am*S/N otak bedah siasat pesakit
PD (Parker Jr et al. 2008; Schapira et al. 199{9).’T/am’bahan pula, auto-pengoksidaan
dopamin dapat mendorong neurotoksisiti 'Géag neuron DA (Burbulla et al. 2017).
Penyiasatan bedah siasat telah mentnjukkan bahawa pengurangan aktiviti ETC dalam
mitokondria, dan peni@ké‘%, /izjatras besi dalam SN berbanding kawalan yang
dipadankan dengan iimqr (éenoud et al. 2017; Schapira 2008). Besi diketahui boleh
meningkatkan penghasilan ROS melalui penjanaan radikal hidroksil, yang membawa
kepada peﬁlbentukan spesies reaktif akibat a-sinuklein dalam SN melalui tindak balas
Fenton dan pengumpulan besi redoks-aktif dalam granul neuromelanin dalam SN (Jin
“et al. 2010). Neuron DA dalam SN lebih mudah terdedah kepada penjanaan ROS yang
berlebihan akibat daripada struktur selnya yang berbeza (saiz dan kekompleksan yang
meningkat secara relatif) dan aktiviti biokimia [aktiviti perentak Ca** (Ca’* pacemaking

activity)] yang unik (Poewe et al. 2017; Trist et al. 2019).

Kebanyakan kajian melaporkan bahawa penglibatan utama ROS dalam proses
mitofagi. Pengaktifan fotosensitizer yang menyasarkan mitokondria melalui
pendedahan kepada cahaya dapat menyebabkan kerosakan mitokondria akibat ROS
secara selektif, dan seterusnya mengakibatkan mitofagi dalam kedua-dua titisan sel (cell
line) dan neuron dalam model tikus (Ashrafi et al. 2014; Wang et al. 2012). Kajian in

vitro telah melaporkan bahawa tekanan oksidatif sederhana dan sementara boleh
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berfungsi sebagai pencetus untuk mitofagi (Frank et al. 2012). Sebagai sumber utama
ROS sel dan titik fokus kepada mitofagi, yang mengakibatkan beberapa tapak jalan
pengisyaratan yang menghubungkan ROS dan mitofagi (Qu et al. 2020; Xiao et al.
2017a). Secara umum, tahap ROS yang terlalu tinggi biasanya membawa kepada
permulaan autofagi umum berbanding mitofagi (Frank et al. 2012). Di sebalik itu, ROS
boleh mengaktifkan laluan pengisyaratan tertentu dan terlibat dalam pengisyaratan
redoks yang mencetuskan mitofagi apabila ROS mencapai pada tahap sederhana (Frank
et al. 2012; Zhang et al. 2021). Walau bagaimanapun, mitofagi dikaitkan dengan kesan
perlindungan neuron terhadap perkembangan penyakit (Gao et al. 2012; Koentjoro et
al. 2017). Meskipun ROS berfungsi sebagai molekul pengisyaratan yang penting dan
mitofagi mempunyai kesan perlindungan neuron, tetapi nyahpengawalat/uraﬁ,i/]uké
mitofagi yang berpanjangan dan taﬂap ROS ;/ang berlebihan boleh mémberi kesan
buruk kepada kesihatan neuron, terutamanya dalam konteks penyak/it»sepéfti PD (Hsieh
et al. 2016; Shaltouki et al. 2018). Oleh itu, pengenalpast're{n tapak jalan pengisyaratan
antara ROS dan mitofagi adalah penting untuk/].ebih meémahami peranan mereka dalam

patogenesis PD (Rajah 2.8). JdEA L

P e

.\

E l' & )
- [ / ’/
) Ve
« —
é._/-—/— ljF_KB J Nrf2 “i‘— Keap1 A
Ve Y N S

y

- Ny
P - /’°/r7 \ 4 \‘&'bz*,\
/ -
l— "
Fox0

deacetylate
o « PI3K-AKT-mTOR (T
Qe@ pathway mTOR —

( / Mitophagy
SIRT3 \

‘G'bq’ MAPK1 ”

N
Q7 —»I SRT | SR72 ~ —— P38 MAPK |+— ASK-1 j
\ J

Rajah 2.8 Laluan pengisyaratan antara ROS dan mitofagi (Xiao et al. 2022)
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i NF-xB

Faktor nukleus-kappaB (nuclear factor-kappaB, NF-kB) mewakili keluarga yang
mempunyai lima faktor transkripsi, termasuk NF-kB1 (p50/p105), NF-xB2 (p100/p52),
RelA (p65), RelB dan c-Rel (Oeckinghaus & Ghosh 2009). NF-kB memainkan peranan
penting dalam keradangan, dengan faktor-faktor transkripsinya berpindah dengan
pantas ke nukleus selepas pengaktifan melalui laluan berkanun (canonical pathway)
atau bukan berkanun (non-canonical pathway), seterusnya mengantara transkripsi gen
yang disasarkan dengan mengikat kepada penggalak kB (kB enhancer) (Morgan & Liu
2011; Sun et al. 2013). Terdapat banyak kajian yang menunjukkan bahawa ROS,
khususnya H>O», bertindak pada huluan pengawal atur keseimbangan redoks ini yang
seterusnya mengakibatkan rembesan-perencat NE-kB (IxB) melalui pengoksideian H>0»
yang membawa kepada pengaktifan NF-kB (Sies et al. 2017). Zhong et al. (2016)
melaporkan bahawa NF-kB boleh merangsang mitofagi dengan mendorong ekspresi
p62 untuk mengurangkan kerosakan mitokondria ygr;g dicetuskan oleh pengaktif
NLRP3-inflamasom (NLRP3-inﬂammas?m/e/éétivdtor). Tambahan pula, perencatan
mitofagi melalui ablasi p62 atau laluarr 'NF-1B-p62-mitofagi' yang dikompromi secara
patologi memburukkan lagi/ kern/af%ah/makrofaj. Kajian ini juga mencadangkan bahawa
NF-kB dapat mempcnga/ruhi /rﬁ’it(/)fagi berantarakan Parkin secara langsung melalui
laluan anti-kgradaﬁgan ini (Zhong et al. 2016). Selain itu, Duan et al. (2014) telah
mengenal _pasti ~ beberapa tapak pengikat NF-kB dalam promoter PINK1 dan
ménunjukkz;n bahawa ekspresi berlebihan NF-kB atau pemberian pengaktif NF-kB
_dapat meningkatkan PINK 1 pada tahap transkripsi. TRAF6 merupakan ligase E3 yang
bertindak sebagai transduser dalam laluan NF-kB, dan pengaktifan NF-«B ini boleh
mengaktifkan bentuk sitosolik PINK1 untuk mempromosikan mitofagi bukan selektif
melalui penstabilan dalam peningkatan ubiquitinasi berkaitan Lys-63 (Lim et al. 2015).
Di samping itu, NF-xB boleh mempromosikan translokasi RIPK1 ke mitokondria, di
mana membentuk kompleks dengan PINK 1 dan ahli keluarga mutase phosphoglycerate
5 (phosphoglycerate mutase family member 5, PGAMS). Kompleks ini dapat
menstabilkan dan mengaktitkan PINK1, yang akhirnya mendorong mitofagi (Hawk et
al. 2018).
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ii. P38 MAPK

p38 MAPK ialah ahli keluarga protein kinase diaktifkan mitogen (mitogen-activated
protein kinases, MAPKs) dan bertindak balas kepada pelbagai rangsangan tekanan,
termasuk sitokin keradangan dan tekanan oksidatif (Cuadrado & Nebreda 2010).
Semasa pengaktifan dalam laluan berkanun, tekanan oksidatif mendorong
pengisyaratan ROS, yang membawa kepada pengoksidaan protein antioksidan Trx.
Pengoksidaan ini mengakibatkan pemisahan Trx daripada komponen kritikal ASK-1
(critical component ASK-1) untuk membolehkan pendimeran (dimerization) dan auto-
fosforilasi (autophosphorylation) ASK-1, yang seterusnya mengaktitkan laluan p38
(Cuadrado & Nebreda 2010). Antara empat isoform p38, MAPKI14 dan laluan
pengisyaratan huluannya (upstream-signaling pathways) telah dikenal pasti /dii)erlukan
dalam sel mamalia untuk kedua-dua mitofagi aruhan kebuluran nutrien dan hipoksia
(Hirota et al. 2015). Di samping itu, Qu et al. (2020) melaporkan bahawa perencatan
MAPK/p38 menjejaskan pengagihan semula /Parki/n/ dalam mitofagi bersandar
Parkin/PINK1, di samping ROS juga dik/er}al/ﬁé;sti sebagai pengantara kritikal di hulu
laluan mitofagi ini. Dalam hal ini juga, Xtao et al. (2017a) melaporkan bahawa
perencatan laluan pengisxa;a{a/ry‘\j)'ﬁ% menghentikan perkembangan mitofagi yang
didorong oleh ROS, Waiaupu/rf sélepas Parkin dilokasikan semula ke mitokondria.
Pemerhatian/ini‘se/lanju{nya menyokong hipotesis bahawa MAPK berpotensi untuk

meningkatkan mitofagi berantarakan ROS secara signifikan (Qu et al. 2020).
i mTOR

Sasaran mamalia rapamycin (mammalian target of rapamycin, mTOR) ialah protein
kinase serina/treonina yang merencat autofagi melalui interaksi yang kompleks.
Disfungsi mTOR boleh mengakibatkan apoptosis neuron DA dalam model haiwan PD
(Zhou et al. 2016). ROS boleh mengawal atur autofagi/mitofagi melalui laluan
pengisyaratan PI3K/AKT/mTOR (Ding et al. 2017; Kim et al. 2018). Penglibatan
MTORCI1 dalam penyingkiran mitokondria melalui autofagi, di mana TSC/MTORCI
dikenal pasti sebagai pengawal atur penting untuk induksi mitofagi hiliran (downstream

mitophagy induction) (Ebrahimi-Fakhari et al. 2017).
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iv. Laluan berkaitan Nrf2

Faktor 2 berkaitan faktor nuklear eritroid 2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2,
Nrf2) beroperasi sebagai faktor transkripsi terkawal redoks dan berfungsi sebagai unsur
teras (core element) dalam laluan berkaitan unsur gerak balas antioksidan-Nrf2
(Antioxidant Response Element, ARE). Pengawalaturannya boleh berlaku sama ada
melalui mekanisme protein 1 berkaitan ECH bak Kelch (Kelch-like ECH-associated
protein 1, Keapl) bersandar atau Keap1 tidak bersandar (Fao et al. 2019). Laluan ini
dicetuskan untuk bertindak balas kepada tekanan oksidatif yang terlibat dalam
nyahpengawalaturan penuaan dan penyakit neurodegeneratif, termasuk PD (Fao et al.
2019). Oleh itu, pengaktifan laluan Nrf2 secara sistemik dalam PD dapat diperhatikan
untuk mengatasi tekanan oksidatif.-Tekanan-eksidatif boleh menjejaskan /kéupayaan
Keapl dalam ubiquitinasi Nrf2 dengan mengubah suai sisa sisteinil utama,
mengakibatkan translokasi Nrf2 ke nukleus. Nrf2 yang terkumpul ini kemudiannya
mengaktifkan enzim antioksidan yang berfungsi gebefg/a/i\pengawal atur yang penting
untuk bertindak balas terhadap tekanan oky‘géuj (Sies et al. 2017). Seterusnya, Nrf2
yang dirangsang oleh tekanan oksidatif ini akanh mengikat kepada ARE yang terletak di
promoter p62. Reaksi ini Eiapat/ Ji?éﬁcetuskan kitaran maklum balas positif (positive
feedback cycle) dengan/ p62/ﬁe@eranan untuk mengaktifkan Nrf2 dan memacu
transkripsinya gendiri I(Jain et al. 2010). Namun begitu, pengaruh mitofagi
berpengantara p62 (p62-mediated mitophagy inducer, PMI) berpotensi untuk
mendorong ;nitofagi berpengantara Parkin/PINK 1 melalui gangguan terhadap interaksi
Nrf2-Keapl (East et al. 2014). Sebaliknya, Yamada et al. (2018) mencadangkan bahawa
p62 merekrut dua subunit cullin-RING ubiquitin (Keapl dan Rbx1) dahulu kepada
mitokondria untuk mempromosikan degradasi mitokondria berpengantara ubiquitin

melalui pengaktifan Nrf2, diikuti dengan mitofagi yang tidak melibatkan Parkin.

V. SIRT

Sirtuin (SIRT) terutamanya bertindak sebagai deasetilase bersandar NAD™ terhadap
pelbagai jenis protein sasaran yang penting dalam pelbagai proses biologi. Mamalia
mempunyai tujuh protein SIRT, dinamakan sebagai SIRT1 sehingga SIRT7, yang
menunjukkan penyetempatan subsel (subcellular localization) yang berbeza dan fungsi

yang tertentu masing-masing. Kesemua tujuh SIRT mamalia ini mengawal atur
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pelbagai proses fisiologi dari segi metabolisme kepada pengubahsuaian epigenetik
dalam banyak tisu (Chang & Guarente 2014; Finkel et al. 2009; Imai & Guarente 2016;
Van De Ven et al. 2017). SIRT1 dan SIRT2 dapat ditemui dalam kedua-dua nukleus
dan sitoplasma. Manakala SIRT1, SIRT6, dan SIRT7 kebanyakannya disetempatkan
dalam nukleus, di mana fungsi utamanya melibatkan deasetilasi histon dan seterusnya
mempengaruhi ekspresi gen secara epigenetik (Guarente 2013). SIRT2 boleh bertindak
sebagai protein nukleus dan mengawal atur kitaran sel, walaupun SIRT2 terutamanya
disetempatkan dalam sitoplasma (Chang & Guarente 2014; Dryden et al. 2003; Serrano
etal. 2013). Selain itu, SIRT3, SIRT4, dan SIRTS disetempatkan secara eksklusif dalam
mitokondria dan mengawal atur metabolisme tenaga untuk bertindak balas kepada
tekanan mitokondria (Choi & Mostoslavsky 2014; Van De Ven et al. 2017; Yarig ét al.
2016). /

Perkaitan SIRT dalam konteks PD meralng/klimi pelbagai SIRT yang
ditunjukkan dapat mengakibatkan mitofagi dalam “model PD, bersama dengan
nyahpengawalaturan ekspresi yang diperhéfiléaﬂ délam sampel daripada pesakit PD.
Sebagai contoh, penurunan SIRT3 fc}iziapatijdalam fibroblas pesakit PD, dan SIRTS
didapati terkumpul dalam, sak ffbv‘roblas PD idiopatik (Yakhine-Diop et al. 2019).
Sepanjang pengetahuan Fami, ﬁubungan antara SIRT1-7 dan ROS agak kompleks dan
kontroversi,-dengan bukti semasa menunjukkan bahawa SIRT4 dapat meningkatkan
atau menindas ROS secara bersyarat; SIRT1, SIRT3, dan SIRTS5 meningkatkan
perlindungan terhadap ROS; dan SIRT2, SIRT6, dan SIRT7 berperanan dalam
‘modulasi gen dan mekanisme tekanan oksidatif (Singh et al. 2018). SIRTI1
mempengaruhi translokasi Parkin ke mitokondria akibat daripada perubahan dalam
nisbah NAD*/NADH, seperti yang diperhatikan dalam kajian yang menyiasat kesan
SIRT1 terhadap mitofagi (Di Sante et al. 2015). Selain itu, mitofagi berantarakan SIRT2,
dikawal atur melalui ATG32 telah dikenal pasti penting dalam ketoksikan a-sinuklein
dalam sampel yis yang dapat dijelaskan dalam konteks PD akibat daripada interaksi
ROS-mitofagi ini (Sampaio-Marques et al. 2012). Manakala SIRT3 berperanan untuk
menindas ROS melalui modulasi beberapa enzim penting untuk mendorong mitofagi
berantarakan Parkin/PINK1 melalui keupayaan SIRT3 untuk berinteraksi dan
deasetilasi kedua-dua PINK1 dan Parkin secara langsung atau tidak langsung melalui

FOXO03a (Zhou & Tan 2020). Namun begitu, Li et al. (2018) melaporkan bahawa kesan
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SIRT3 yang mendorong mitofagi akibat daripada peningkatan ekspresi BNIP3. Aktiviti
memodulasi mitofagi ini selanjutnya dikaitkan dengan laluan pengisyaratan ERK-

CREB (Li et al. 2018).

e. Eksitotoksiksiti

PD biasanya dimanifestasikan sebagai keadaan sporadik, tetapi penemuan terkini
mengesahkan bahawa sebahagian besar risiko PD berkaitan dengan variasi genetik yang
mencetuskan perkembangan penyakit ini (Billingsley et al. 2018). Bentuk PD varian
kekeluargaan telah dikaitkan dengan mutasi jarang jumpa dengan ketembusan tinggi
(highly-penetrant rare mutations) dalam gen seperti SNCA, LRRK?2, VPS35, PRKN,
PINKI, dan DJ-1 (Hernandez et al. 2016). Walaupun PD selalu dikaitkan dqngan
kekurangan DA di otak, perubahan dalam neurotransmisi glutamat merupakan salah
satu faktor dalam patogenesis PD (Blandini et al. 1996; Eagonébarraga/l et al. 2021).
Neurotransmisi glutamat dimulakan dengan pembebas/éih glutamat ke dalam lekah
sinaps melalui influks kalsium sinaps, yangr menyebabkan peningkatan tahap glutamat
sinaps secara mendadak (~1,000 kali /ganda,)/ §elepas itu, pengikatan glutamat pada
reseptor terminal postsmaps mefc;n,gs’ang influks ion Na" dan Ca?*, yang menyumbang

kepada aktiviti depolgrlsas1 dary mdakan potensi (action potential) (Danbolt 2001).
o

Da}afﬁ keadaan fisiologi normal, pengawalaturan neuron (neuro-regulatory)
yang berkesan adalah mandatori bagi mengekalkan homeostasis sinaptik dan mencegah
ketoksikan. Mekanisme ini bergantung sepenuhnya kepada kitaran glutamat-glutamina

/yang melibatkan kerjasama antara neuron dan sel glia, terutamanya astrosit (Niciu et al.
2012). Glutamat disingkirkan dari lekah sinaps oleh astrosit peri-sinaps melalui
pengangkut asid amino ujaan (excitatory amino acid transporters, EAATs) untuk
ditukar kepada glutamina oleh enzim glutamina sintetase (Danbolt 2001; Mei et al.
2018). Glutamina yang tidak aktif ini kemudiannya diangkut semula ke dalam neuron,
di mana enzim glutaminase menukarkannya kembali kepada glutamat untuk dibungkus
ke dalam vesikel sinaps (Walton & Dodd 2007). Kitaran ini berfungsi sebagai
mekanisme perlindungan bagi mengelakkan rangsangan reseptor glutamat secara

berlebihan.
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Kepentingan glutamat dalam litar fronto-basal adalah untuk mengawal
pergerakan voluntari (Rajah 2.9A). Litar striatum menerima input DA dari SNpc dan
input glutamat dari korteks serebrum (cerebral cortex, CTX) serta talamus (Blandini et
al. 1996; Kreitzer 2009). Penurunan neuron DA secara progresif dalam PD menjejaskan
keseimbangan antara laluan secara langsung dan laluan secara tidak langsung.
Kekurangan rangsangan pada reseptor DA D1 (D1R) menjejaskan laluan secara
langsung, manakala kekurangan rangsangan pada reseptor DA D2 (D2R) dalam laluan
secara tidak langsung mengakibatkan penyahrencatan pada nukleus subtalamus
(subthalamic nucleus, STN) (Du & Graves 2019). Keadaan ini membawa kepada
rangsangan glutamat yang berlebihan pada pengisyaratan output (Rajah 2.9B) (Blandini
et al. 1996; Iovino et al. 2020). Dengan ini, ketidakseimbangan antara laluan sécara
langsung dan laluan secara tidak léngsung dépat menghalang pengakfifan nukleus
talamus motor yang mengakibatkan pengurangan rangsangan’k(/)rteks/ motor, yang
seterusnya mengurangkan kemampuan untuk me/:lakui(an pergerakan voluntari

(Blandini et al. 1996; Tovino et al. 2020). ~NY
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Rajah 2.9 Litar fronto-basal terlibat dalam modulasi pergerakan voluntari dan
kesalinghubungan terjejas yang disebabkan oleh degenerasi DA dalam
PD (kotak kelabu) (Iovino et al. 2020).
(A) Pengawalaturan glutamat dalam striatum dan penglibatan astrosit dan
sel mikroglia diperincikan dalam keadaan sihat.
(B) Impak kehilangan atau keuntungan fungsi astrosit dan mikroglia
dalam pengambilan glutamat, limpahan dan keradangan yang
memburukkan lagi neurodegenerasi.

Pengaktifan reseptor glutamat secara berlebihan ini mencetuskan lata

eksitotoksisiti (Bergman et al. 1994), yang dicirikan oleh kematian sel akibat tindakan

toksik asid amino ujaan (excitatory amino acid). Namun begitu, terdapat beberapa

kajian juga telah menunjukkan bahawa eksitotoksiksiti glutamat boleh menyebabkan

degenerasi neuron DA bersamaan dengan disfungsi motor dalam PD (Meredith et al.

2009). Memandangkan glutamat berfungsi sebagai neurotransmiter ujaan utama dalam
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CNS mamalia, eksitotoksiksiti neuron biasanya merujuk kepada kecederaan dan
kematian neuron akibat daripada pendedahan yang berpanjangan kepada glutamat dan
influks ion yang berlebihan ke dalam sel yang seterusnya membawa kepada
peningkatan tahap kalsium, di mana mencetuskan neurotoksik dan pengaktifan enzim
yang mendegradasi protein, membran dan asid nukleik (Berliocchi et al. 2005). Dalam
keadaan patologi PD, pengawalaturan neuron mengalami kegagalan apabila mikroglia
teraktif dan astrosit reaktif menyebabkan pelepasan glutamat secara besar-besaran ke
dalam lekah sinaps (Lin et al. 2012; Takeuchi et al. 2006; Wetherington et al. 2008).
Oleh itu, tahap glutamat ekstrasel yang tinggi boleh mengakibatkan pengaktifan
reseptor N-methyl-D-aspartic acid, NMDA secara berlebihan dan influks Ca®" intrasel
yang tinggi. Tahap Ca®" intrasel yang tinggi mencetuskan siri enzim bersandar k’aléium
dan perubahan patofisiologi yang méndegradaéi protein, membran, dan asid nukleik,
yang akhirnya menyebabkan kerosakan neuron dan kematian sel s’ec/ara langsung (Dutta
& Trapp 2011; Wang et al. 2020). Selain itu, ketelapan reséptor a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid, AMPA ada}lah”lrebiﬁ lemah kepada Ca®* eksternal.
Reseptor AMPA adalah salah satu jenis u{@;saluran ion bergerak balas glutamat
(glutamate-responsive ion chawel&). Pengikatan reseptor AMPA dengan glutamat
menyebabkan saluran pagar 'tgrp;f]ga untuk membolehkan efluks ion K* dan influks ion
Na* mengalir ke dalam nleur(;n postsinaps. Di samping itu, pengaktifan reseptor AMPA
juga dapat neningkatkan influks ion Zn?>" ekstrasel ke dalam neuron DA, yang

memburukkan lagi gangguan pergerakan (Tamano et al. 2018).

Kegagalan mekanisme pengawalaturan neuron ini memberikan implikasi
klinikal yang luas terhadap PD. Terdapat beberapa kajian klinikal menunjukkan bahawa
peningkatan neurotransmisi glutamat akibat daripada perubahan dalam kandungan
glutamat otak pesakit PD melalui ujian pengimejan resonans magnet (magnetic
resonance imaging, MRI), tomografi pancaran positron (positron emission tomography,
PET), dan tomografi berkomputer pancaran foton tunggal (single-photon emission
computed tomography, SPECT) (Groger et al. 2014; O'gorman Tuura et al. 2018;
Weingarten et al. 2015). Di samping itu, Figura et al. (2018) dan Iwasaki et al. (1992)
mendapati bahawa peningkatan tahap glutamat dalam plasma pesakit PD berbanding
dengan kawalan, selanjutnya mencerminkan peningkatan dalam aktiviti glutamat

serebrum. Perubahan dalam neurotransmisi glutamat ini menyumbang kepada
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patofisiologi diskinesia, koordinasi motor terjejas dan turun naik motor (motor
Sfluctuations) (Carrillo-Mora et al. 2013; Cenci 2014; Chase et al. 2000; Kucheryanu &
Kryzhanovskii 2000; Nandhu et al. 2011; Sgambato-Faure & Cenci 2012). Oleh yang
demikian, pengawalaturan neuron dalam PD dapat menimbulkan implikasi secara
langsung terhadap manifestasi klinikalnya. Disfungsi motor dalam patologi
neurodegeneratif ini berpunca daripada disregulasi sistem neurotransmiter dalam CNS.
Secara khusus, pengurangan input DA dalam ganglia basal mencetuskan hiperaktiviti
laluan  glutamatergik yang seterusnya membawa kepada eksitotoksisiti.
Ketidakseimbangan ini mengganggu homeostasis pemprosesan dalam gelung motor
(motor loops), yang menghasilkan fenotip motor seperti pergerakan badan yang
perlahan, kaku pada anggota badan, ketidakstabilan postur dan gegaran rehat (Gaﬁtam
etal. 2023; Jin et al. 2024). Selain itu,r gangguanr neurotransmisi glutamat dalam korteks
dan sistem limbik turut dikaitkan dengan gejala bukan per/gerak/an, termasuk
kemurungan dan kemerosotan kognitif (Zhang et al. 20 16)/. Tambahan pula, gangguan
pengawalaturan neuron ini menyumbang kep;xda' kormplikasi terapi jangka panjang
seperti diskinesia yang dirawat dengan levgidf)p; akibat daripada keplastikan sinaptik
maladaptif pada reseptor NMDA dafn/AMPA yang hipersensitif (Di Biase et al. 2023).
Oleh itu, disregulasi . si's/‘fé/m/ ) pengawalaturan neuron mempercepat proses
neurodegenerasi melalui lat\a eksitotoksisiti yang memperluas spektrum manifestasi

klinikal PD~

f. Jangkitan protein seperti prion

Terdapat banyak kajian penyelidikan baru-baru ini muncul menyerlahkan bahawa
banyak penyakit neurodegeneratif berkongsi persamaan “jangkitan protein seperti prion”
dengan perkembangan penyakit prion. a-sinuklein ialah agen patogen biasa untuk PD
dan mempamerkan sifat pengagregatan dan perambatan diri, serupa dengan penyakit
prion (Ma et al. 2019b) dengan manifestasi a-sinuklein terkumpul dalam neuron dan
merambat dari satu sel ke sel yang lain dengan cara seperti prion (Vargas et al. 2019).
Walaupun pengagregatan a-sinuklein dalam substantia nigra adalah penemuan patologi
utama dalam PD, tetapi a-sinuklein juga dapat dijumpai dalam pelbagai bahagian badan
yang lain. Kepekatan a-sinuklein yang tinggi dapat dikesan dalam terminal prasinaps,
di mana berkait rapat dengan membran vesikel. Kebanyakan kajian menunjukkan

bahawa fungsi fisiologi normal a-sinuklein seperti interaksi dengan fosfolipid membran
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sel secara langsung (terutamanya merujuk kepada vesikel), pelepasan neurotransmiter,
dan peningkatan pembentukan mikrotubul (Burré et al. 2018; Hasegawa et al. 2016;
Recasens & Dehay 2014). Dengan ini, kajian yang dilakukan oleh Cali et al. (2012),
telah menggunakan prob aequorin yang menyasarkan organel yang sensitif kepada Ca?",
menunjukkan bahawa tahap fisiologi a-sinuklein diperlukan untuk mengekalkan fungsi
mitokondria secara normal dan kesempurnaan morfologinya. Sebaliknya dalam
keadaan patologi, o-sinuklein mengalami salah lipatan dan pengagregatan, yang
seterusnya membentuk spesies oligomer dan fibril tidak boleh larut, yang menyumbang
kepada disfungsi dan kematian neuron (Cascella et al. 2021). Selain itu, ekspresi a-
sinuklein yang berlebihan dan/atau perubahan dalam sifat pengagregatannya dapat
mendorong pengagihan semula o-sinuklein dan kehilangan modulasi padas fﬁngsi
mitokondria (Cali et al. 2012). Di sémping itﬁ, pengumpulan a-sinuklein juga Boleh
menjejaskan pelepasan dopamin sinaptik dan menyebabkan / kemiatian neuron

P

nigrostriatal (Longhena et al. 2017). ©

-

Hipotesis Braak menunjukkan bahzﬁva[ Q;siﬁuklein pada mulanya terbentuk di
kawasan periferi dan kemudiannya rh/e;ebak I;e CNS, yang akhirnya membawa kepada
perkembangan PD (Li et al¢ 262/16\ Montalban-Rodriguez et al. 2024; Zhu et al. 2022).
Dengan ini, salur ga’str(fusué (igastrointestinal, GI) dianggap sebagai sistem periferi
yang menyokong hipotesis Braak, kerana terdapat komunikasi malar antara CNS dan
salur Gl dalam badan melalui paksi otak-usus (brain-gut axis) (Mulak & Bonaz 2015).
Oleh itu, Van Den Berge et al. (2019) telah mengenal pasti penyebaran a-sinuklein

“secara dua hala dari duodenum ke batang otak dan seterusnya ke perut selepas suntikan
a-sinuklein pada tikus. Di samping itu, Kim et al. (2019) juga menyokong kesahihan
teori Braak dengan menggunakan model mencit di mana fibril a-sinuklein patologi
disuntik ke dalam lapisan otot duodenum dan pilorus, yang seterusnya menunjukkan
penyebaran fibril ke pelbagai kawasan otak yang berbeza. Tambahan pula, terdapat
banyak kajian secara in vitro dan in vivo juga menunjukkan bahawa a-sinuklein yang
tidak normal boleh merebak ke kawasan otak jiran dan menimbulkan pengagregatan o-
sinuklein endogen di kawasan tersebut sebagai benih, yang bertindak sebagai protein
"seperti prion" (prion-like protein), dan akhirnya menyebabkan degenerasi neuron

dalam substantia nigra dan striatum (Ma et al. 2019a).
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Berdasarkan perubahan patologi yang melibatkan pengagregatan o-sinuklein
dan degenerasi neuron seperti yang telah dibincangkan, pelbagai pendekatan
eksperimen telah dibangunkan bagi memperincikan mekanisme asas PD. Dengan ini,
penggunaan model in vitro dan in vivo berasaskan agen neurotoksik telah digunakan
secara meluas untuk memanifestasikan ciri-ciri utama patofisiologi PD ini (Amaral et
al. 2025). Pendekatan ini membolehkan penilaian yang lebih sistematik terhadap
perubahan pada peringkat molekul dan sel, di samping memberikan pemahaman yang
lebih mendalam mengenai faktor-faktor yang menyumbang kepada perkembangan PD.
Walau bagaimanapun, kesahihan model neurotoksik ini dalam mencerminkan
keseluruhan spektrum patologi PD masih menjadi perbincangan dalam karya ilmiah.
Antara agen neurotoksik yang sering digunakan dalam perkembangan PD ialah
rotenone, yang dilaporkan berupayé rnenyebrabkan disfungsi mitokondria melalui
perencatan kompleks T ETC; seterusnya mencetuskan tekan/an oksidatif, dan
pengagregatan a-sinuklein yang menyerupai ciri /néuropatologi utama yang
diperhatikan dalam PD (Ibarra-Gutiérrez et al.r‘2023,). (’

YIPND

2.2 ROTENONE

s
Rotenone ialah alkaloid (r’ot/enoid) éemula jadi yang dapat diekstrak daripada akar, daun,
biji dan kulit 7po¥<olf< tuntbuhan tropika tertentu, seperti spesies Derris, Lonchocarpus,
Tephrosia; d,é.l’l Mundulea (Gupta et al. 2019). Rotenone mempunyai formula molekul
312,06 dan berat molekul 394.42 (Gupta et al. 2019). Struktur kimianya ditunjukkan
~dalam Rajah 2.10. Rotenone mempunyai sifat sitotoksik dan digunakan sebagai racun
ikan, serangga dan perosak organik dalam pertanian selama bertahun-tahun (Horst et al.
2018; Li et al. 2022a). Dengan ini, terdapat banyak kajian telah melaporkan hubungan
yang rapat antara pendedahan terhadap rotenone dalam tempoh berpanjangan kepada
manusia dan perkembangan PD sejak beberapa dekad yang lalu (Pearson et al. 2016;

Radad et al. 2019).
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Rajah 2.10 Struktur kimia rotenone

2.2.1 Perkaitan Rotenone dengan PD

Johnson dan Bobrovskaya (2015) telah membuktikan bahawa pendedahan terhadap
rotenone telah dikaitkan dengan pemngkatan rlslko PD (Johnson & Bobrovskaya 201 5).
Pendedahan terhadap rotenone melalui oral, dermis dan pernafasan adalah merbahaya
kepada kesihatan manusia. Rotenone berpotensi sederha}la toksik kepada manusia,
dengan dos maut oral dianggarkan dari 300 hm)gga 500 mg/kg (Lazo et al. 2014). Selain
itu, toksisiti rotenone dapat memudaratkan/ kesihatan manusia dengan lebih teruk
apabila dihidu dan telah dilaporkan mpnyebabkan dermatitis, ulser di hidung, dan iritasi
membran mukus. Pendwah%,;e;‘hadap rotenone pada tikus secara kronik boleh
mengakibatkan pelaﬁiba}an I;ertumbuhan (growth retardation) dan muntah serta boleh
menyebabkan perubahan dalam hati, di mana rotenone dimetabolismekan (Lazo et al.
2014). Kaj’ian yang melibatkan pendedahan terhadap rotenone pada roden juga telah
éelanjutnya menunjukkan bahawa pendedahan rotenone boleh memanifestasikan ciri-
ciri patologi  kritikal dan neuro-kelakuan (neurobehavioral) PD, seperti
neurodegenerasi neuron DA dalam laluan nigrostriatal, pembentukan badan Lewy, dan

defisit motor (Sun et al. 2024; Ujvari et al. 2022; Van Laar et al. 2023).

Rotenone adalah salah satu neurotoksin utama yang terutamanya merosakkan
fosforilasi oksidatif dengan merencat kompleks I mitokondria dengan mengurangkan
sintesis ATP, mengakibatkan kematian neuron DA dan meningkatkan pembentukan
badan Lewy (Schuler & Casida 2001; Thirugnanam & Santhakumar 2022). Rotenone
mengikat kompleks I secara khusus dengan afiniti 10 — 20 nM (Higgins Jr &
Greenamyre 1996), yang seterusnya mengurangkan aliran elektron kepada ubiquinone

dan menyebabkan kebocoran elektron pada tapak kompleks I (Feng 2006). Keadaan ini
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mengakibatkan banyak elektron yang bebas tersedia untuk bertindak balas dengan
molekul oksigen bagi menghasilkan ion oxide, O%*. Penjanaan O%* dan ROS selanjutnya
boleh merosakkan kompleks I, serta kompleks lain dalam ETC, terutamanya yang
mengandungi kluster besi-sulfur (Garcia-Garcia et al. 2005). Di samping itu, ROS juga
boleh merosakkan protein lain dalam mitokondria, serta makromolekul lain (Sanders &
Greenamyre 2013). Oleh itu, penurunan aktiviti kompleks I mitokondria dapat

diperhatikan dalam otak pesakit PD (Borsche et al. 2021).

Rotenone yang bersifat lipofilik membolehkan rotenone bebas melintasi BBB
yang kemudiannya menyebabkan pembentukan fibril a-sinuklein (Bisbal & Sanchez
2019; Inden et al. 2011). Dengan ini, rotenone merupakan toksin yang biasa digunakan
untuk mengembangkan model PD dengan merencat kompleks I ETC dan n/le/nyeba'bkan
degenerasi neuron melalui—pelbagai-mekanismepatofisiologi, "termasuk tekanan
oksidatif, pengaktifan mikroglia, pembentukan ubiq/uitin/ serta inklusi badan Lewy
intrasel dalam pelbagai kawasan otak (Abdul Wahid & Ahmad Khan 2010; Ahn et al.
2021; Askar et al. 2019; Jiang et al. 2019;/Kl;(ﬁmQh et al. 2015; Tapias et al. 2019).
Oleh itu, model PD ini mampu/me;na/rlifestzgikan ciri klinikal PD dengan laluan DA
nigrostriatal terjejas yang /dfakiﬁétkan oleh perencatan kompleks-I secara sistemik
(Alam & Schmidt 2002; IBetérb/et et al. 2000; Bisbal & Sanchez 2019; Degli Esposti et
al. 1983). .~ -

2.2.2  Penggunaan Rotenone dalam Model PD

rModel haiwan memainkan peranan yang amat penting dalam eksperimen untuk
menjelaskan mekanisme fisiologi dan patologi, serta dapat memanifestasikan
patogenesis penyakit. Selain itu, ianya dapat menjadi alat penyaring dalam mencari
strategi terapeutik novel untuk mendiagnos dan merawat penyakit PD pada manusia
(Bové et al. 2005). Oleh itu, penggunaan model PD dalam eksperimen yang
memanifestasikan fenotip PD tertentu dapat diteroka agar terapi dan rawatan yang
berpotensi dapat ditemui, dan seterusnya untuk memahami lebih lanjut mengenai
perkembangan PD. Analisis kritikal mesti dilakukan terlebih dahulu sebelum memilih
model haiwan untuk menentukan nilai penemuan berkenaan dengan penyakit manusia
yang disasarkan (Doyle & Croll 2022). Salah satu aspek yang paling penting ialah

model kajian tertentu mempunyai tahap keupayaan replikat yang tinggi (Caramillo &
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Echevarria 2017). Hal ini penting kerana terdapat kajian meta-analisis menunjukkan
gen ekspresi model mencit transgenik Penyakit Alzheimer mendapati bahawa
kebanyakan model mencit tersebut tidak serupa dengan model Penyakit Alzheimer
manusia. Oleh itu, hasil kajian ini menunjukkan keupayaan replikat yang rendah dalam
model mencit dan penemuan ini mungkin dijangkakan akan relevan dengan model PD
(Hargis & Blalock 2017). Sehubungan dengan itu, banyak terapi yang dibangunkan
dengan penggunaan model haiwan tidak dapat diterjemahkan dengan baik secara
langsung kepada ujian klinikal manusia atas pelbagai sebab seperti jenis perumah yang
berbeza (Van Der Worp et al. 2010). Oleh itu, cabaran ini mesti ditangani apabila

mengembangkan model haiwan untuk penyakit manusia.

Bagi mengkaji patogencsis PD, dua pendekatanutama yang bia’s/a/diguriakan
untuk model PD dalam-spesies-haiwan-yang-berbeza-ialah neurotoksiri dan genetik
(Konnova & Swanberg 2018). Namun begitu, model/neurbtoksin 1alah model haiwan
yang paling biasa digunakan secara meluas d@lam penyaringan dan pengesahsahihan
(validation) terapi baru yang menyasarkar gr‘eﬁlarmotor PD. Oleh sebab pemilihan
neurotoksin boleh dilakukan be/rda$elri<an kégan neurotoksin yang membawa kepada
fungsi tertentu atau pada popiﬁas/i/h%uron tertentu. Oleh itu, neurotoksin boleh diberikan
melalui suntikan ster’eotflktﬂ; (;tereotactic injection) ke dalam kawasan otak tertentu
secara berkesan untuk mengaji kesan yang mengakibatkan kehilangan populasi neuron
ter/tentu’(B’ové & Perier 2012; Cannon & Greenamyre 2010). Dengan ini, neurotoksin
boleh memodelkan degeneratif neuron DA yang dicetuskan oleh faktor persekitaran
“yang terlibat dalam PD. Pendedahan kepada neurotoksin biasanya boleh menyebabkan
kehilangan sel dalam SNpc, menimbulkan gejala motor dan perubahan tingkah laku,
tetapi terdapat berkemungkinan juga dalam pembentukan badan Lewy (Blesa &
Przedborski 2014). Sebaliknya, model berasaskan genetik dapat memfokuskan kepada
perubahan bentuk genetik dan menunjukkan kehilangan sel serta gejala motor,
mahupun juga boleh memanifestasikan patologi a-sinuklein bergantung pada model
tertentu. Mutasi genetik atau perubahan dalam ekspresi gen boleh dilaksanakan dengan
menggunakan haiwan transgenik atau melalui pentransjangkitan (¢ransfection) daripada
virus (Konnova & Swanberg 2018). Tambahan pula, model haiwan genetik bukan roden
seperti zebrafish, drosophila dan Caenorhabditis elegans telah dibangunkan baru-baru

ini akibat kemudahan modifikasi genetik, persamaan genetik dengan genom manusia
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dan penyaringan ubat terapeutik yang pantas (Lal & Chopra 2024). Kajian-kajian yang
membangunkan model PD dengan menggunakan rotenone dapat dirujukan dalam

Jadual 2.3.

Jadual 2.3 Ringkasan perkembangan model PD dengan pemberian rotenone dan
keupayaannya menghasilkan ciri-ciri patologi PD

Model Cara Pemberian Dos Tanda/gejala Rujukan
Rotenone
Mencit Suntikan 1.5 = | aktiviti lokomotor Shah et al. (2024)
intraperitoneal mg/kg/hari = | TH-positif neuron,
(21 hari) 1 a-sinuklein,

1 tekanan oksidatif
= 1 NLRP3, 1 TNF-a,

T IL-1B, 1 IL-6
Suntikan 25 = | TH-positif neuron, Latham ef al.
intraperitoneal mg/kg/hari 1 a-sinuklein; (2024)
(14 hari) 1 reaktiviti mikroglia
Suntikan 2.5 = | sensorimotor, - Adebayo et al.
intraperitoneal mg/kg/hari | neuromuskular (2024)
(14 kali/28 hari) = | TH-pesitif ‘neuron,
1 agsinukdein,
- (1 tekanan oksidatif
« [ «= +TNF-a, 1 IL-6,
\ = 1 COX-2
0 R = | ketumpatan sel
el . neuron striatum
Tikus Suntikan stereotak{i 2.0 pL = | aktiviti lokomotor Yang et al.
ke dalam supstantia setiap = | TH-positif neuron (2024a)
_nigra dan kawasan tempat
Jtegmental ventral
(28 hari)
Suntikan I3 = | aktiviti lokomotor Elesawy et al.
intraperitoneal mg/kg/hari = 1 masa tak mobiliti (2024)
(11 kali/21 hari) = | tahap dopamin
striatum,
| kereaktifan imun TH
dalam SN
= | p-AMPK, | SIRTI,
| PGCla
= 1 Bax, | Bcl2
Suntikan 2.0 = | jarak perjalanan, Salama et al.
subkutaneus mg/kg/hari | purata kelajuan, (2024)
(28 hari) 1 masa tak mobiliti,
1 jumlah masa tidak
aktif

= 1 a-sinuklein, | TH
= | tahap dopamin
striatum,
1 metabolit dopamin,
1 kadar peralihan
(turnover) dopamin
= 1 penanda inflamasi
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C. elegans

Drosophila

Zebrafish

Didedahkan kepada
rotenone
(48 jam)

Pendedahan secara
kronik

Didedahkan kepada
medium rotenone
(7 hart)

Didedahkan kepada
medium rotenone
(7 hari)

r‘/ /
A
|
_Didedahkan kepada
. medium rotenone
(7 hart)
Didedahkan kepada
air rotenone
(21 hari)
Didedahkan kepada
air rotenone
(28 hari)
Didedahkan kepada
air rotenone
(30 hari)

pg/L/hari

pg/L/hari

(IL-1B, iNOS, TNFa)
= 1 astrosit dalam
striatum dan SNpc,
sel neuron mengecut
secara tidak teratur

= 1 pembocoran proton
(proton leak)

= 1 tahap isocitrate lyase,
1 tahap subunit
kompleks II (succinate
dehydrogenase subunit
A dan sitokrom b560)

= 1 kitaran glyoxylate,
1 glycolysis,
1 pengoksidaan asid
lemak

= | DNA mitokondria

1.0 yM

2.0-4.0
uM/hari

250
pM/hari

= | keupayaan mendaki
= | TH-positif neuron
=1 tekanan oksidatif, ©
1 apoptosis -
L) keupayaa/r; ‘mendaki,
| frekuensi-melompat,
(] kadar kemandirian
- [~ (survival rate)
) =% | TH-positif neuron
v = | aktiviti kompleks I,
| tahap ATP,
1 tekanan oksidatif
= 1 aktiviti SOD,
1 aktiviti CAT

250
uM/hari

-~

500 = | keupayaan mendaki
uM/hari = 1 tekanan oksidatif
= 1 SOD
2.5 = | aktiviti lokomotor
pg/L/hari = | SOD, | glutation,

1 tekanan oksidatif

3.0 = | frekuensi gerak
silangan antara zon
berbeza,
| masa yang digunakan
di kawasan zon atas

= 1 penanda inflamasi
(TNFa, IL-1B, COX-2)

= 1 tekanan oksidatif

= | SOD, | CAT,
| glutation

5.0 = | aktiviti lokomotor,
| jarak perjalanan

= 1 tekanan oksidatif,
| SOD,

1 glutation S-
transferase

= | tahap dopamin

Gonzalez-Hunt et
al. (2021)

Zhou et al. (2013)

Li etal. (2023)

-

Xue et al. (2020)

Siima et al. (2020)
Babu et al. (2024)

Liet al. (2024a)

Cansiz et al.
(2023)
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= | TH-positif neuron

Didedahkan kepada 2.0 = | aktiviti lokomotor Wang et al.
air rotenone pg/L/hari = | DJ-1, 1 LRRK2 (2017)
(28 hari) = | tahap dopamin

= | TH

Walaupun penggunaan model haiwan seperti yang telah dibincangkan sebelum
ini telah banyak menyumbang kepada pemahaman mengenai patogenesis PD, tetapi
beberapa kekangan utama masih perlu dipertimbangkan. Antaranya termasuk kos
penyelenggaraan yang tinggi, isu kebolehulangan (reproducibility), serta keterbatasan
model tersebut dalam mencerminkan kekompleksan patofisiologi PD manusia dengan
sepenuhnya (Mukherjee et al. 2022). Kekangan-kekangan ini menimbulkan cabaran
dalam mentafsir dan menterjemahkan hasil kajian kepada aplikasi klinikal/(Kohnolya &
Swanberg 2018). Sehubungan dengan itu, pemilihan model eksp@rirneri yang sesuai
menjadi semakin kritikal bagi memastikan kebolehpercayaan serta kerelevanan hasil
penyelidikan. Dalam beberapa tahun kebelakangan inifpéﬁ;/elidik telah mula meneroka
penggunaan model alternatif yang lebih efisien dan ékonomik, termasuk organisma
bukan mamalia seperti zebrafish (Hunter 2023). Model ini semakin mendapat perhatian
dalam kajian penyakit neuroclege}nﬁatif kerana zebrafish dapat menawarkan pelbagai
kelebihan, seperti ketelusah\ mbrio, kadar pembiakan yang tinggi, serta kesesuaian
untuk analisis genétik dan saringan ubat secara berskala besar (Ruzicka et al. 2019;

Wang et al. 202 lgb).

2.3 ZEBRAFISH

Mencit dan tikus merupakan model haiwan yang paling lazim digunakan dalam kajian
penyakit manusia (Jucker 2010). Penggunaan ini didorong oleh persamaan anatomi dan
fisiologi antara mamalia dan manusia, di samping pelbagai strain transgenik mencit
yang telah dibangunkan. Walau bagaimanapun, kos penggunaan mencit masih dianggap
tinggi untuk kajian berskala besar, meskipun saiznya kecil. Tambahan pula, penghasilan
strain transgenik memerlukan tenaga kerja mahir yang signifikan (Jucker 2010).
Sebaliknya, invertebrat seperti Drosophila melanogaster dan Caenorhabditis elegans
telah lama digunakan sebagai model dalam penyelidikan perubatan. Invertebrat ini
menunjukkan tahap homologi gen dan laluan intrasel yang tinggi dengan manusia,

menjadikannya model yang sesuai untuk kajian saintifik (Doyle & Croll 2022). Selain
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itu, invertebrat ini menawarkan kelebihan kos yang rendah serta kemudahan untuk
menjalankan eksperimen berskala besar, menjadikannya model yang berpotensi untuk

pembangunan pendekatan terapeutik baharu (Ségalat 2007).

Namun begitu, zebrafish telah muncul sebagai model bioperubatan yang unggul
dalam beberapa tahun kebelakangan ini kerana keupayaannya untuk menggabungkan
kelebihan kepelbagaian vertebrat dengan ciri-ciri anatomi yang menyerupai mamalia
(Spence et al. 2008). Antara faktor yang menyumbang kepada penggunaan zebrafish
termasuklah saiz yang kompak, kitaran hayat yang singkat, tahap fekunditi yang tinggi,
serta homologi gen yang mencecah 70 % dengan manusia. Ciri-ciri ini menjadikan
zebrafish sebagai model vertebrat kedua paling dominan dalam penyelidikan
bioperubatan selepas tikus-damr mencit (Howe et al. 2013; Kalueff et al. 20 121; Kifiter et
al. 2021). Oleh itu, zebrafish-sering-digunakan-sebagai-organisma model'dalam kajian
pelbagai penyakit manusia, termasuk penyakit neur9psi1€iatri dan neurodegeneratif;,
berikutan persamaannya dengan fisiologi dan ana’tomi/ otak manusia (Alestrom et al.
2006; Allen & Neely 2010; Cassar et al. 2619,)F0ntana et al. 2018; Lin et al. 2016;
Murray et al. 2022; Naert & Vlemmckx 2018; Phllhps & Westerfield 2014; Santoriello

/\

& Zon 2012; Xi et al. 2011). 3

' I
Sehubungan dengan itu, penggunaan zebrafish sebagai model PD

diperkukuhlgan oleh persamaan organisasi anatomi CNS antara spesies ini dengan
inaimalia. Secara neuroanatomi, otak zebrafish mempamerkan pembahagian struktur
“yang setanding dengan otak manusia, merangkumi komponen otak hadapan
(telensefalon dan diensefalon), otak tengah (mesensefalon), serta otak belakang
(rombensefalon) (Rajah 2.11). Walaupun zebrafish tidak memiliki organisasi
mesensefalon yang berstrata secara diskret seperti SNpc pada manusia, tetapi
peranannya berfungsi tersebut diambil alih secara homolog oleh kelompok neuron DA

di kawasan diensefalon ventral (Wasel & Freeman 2020).
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Mesensefalon
Serebelum

Telensefalon = =>
___ Saraf tunjang p” %"

: N — = QZ-—-\\

Bulba olfaktori

Rombensefalon
Diensefalon

Telensefalon Diensefalon

94
&
Bulba olfaktori /< \
Mesensefalon

Rombensefalon \ Saraf tunjang

Serebelum

-

Rajah 2.11 Kawasan‘otak zebrafish dan manusia yang menonjolkan kawasan {
homolog utama (Ahmed et al. 2023) ¢

- -

Sistem dopaminergik yang merupakan lokasi/utania patologi PD, telah dikaji
secara meluas dalam zebrafish. Kajian pengesagan/rgtro’grade (retrograde tracing) pada
otak zebrafish dewasa menunjukkan /baha{v& neuron DA yang terletak di posterior
tuberkulum dalam diensefalon venfral menonjol ke telensefalon ventral (subpallium)
membentuk litar berfungsi y/&n/g);'nenyerupai sistem ganglia basal manusia (Brinez-
Gallego et al. 2023; Xi et af. 2011). Litar ini bertindak sebagai analog kepada laluan
nigrostriqtalﬁahékritikal dalam mengawal atur fungsi motor dan integrasi sensorimotor
(Tay ’et/ a’li?’201 1). Sehubungan dengan itu, sistem dopaminergik pada zebrafish,
o | i{hususnya dalam diensefalon ventral telah dikenal pasti sebagai homolog berfungsi
/‘kepada laluan nigrostriatal otak tengah manusia (Tay et al. 2011). Persamaan ini sangat

kritikal kerana degenerasi neuron dalam laluan nigrostriatal merupakan ciri utama yang
menyebabkan gangguan motor dalam pesakit PD (Doyle & Croll 2022; Holzschuh et
al. 2001; Rink & Wullimann 2002a; Sallinen et al. 2009).

Sistem dopaminergik dalam embrio zebrafish juga telah dikaji dan dicirikan
secara ekstensif melalui kajian neuroperkembangan. Ontogeni neuron DA bermula
seawal 18 jam selepas persenyawaan (hours post fertilization, hpf) yang tertumpu di
kawasan diensefalon ventral. Menjelang 72 hpf, organisasi CNS telah lengkap
sepenuhnya, di mana fasa perkembangan seterusnya mengutamakan proliferasi

bilangan neuron (Kimmel et al. 1995; Wullimann & Rink 2001). Kecekapan temporal
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ini membolehkan sistem dopaminergik zebrafish terbentuk sepenuhnya dalam tempoh
3-4 hari selepas persenyawaan (Du et al. 2016; Fleming et al. 2013), jauh lebih pantas
berbanding model roden seperti mencit (E12.5) dan tikus (E20) (Santana et al. 1992;
Sillitoe & Vogel 2008). Selain daripada diensefalon ventral, neuron DA juga dapat
ditemui di bulba olfaktori, kawasan preoptik, retina, dan pretektum (Rink & Wullimann
2002a).

Kemajuan dalam teknologi transgenik dan transkriptomik sel-tunggal baru-baru
ini telah mengesahkan bahawa telensefalon ventral zebrafish bukan sahaja homolog
secara anatomi, mahupun berkongsi identiti molekul dengan sistem ganglia basal
mamalia, yang memainkan peranan penting dalam kawalan pergerakan dan merupakan
tapak utama degenerasi PD—(Tanimoto et al. 2024):~Selain itu, neuron bA dalam
zebrafish menunjukkan sensitiviti-terhadap-tekanan-oksidatif, yan/g merupakan salah
satu punca utama kematian neuron dalam penyakif PD" (Mccormack et al. 2006;
Rappold et al. 2011). Di samping itu, zebraﬁsh’juga/dilengkapi dengan BBB yang
menunjukkan kesepadanan ciri ﬁ51010g1 da 1} p,noﬁl kebolehtelapan dengan mamalia
(Cuoghi & Mola 2007; Wager & Russell 2013) Persamaan ini meluas kepada fungsi
neurotransmiter primer sepem/gl/utamat, GABA, dan DA, yang secara umumnya adalah
selari dengan sistemi rnlanuéia/(Caramillo & Echevarria 2017; Stoyek et al. 2015;
Toledo-Ibarraetal. 2013). Oleh itu, persamaan struktur dan litar neuroanatomi tersebut,
yang bérsinergi dengan kecekapan kejuruteraan genetik, kos penyelenggaraan yang
rendah, serta ketelusan optik semasa embriogenesis (Flinn et al. 2013; Macrae &
“Peterson 2015; Matsui et al. 2013; Wittbrodt et al. 2002), mengukuhkan zebrafish
sebagai platform in vivo yang ideal bagi memodelkan mekanisme penyakit

neurodegeneratif seperti PD dan saringan agen farmakologi berskala besar.

24 RAWATAN PD

Terdapat pelbagai rawatan tersedia untuk menguruskan gejala PD yang mensasarkan
kedua-dua gejala pergerakan dan bukan pergerakan. Walaupun rawatan yang berkesan
untuk PD masih belum ditemui, beberapa rawatan telah dibangunkan dengan tumpuan
utama kepada penambahbaikan gejala pergerakan melalui peningkatan tahap dopamin
di striatum atau rangsangan reseptor dopamin. Gejala pergerakan berpunca daripada

kehilangan neuron DA di ganglia basal, menjadikan terapi penggantian dopamin
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sebagai rawatan utama. Namun begitu, ketiga-tiga kelas terapi DA, iaitu levodopa,
agonis dopamin dan perencat MAO-B (seperti rasagiline, selegiline, dan safinamide),
berpotensi menyebabkan kesan sampingan seperti sedasi, hipotensi, halusinasi,
diskinesia, dan gangguan kawalan impuls (Jadual 2.4) (Connolly & Lang 2014;
Delgado - Alvarado et al. 2020; Goldstein et al. 2016; Jankovic & Tan 2020; Poewe &
Antonini 2015; Schapira 2011). Walaupun rawatan farmakologi ini sangat berkesan
pada peringkat awal PD, jendela terapeutik (therapeutic window) semakin mengecil

seiring dengan perkembangan penyakit (Haworth & Henderson 2024).

Jadual 2.4 Kesan sampingan umum ubat PD

Kelas Contoh Kesan sampingan ,
Levodopa Madopar, = Hipotensi: Boleh-mencetuskan atau memburukkan hipotensi
Sinemet ortostatik.
* Mengantuk: Perhatian khusus perlu diberikan semasa
memandu.

= Keletihan dan loya: Lazim berlaku pada permulaan rawatan
tetapi biasanya berkurangan dalam tempoh 1-2 minggu
pertama. € d
= Halusinasi dan/atdu kekeliruan: Lebih cenderung berlaku
apabila penyakitsemakin berkembang atau pada dos yang
lebih tiriggi.
= Penghentian ubat: Penghentian levodopa secara tiba-tiba
p // b61§h menyebabkan kesan penarikan (withdrawal effects).
Duodopa + *Kesukaran pengurusan pam: Masalah seperti yang dihadapi
N | dengan pam apomorfin; sesaran (displacement) atau
penyumbatan tiub boleh mengganggu fungsi peranti.
= Prosedur invasif: Penempatan tiub gastrostomi diperlukan.

Agonis v Pramipexole, = Halusinasi: Boleh dicetuskan atau diperburuk.
“dopamin ropinirole, = Kemerosotan kognitif: Boleh menyebabkan penurunan fungsi
rotigotine kognitif.
= Gangguan kawalan impuls: Dos yang lebih tinggi boleh
mencetuskan atau memperburuk gangguan ini.
= Tidur secara tiba-tiba: Episod tidur secara tiba-tiba boleh
berlaku.
= Hipotensi: Boleh berkembang atau menjadi lebih teruk.

Apomorfin = Kesukaran pengurusan pam: Pengurusan pam boleh menjadi
sukar bagi individu yang mengalami gangguan kognitif.
= Kesan sampingan: Kesan sampingan yang serupa dengan
agonis dopamin lain mungkin berlaku.

Amantadine = Buku lali (ankle) bengkak: Penggunaan stoking mampatan
dapat membantu meredakan keadaan ini.
= Loya dan gangguan gastrousus: Gejala ini mungkin
berkurangan dari semasa ke semasa.
= Kekeliruan: Elakkan penggunaan ubat ini pada pesakit yang
sedia ada gangguan kognitif pada peringkat lanjut PD.

Perencat Rasagiline, = Sindrom serotonin: Risiko yang ketara pada individu yang
MAO-B selegiline, mengambil SSRIs atau ubat antidepresan lain.
safinamide = Kesan sampingan: Boleh meningkatkan intensiti kesan
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sampingan yang berkaitan dengan levodopa.
» Hipotensi: Masalah lazim yang perlu dipantau.

Perencat Entacapone, » Gangguan gastrousus: Masalah yang lazim tetapi boleh
COMT opicapone berkurangan dengan masa.
= Kesan entacapone: Boleh menyebabkan perubahan warna
kuning atau jingga pada cecair badan seperti air mata dan air
kencing.

Malangnya, tiada satu rawatan daripada ubat-ubatan tersebut yang mampu
memperlahan perkembangan PD secara berkesan dalam jangka panjang. Di samping itu,
kebanyakan rawatan PD dikaitkan dengan kesan sampingan yang ringan hingga teruk.
Sebagai contoh, penggunaan levodopa, iaitu ubat yang dianggap paling berkesan uﬁtuk
menguruskan PD dengan' meningkatkan kepekatan dopamin.dalam /gangliﬁ basal./‘Ubat
ini perlu diambil beberapa Kali sehari disebabkan separuh hayatiya yang agak pendek,
iaitu sekitar 90 minit (Haworth & Henderson 2024). Kpbiaéaannya, rawatan dimulakan
dengan dos tiga kali sehari, tetapi frekuensi sf,e»rtai' dos akan ditingkatkan berdasarkan
keparahan gejala seiring dengan pegkemg@gn PD. Namun begitu, penggunaan
levodopa dalam jangka masa panjeiﬁg sering membawa kepada kesan sampingan yang
ketara dan berpotensi melerh%gfka;fpesakit (Knez et al. 2024). Akibatnya, pesakit sering
mengalami turun naik meotor, di mana pesakit beralih antara keadaan ubat berkesan yang
dikenali sebagai keadaan ‘on’ dan keadaan ‘off’. Keadaan ‘off’ ini boleh disertai dengan
gej ala sepéfti tremor, ketidakupayaan bergerak, kesakitan, kesukaran bernafas, dan
fenomena freezing of gait, 1aitu keadaan di mana kaki seolah-olah melekat pada lantai

/(Stocchi & Olanow 2013). Sebaliknya, pergerakan menggeliat koreiform yang dikenali
sebagai ‘diskinesia’ lazimnya berlaku apabila kepekatan dopamin berada pada tahap
yang tinggi. Terdapat dua kelas ubat PD telah terbukti berkesan dalam pengurusan turun
naik motor. Perencat catechol-O-methyltransferase (COMT) termasuk entacapone dan
opicapone, menghalang pemecahan levodopa, seterusnya meningkatkan keberkesanan
levodopa sebanyak kira-kira 25 % dan memanjangkan tempoh tindakannya (Haworth
& Henderson 2024). Opicapone diberikan sekali sehari, manakala entacapone perlu
diambil bersama setiap dos ubat dengan formulasi gabungan yang sedia ada. Selain itu,
amantadin digunakan untuk pengurusan diskinesia tetapi harus diberikan dengan
berhati-hati, terutamanya kepada pesakit warga emas, kerana amantadin berpotensi

memperburuk kekeliruan dan menyebabkan sembelit (Connolly & Lang 2014).
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Di samping itu, perencat MAO-B sering digunakan untuk menguruskan gejala
pergerakan dan kognitif dalam PD serta telah memanifestasi tahap keselamatan dan
keberkesanan yang tinggi pada kedua-dua peringkat awal dan lanjut PD (Armstrong &
Okun 2020). Peranan utama perencat MAO-B adalah meningkatkan kawalan motor dan
juga berpotensi dalam menangani penurunan kognitif pada peringkat lanjut PD dan
mengurangkan diskinesia yang disebabkan oleh penggunaan levodopa. Pada peringkat
awal PD, perencat MAO-B biasanya digabungkan dengan levodopa untuk
memperlahankan metabolisme dopamin, sekali gus mengurangkan penggunaan
levodopa, meminimumkan turun naik motor, dan mengurangkan tekanan oksidatif yang
dikaitkan dengan PD tanpa meningkatkan kadar mortaliti (Ives et al. 2004). Perencat
MAO-B yang lazim digunakan dalam rawatan PD termasuk selegiline, /ra/sagl:line,
sembragiline, dan safinamide. Selegﬂine dan ra&agiline ialah perencat MAO-B selektif
yang tidak boleh diubah balik (irreversible), manakala saﬁnam’id/e dan” sembragiline
merupakan perencat yang boleh diubah balik (reve/rsibl/e) serta mempunyai kesan
sampingan yang kurang berbanding denganf/seleﬁgilihe dan rasagiline. Selain itu,
safinamide memiliki mekanisme tindakan ygr}/g lebih kompleks, melibatkan aktiviti DA
dan anti-glutamatergik (Dezsi & Vecsei 2017).

AR
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Walaupun PD selcara\tradisionalnya dianggap sebagai jenis penyakit gangguan
pergerakan yang mempengaruhi hampir setiap sistem organ dalam tubuh, penyelidikan
sepanjahg dekad yang lalu menunjukkan bahawa gejala bukan pergerakan dalam PD
Wujud sepanjang perkembangan PD dan menyebabkan kualiti hidup terjejas lebih serius

“berbanding gejala pergerakan (Martinez = Martin et al. 2011). Sebagai contoh, gejala
bukan pergerakan merangkumi gangguan neuropsikiatri, gangguan gastrousus,
kesakitan dan deria, serta gangguan tidur pergerakan mata cepat, dan anosmia secara
beransur-ansur muncul seiring dengan perkembangan PD (Jankovic & Tan 2020).
Keadaan ini biasanya menjadi lebih ketara pada peringkat lanjut (Menza et al. 2010).
Tambahan pula, gejala bukan pergerakan ini sering kurang responsif terhadap rawatan
DA, jarang dilaporkan dan kerap diabaikan oleh pengamal klinikal. Akibatnya, terdapat
kekurangan pilihan rawatan berasaskan bukti untuk menangani isu-isu ini (Haworth &

Henderson 2024).
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Di samping itu, terapi fizikal diakui sebagai bentuk penjagaan kesihatan
bersekutu yang paling banyak digunakan dalam pengurusan PD dan dianggap sebagai
komponen penting dalam rawatan PD (Keus et al. 2009). Bukti menunjukkan bahawa
terapi fizikal konvensional memberikan manfaat yang ketara kepada pesakit PD (Gobbi
et al. 2009), walaupun keberkesanannya dalam memperlahan perkembangan penyakit
masih terhad. Kajian yang lepas juga menunjukkan bahawa terapi fizikal terutamanya
memberi tumpuan kepada gangguan pergerakan yang biasa dialami oleh pesakit PD,
termasuk pergerakan badan, postur, fungsi anggota atas (mencapai dan menggenggam),
masalah keseimbangan (termasuk pencegahan jatuh), gaya berjalan, dan kapasiti fizikal
keseluruhan (Digiacomo et al. 2010; Tambosco et al. 2014; Tomlinson et al. 2014).
Walau bagaimanapun, kesan positif daripada senaman menjadi lebih ketara apébila
digabungkan dengan terapi minda—tﬁbuh sepefti Tai Chi, Qigong, Yoge{, dan Pilates
yang kini semakin popular sebagai pendekatan perubatan pelengkap /dan alternatif untuk
pengurusan PD (Jahnke et al. 2010; Lee et al. /2015) Senaman telah terbukti
memberikan manfaat kepada pesakit PD dengan imeningkatkan kualiti hidup mereka
dan mencegah daripada kehilangan upaya sé@r;;hnya. Pesakit PD sering dinasihatkan
untuk mengamalkan senaman sébggai rawatan pelengkap bersama pengurusan
perubatan dan pembedahan b%i /n:;emperlahankan perkembangan penyakit ini. Walau
bagaimanapun, kajian mpnuﬁjukkan bahawa pesakit PD cenderung untuk kurang aktif
secara fizikal berbanding dengan populasi umum, walaupun manfaat intervensi
senamah telah dibuktikan secara meluas. Ketidakaktifan fizikal dalam kalangan pesakit
PD ini dikaitkan dengan pelbagai faktor, termasuk keletihan, ketakutan untuk jatuh,

‘keadaan persekitaran seperti cuaca yang tidak mengizinkan, serta kekurangan

kemudahan pengangkutan (Vasanthi & Ying 2021).

Walaupun pendekatan rawatan farmakologi yang sedia ada hanya berkesan
dalam mengawal gejala PD untuk tempoh yang terhad, tetapi rawatan ini tidak dapat
mengubah balik proses neurodegeneratif yang progresif ini (Sequeira et al. 2024).
Tambahan pula, keberkesanan rawatan simptomatik ini semakin berkurangan dari
semasa ke semasa serta disertai dengan pelbagai kesan sampingan (Miiller 2025).
Sehubungan dengan itu, terdapat keperluan mendesak untuk meneroka strategi terapi
alternatif yang bukan sahaja memfokuskan kepada pengawalan gejala, tetapi juga

berupaya memberikan kesan perlindungan saraf dan mensasarkan mekanisme asas PD
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ini. Dalam konteks ini, perhatian telah diberikan kepada molekul endogen yang

mempunyai sifat antioksidatif dan anti-keradangan, seperti MT.

2.5 METALOTIONIN

Metalotionin (MT) pada asalnya dikenali sebagai protein utama dalam proses
detoksifikasi logam berat kerana afinitinya yang tinggi terhadap logam perlu. Namun
begitu, penyelidikan terkini menunjukkan bahawa MT juga memainkan peranan
penting dalam pelbagai proses sel, termasuk mekanisme antioksidasi, proliferasi sel,
migrasi, dan apoptosis (Hiibner & Haase 2021; Monteith & Skaar 2021). Oleh itu, MT
berfungsi sebagai agen anti-apoptosis, anti-keradangan, anti-piropoptosis, anti-nekrosis,
serta bertindak sebagai antagonis TNF-a. Kepelbagaian fungsi farrpakdlbgj ini
berperanan penting dalam memberikan perlindungan mitokondria yang dimediasi oleh
ubikuinon (CoQ), terutamanya dalam menangani penyakit degéneratif /neuron secara
progresif seperti PD, penyakit Alzheimer, ketagihan/‘dadah, dan proses penuaan
(Sharma 2024). Protein ini pertama kali dit }niul pada tahun 1950-an dan dinamakan
berdasarkan kandungan logamnya yang berubah (10 — 30 % w/w) dan tahap tiolnya
yang tinggi (Si & Lang 2O/L8X, Kandungan tiol yang tinggi dalam residu sistein
memberikan sifat ant10k51da91 kepada MT (Krezel & Maret 2021). MT juga
diekspresikan seE:ara meluas dalam pelbagai spesies organisma, manakala MT dalam
mamalia terciiri daripada empat protein dengan berat molekul rendah (~7 kDa). Setiap
protein ini inempunyai ciri pengikatan logam dan corak ekspresi tisu yang berbeza

(Jadual 2.5) (Parameswari et al. 2021).

Pada manusia, MT dikodkan oleh gen yang terletak pada kromosom 16q13
(Palmiter et al. 1992), dengan empat isoform utama, iaitu MT-1 hingga MT-4. Sebanyak
tujuh gen MT-1 yang berfungsi telah dikenal pasti, iaitu A, B, C, D, E, F, G, H dan X
yang menyumbang kepada mikrokeheterogenan (microheterogeneity) protein MT-1
(Judrez-Rebollar et al. 2017). Selain itu, terdapat juga isoform lain yang dikodkan oleh
gen tunggal seperti MT-2 (MT-I1A), MT-3 dan MT-4 (Judrez-Rebollar et al. 2017).
Isoform MT-1 dan MT-2 diekspresikan secara meluas dalam hampir semua tisu
manusia, termasuk otak (Chung et al. 2004; Coyle et al. 2002; Miyazaki et al. 2011;
Moffatt & Denizeau 1997; Pedersen et al. 2009). Walaupun MT-1 dan MT-2 biasanya

tidak diekspresikan dalam mikroglia, oligodendrosit, atau neuron, ekspresi protein ini
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meningkat sebagai tindak balas terhadap kecederaan otak (Shamsi & Fatima 2014;
Thirumoorthy et al. 2011). Pelbagai rangsangan seperti tekanan, sitokin, glukokortikoid,
ROS, zink, dan kuprum boleh merangsang sintesis MT-1 dan MT-2 dalam korteks
serebrum, batang otak, saraf tunjang, talamus, hipokampus, otak depan basal (basal
forebrain), neokorteks, nukleus saraf kranium, bebuli olfaktori, dan serebelum
(Penkowa et al. 2006; Santos et al. 2012). Sementara itu, MT-3 yang juga dikenali
sebagai faktor perencat pertumbuhan (growth inhibitory factor, GIF), ialah isoform
spesifik otak yang diekspresikan terutamanya dalam neuron, khususnya neuron yang
mengandungi zink di hipokampus, amigdala, dan korteks serebrum (Lee & Koh 2010;
Nordberg 1998). Oleh itu, isoform utama MT dalam otak ialah MT-1, MT-2, dan MT-
3, masing-masing mempunyai fungsi khusus yang menyumbang kepada ir}teg'riﬁ dan
fungsi sistem saraf pusat. Sebaliknyé, MT-4 pﬁla diekspresikan secara ferhad dalam
epitelium skuamus berlintap (stratified squamous epithelium) (Mi/yazak/i & Asanuma
2023). Terdapat dua isoform MT telah dikenal pasti dalam zebrafish, iaitu mt2 dan
similar to mtb (smtb). Kedua-dua gen ini dielg)sprésj dalam kawasan yang mengalami
proliferasi sel di otak zebrafish devyasa',/ Sr&amanya di lapisan ventrikel dalam
telensefalon, diensefalon, meseusefélon, dan rombensefalon. Ekspresi kedua-dua gen
ini menunjukkan bahawaMT/b’g,rﬁP:ranan dalam neurogenesis dan perlindungan neuron

(Teoh et al. 2015). <~ |

Kaj 1an terdahulu menunjukkan bahawa MT-1 dan MT-2 turut berperanan dalam
pengawalan aktiviti neuron. Lebih menarik, hubungan antara MT dan perlindungan
“saraf dalam otak telah dilaporkan baru-baru ini (Isooka et al. 2020; Miyazaki &
Asanuma 2023; Murakami et al. 2014; Navarro-Sempere et al. 2023). Berdasarkan
laporan Nakazato et al. (2014), kepekatan darah MT-1/2 dalam kalangan 200 individu
yang sihat adalah dalam julat 10 — 90 ng/mL, di mana julat normal yang dianggarkan
sekitar 27 — 48 ng/mL. Dalam dekad yang lalu, MT-2 telah dikenal pasti memainkan
peranan penting dalam penyakit keradangan yang melibatkan sistem pernafasan dan
saraf, serta beberapa jenis kanser (Kwak et al. 2021; Liu et al. 2022a; Sekovani¢ et al.
2020; Yin et al. 2018). Penemuan ini mencadangkan bahawa MT-2 berpotensi sebagai

sasaran terapeutik baharu dalam rawatan penyakit berkaitan.
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Jadual 2.5 Perbandingan isoform metalotionin manusia

Isoform Panjang Pengikatan Identiti Ekspresi tisu Rujukan
(asid logam kepada utama
amino) utama MT-2

MT-2 61 Zn 100 % Diekspresikan Koh and Lee (2020)
secara meluas

MT-1A 61 Cd 91 % Diekspresikan Krezel and Maret
secara meluas (2021)

MT-3 68 Cu 74 % Sistem saraf Koh and Lee (2020)

MT-4 62 Cu 62 % Sel epitelium Koh and Lee (2020)

skuamosa

MT-2 memainkan peranan penting dalam mencegah pembentukan agregat
protein patologi dalam penyakit neurodegeneratif dengan bersaing untuk pengikatan
logam ion logam seperti Cu*" daripada protein patologi. Kajian menunjukkan bahawa
rawatan menggunakan Cu*" pada képekatan 100 uM selama 6 jam méngaki‘bfétkan
penurunan tahap MT-2 dalam sel neuroblastoma manusia SHSY-éY, disertai dengan
peningkatan tahap o-sinuklein, iaitu protein patologi yang terlibat dalam PD (Mcleary
et al. 2018). Namun begitu, transfeksi plasm{id MT-2" didapati mampu menurunkan
tahap a-sinuklein sehingga ~4 kali ggnda,/ge;cadangkan bahawa MT-2 berpotensi
menghalang perkembangan PD. separa langsung (Mcleary et al. 2018). Selain
peranannya dalam PD, eks{(/esf ) MT-2 yang tinggi juga dikaitkan dengan kesan
terapeutik dalam . méngurar;gkan kesakitan neuropatik melalui perencatan laluan
keradangan<dan_faktor keradangan. Dalam model tikus neuropati periferi yang
disebabkaﬁ “0leh pemberian oksaliplatin, tahap ekspresi MT-2 dalam neuron saraf
iunj ang menurun sebanyak ~2.5 kali ganda, yang seterusnya mengaktifkan laluan NF-
kB. Walau bagaimanapun, pemberian MT-2 rekombinan secara intraspinal melalui
suntikan virus terkait adeno (adeno-associated virus) 21 hari sebelum rawatan
oksaliplatin didapati mampu menghalang kesakitan neuropatik dengan meningkatkan
ekspresi IkB-a sebanyak ~2 kali ganda serta merencat laluan NF-xB (Huang et al.
2021). Tambahan pula, pemberian MT-2 juga menunjukkan keberkesanan dalam
menurunkan tahap IL-1B dan TNF-o aruhan oksaliplatin sebanyak ~2 kali ganda
(Huang et al. 2021). Penemuan ini mencadangkan bahawa MT-2 berpotensi untuk
mencegah perkembangan penyakit sistem saraf melalui mekanisme pengikatan ion

logam dan pengawalan tindak balas keradangan (Huang et al. 2021).
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2.5.1 Fungsi MT dalam Otak

MT merupakan sekumpulan protein berat molekul rendah yang kaya dengan residu
sistein, membolehkannya mempunyai keupayaan tinggi untuk mengikat ion logam
melalui ikatan tiolat (¢hiolate), iaitu domain a dan B (Rajah 2.12) (Koh & Lee 2020;
Nielsen et al. 2006). Kedua-dua domain pengikatan logam ini dipisahkan oleh jujukan
tanpa sistein yang dikenali sebagai jujukan 'linker' atau penghubung (Babula et al. 2012;
Zangger et al. 2001). Domain o merangkumi 31-68 asid amino pada terminal-C,
manakala domain B pada terminal-N terdiri daripada 1-30 asid amino (Dziegiel 2004;
Zangger et al. 2001). Keupayaan stoikiometri domain ini telah dibuktikan di mana
domain o mampu mengikat sehingga empat ion logam bivalen, manakala domain'B
mengikat sehingga tiga ion logam-seperti zink, kadmium, merkuri, atau piumbum

(Duncan & Stillman 2006).

f y uoo (T-QP\(Q
ss s
" = }QL'N»@ { = ®
/s s P / - > Zv i f_] —©
@ 1= | ’

~c
ket " (*)
\d A" ““b“ : {‘ = s S

B - "domaln « - domain

Rajah 2.12 Tapak pengikatan ion logam dalam molekul metalotionin
(Nielsen et al. 2006)
- Oleh itu, MT berperanan penting dalam mengekalkan homeostasis logam dalam
sel dengan mengawal tahap logam perlu ini yang penting dalam pelbagai proses
biokimia (Butnaru et al. 2008). MT bertindak sebagai sistem penimbal logam yang
berkesan membolehkannya mengikat logam berlebihan bagi mengekalkan kestabilan
sel serta melepaskan logam ini apabila diperlukan dalam proses biologi tertentu.
Sebagai contoh, zink berfungsi sebagai kofaktor dalam pelbagai tindak balas enzim,
replikasi DNA, pembaikan sel, serta pertumbuhan sel (Costa et al. 2023). Sementara itu,
kuprum adalah elemen penting dalam enzim redoks seperti sitokrom c oksidase
(cytochrome c oxidase) dan dismutase superoksida yang membantu dalam penghasilan
tenaga sel dan pengawalan tekanan oksidatif (Satish 2017). Tambahan pula, MT juga

terlibat dalam pelbagai proses neurofisiologi, termasuk perlindungan daripada tekanan
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oksidatif, serta pengawalaturan pertumbuhan dan kelangsungan hidup neuron (Koh &

Lee 2020; Si & Lang 2018; Xu et al. 2022).

Salah satu fungsi utama MT ialah keupayaannya dalam mendetoksikan logam
berat yang toksik seperti kadmium, merkuri, dan plumbum yang berpotensi
mengganggu fungsi biologi dan menyebabkan kerosakan sel sekiranya tidak dikawal
dengan baik (Jomova et al. 2024). Sebagai contoh, kadmium ialah logam berat yang
sangat toksik dan sering dijumpai dalam asap rokok dan pencemaran industri (Khan et
al. 2022; Kim et al. 2010). Aktiviti antropogenik menyumbang kepada pelepasan sekitar
4,000 hingga 13,000 tan kadmium ke dalam persekitaran setiap tahun, di mana
penyebarannya ke atmosfera melalui proses semula jadi dan aktiviti perindustrian
seperti pembakaran bijih-yang mengandungi kadmium serta letusan gtinimg berapi
(Jomova et al. 2024). Dengan-ini; pendedahan secara kronik kepada kadmium dikaitkan
dengan peningkatan risiko penyakit buah pinggang d/an/kénser (Amadou et al. 2021;
Chen et al. 2016a; Tsai et al. 2021). Strulftur' tiol*dalam MT membolehkannya
berinteraksi dengan ion logam toksik untuk'n méﬁbehtuk kompleks logam-protein yang
stabil, ~seterusnya mengurangkai \ keborehterimaan logam dalam sel dan
meminimumkan ketoksilganﬁ?a/(lsrabolié et al. 2010). Sebagai tindak balas terhadap
pendedahan kadmium, 1\(IT cial;at menyerap ion kadmium bagi menghalang gangguan
terhadap aktiviti jenzim sel serta mengurangkan pembentukan ROS yang boleh
me;nyeb’abkan kerosakan sel (Nordberg & Nordberg 2022). Selain itu, MT juga
membantu dalam pengangkutan logam toksik ke lisosom untuk proses penguraian atau
“menyingkirkannya melalui sistem perkumuhan tubuh, seperti urin (Nordberg &

Nordberg 2022).

Selain fungsi detoksifikasi logam berat, MT juga merupakan protein utama
dalam sistem pertahanan antioksidan sel. Peranannya dalam melindungi sistem biologi
daripada kerosakan akibat tekanan oksidatif telah banyak dilaporkan. Penjanaan radikal
bebas yang berlebihan boleh mencetuskan tekanan oksidatif, yang seterusnya
menyebabkan pengoksidaan serta kerosakan makromolekul penting dalam sel,
seterusnya mengganggu laluan transduksi isyarat dan keseimbangan sistem antioksidan
(Sadiq 2023). Kajian menunjukkan bahawa ligan tiolat pada residu sistein memainkan

peranan penting dalam aktiviti redoks MT, di mana residu ini boleh dioksidakan oleh
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agen pengoksida dalam sel, mengakibatkan pembebasan ion zink. Mekanisme ini dapat
mengurangkan tahap pemperoksidaan lipid dan seterusnya mengurangkan kerosakan
akibat tekanan oksidatif (Kang 2006). Oleh itu, MT berfungsi sebagai agen pelindung
yang berkesan terhadap tekanan oksidatif yang berpunca daripada pengumpulan ROS
(Mcleary et al. 2019). MT juga berupaya meneutralkan pelbagai jenis ROS, termasuk
radikal hidroksil, anion superoksida, hidrogen peroksida, radikal RNS, serta radikal
nitrik oksida melalui kumpulan tiolnya. Mekanisme ini menjadi semakin penting
apabila tahap tekanan oksidatif meningkat, dalam usaha mengurangkan kerosakan sel
(Juarez-Rebollar et al. 2017; Kumari et al. 1998; Pedersen et al. 2009; Thirumoorthy et
al. 2011; Yang et al. 2024b). Keupayaan antioksidan MT amat penting dalam sistem
saraf pusat memandangkan neuron sangat terdedah kepada tekanan oksidatif yang Boleh

mengakibatkan kematian‘sel serta gangguan fungsi neurologi.

Selain itu, MT juga berperanan dalam pengayvalafuran laluan apoptosis, iaitu
mekanisme kematian sel terprogram (Dai et al. 2021). Apoptosis berfungsi sebagai
mekanisme pengawalan dalam pertumbuhfn/fsa nbrmal, perkembangan serta fungsi
sistem imun, dan kematian sel ak/ibafr/a;lgsangdan kimia (Elmore 2007). Proses apoptosis
boleh dicetuskan oleh keqedéﬁapjs:el atau pengikatan ligan ekstrasel melalui dua laluan
utama, iaitu laluan” intirinsik /(berperantaraan mitokondria) dan laluan ekstrinsik
(berperantaraan reseptor kematian). Laluan intrinsik dikawal oleh protein keluarga B-
sel limfoma 2 (Bcl-2), seperti Bcl-2, Bax, dan Bad. Dalam keadaan normal, pelepasan
sitokrom ¢ dari mitokondria ke dalam sitoplasma mengaktifkan lata kaspase, satu
‘mekanisme yang melibatkan sekumpulan protein pengisyaratan yang mempunyai
fungsi proteolisis untuk mencetuskan apoptosis melalui rantaian peristiwa sigaran
(cleavage event). Oleh itu, protein Bcl-2 sebagai pengawal selia negatif apoptosis dapat
menghalang pelepasan sitokrom ¢ ini dan merencat pengaktifan kaspase (Kuwana &
Newmeyer 2003). Selain itu, second mitochondria-derived activator of caspase (Smac)
dalam sitosol berperanan dalam mempromosikan apoptosis dengan mengaktifkan
kaspase melalui pengikatan dan penyingkiran dengan X-linked inhibitor of apoptosis
(XIAP) daripada kompleks apoptosom, yang membolehkan pengaktifan kaspase
berlaku secara optimum (Du et al. 2000; Wahyudi et al. 2022). Sebaliknya, laluan
ekstrinsik melibatkan interaksi berperantaraan-reseptor transmembran yang dimulakan

apabila ligan sitokin seperti Fas ligand (FasL) dan TNF berikatan dengan reseptor
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masing-masing (Elmore 2007; Wahyudi et al. 2022). Proses ini menyebabkan
pengaktifan kaspase-8 yang kemudiannya mengaktifkan kaspase-3 secara langsung
atau berinteraksi dengan laluan intrinsik (Elmore 2007; Wahyudi et al. 2022). Kedua-
dua laluan apoptosis ini akhirnya bertumpu kepada pengaktifan kaspase-3, yang diikuti
oleh pembahagian poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1), seterusnya membawa
kepada kematian sel terprogram (Fulda et al. 2001; Wahyudi et al. 2022). Hasil kajian
Wahyudi et al. (2022) menunjukkan bahawa MT berupaya mengurangkan apoptosis
yang berpunca daripada pendedahan berlebihan kepada logam berat. Keupayaan MT
untuk mengikat ion logam melalui kumpulan sulfihidril (-SH) dipercayai menyumbang
kepada kesan perlindungan ini dengan mengurangkan ketoksikan logam serta
mengekalkan homeostasis sel. Dalam keadaan tekanan oksidatif yang tinggi, MT j juga
dapat berinteraksi dengan protein supresor tumor p53 dan protein ant1 apopt051s Bcl-2
untuk memodulasi tindak balas apoptosis. Mekanisme ini seterusnya berupaya
mengurangkan kematian neuron dan mengekalkan /kei‘aflgsungan hidup sel dalam
persekitaran tekanan oksidatif (Luo et al. 2022‘;/M’aysha1l etal. 1997).

N,
2.5.2 Kesan Neuroprotektif MT dalam PD -

e
PD merupakan salah/satu’j e/m's/ p’en;lakit degeneratif neuron secara beransur-ansur yang
dicirikan oleh lfehilanghn neuron DA dalam substantia nigra serta pengumpulan
agregat . af,si,riuklein yang membentuk jasad Lewy. Tekanan oksidatif, keradangan
neuron, dan gangguan homeostasis logam adalah faktor utama yang menyumbang
_kepada patogenesis PD (Al-Abdulrasul et al. 2025; Won et al. 2022; Zhang et al. 2023).
MT, terutamanya MT-1, MT-2 dan MT-3 telah dikenal pasti sebagai agen perlindungan
neuron penting dalam mengurangkan mekanisme patologi ini, sekali gus menawarkan

potensi manfaat terapeutik dalam PD (Koh & Lee 2020; Liu et al. 2020a; Navarro-
Sempere et al. 2023; Stankovic et al. 2007).

a. Pengurangan Tekanan Oksidatif dalam PD

Tekanan oksidatif ialah fenomena biologi yang kompleks yang berpunca daripada
ketidakseimbangan antara penghasilan dan peneutralan ROS dalam sel dan tisu. ROS
dihasilkan secara semula jadi sebagai hasil sampingan proses metabolisme normal dan

memainkan peranan penting dalam pengisyaratan sel serta homeostasis pada tahap
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fisiologi (Hajam et al. 2022; Pizzino et al. 2017). Oleh itu, keseimbangan antara tahap
pengoksida dan bahan antioksida dikekalkan bagi memastikan kelangsungan fungsi sel
(Jung & Kim 2018; Luk 2019). Namun begitu, penghasilan ROS yang berlebihan atau
kekurangan bahan antioksida boleh mencetuskan tekanan oksidatif yang seterusnya
mengakibatkan kerosakan biomolekul penting seperti DNA, protein, dan lipid (Mccord
2000; Paithankar et al. 2021). Ketidaknormalan ini telah dikaitkan dengan
perkembangan penyakit degeneratif neuron, termasuk PD (Sies & Jones 2020). Dalam
konteks PD, tekanan oksidatif memainkan peranan utama dalam disfungsi dan
degenerasi neuron DA di substansia nigra (Chakrabarti & Bisaglia 2023; Jenner 2003;
Puspita et al. 2017).

MT merupakan salah-satu sumber utama tiol-dalam sel yang r’héngandungi
residu sistein dan berperanan—dalam—mengurangkan tekanan'_oksidatif dengan
menghalang pembentukan dan meneutralkan ROS s/ecaré in vivo (Eibl et al. 2010;
Patankar et al. 2019). Selain itu, MT juga berfungsi sebagai pembekal kofaktor logam
kepada enzim antioksidan tertentu ba/ L~ meningkatkan keberkesanan aktiviti
antioksidan dalam sel (Lazo & Pitt 1995) Keupayaan antioksidan MT yang tinggi
membolehkannya bertm/dak /Sf:bagal penyingkir radikal bebas yang berkesan,
khususnya terhadap”raqikal\ hi/droksil dan superoksida. Tindak balas MT terhadap
radikal hidreksildidapati kira-kira 300 kali ganda lebih tinggi berbanding glutation
(Miyazaki ‘& Asanuma 2023). Tambahan pula, MT menunjukkan aktiviti antioksidan
kira-kira 50 kali ganda lebih tinggi dalam melindungi DNA daripada kerosakan
“oksidatif serta 10 kali ganda lebih berkesan dalam menghalang pemperoksidaan lipid
berbanding glutation (Bensellam et al. 2021). Tanaka et al. (2022) mendapati bahawa
kecederaan paru-paru yang disebabkan oleh porcine pancreatic elastase (PPE)
menunjukkan keterukan yang lebih tinggi dalam mencit tanpa gen MT (MT-KO)
berbanding mencit jenis liar (wild type, WT). Selain itu, peningkatan jumlah sel
keradangan, sitokin pro-keradangan, dan kadar kematian sel dalam tisu paru-paru akibat
pemberian PPE didapati lebih ketara dalam kumpulan MT-KO berbanding WT. Hasil
sistem pengimejan secara in vivo kajian tersebut juga menunjukkan bahawa penghasilan
ROS dalam paru-paru akibat PPE meningkat dengan signifikan dalam kumpulan MT-
KO berbanding WT. Penemuan ini mencadangkan bahawa MT berpotensi bertindak

untuk mengurangkan penghasilan ROS terhadap kecederaan paru-paru yang
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disebabkan oleh elastase. Tambahan pula, peranan MT-3 dalam pengawalan
penghasilan ROS telah dikaji semasa proses pembezaan osteoblas dalam sel C2C12 (Li
et al. 2021a). Hasil kajian tersebut menunjukkan bahawa ekspresi berlebihan MT-3
berupaya mengurangkan penghasilan ROS, manakala penindasan ekspresi MT-3
menyebabkan peningkatan yang signifikan dalam penghasilan ROS. Penemuan ini
mengukuhkan lagi peranan MT sebagai komponen penting dalam mekanisme

perlindungan sel terhadap tekanan oksidatif.

b. Pengawalaturan Homeostasis Logam

Ion logam wujud secara meluas dalam otak dan memainkan peranan penting dalam
pelbagai proses fisiologi dalam CNS, termasuk metabolisme tenaga, sintesis perein,
replikasi DNA, pembentukan protein membran, serta sintesis mielin dan
neurotransmiter (Devos et al. 2022; Diaz et al. 2022; Grorr}adzké et al. é020; Jia et al.
2023). Namun begitu, ketoksikan logam boleh berlaktr al;ibat pengumpulan berlebihan
sama ada daripada logam perlu (essential yefa/ls) sepertl ferum, kuprum, dan zink,

mahupun logam tidak perlu (non- essentzal metals), seperti kadmium, plumbum, dan
merkuri. Walaupun logam tlclal(perh’l ini tidak terlibat dalam proses biologi manusia,

tetapi kehadiran berleblhan /elalam tubuh boleh mencetuskan neurotoksisiti dan
menjejaskan fungsi neurblogl (Crichton 2016). Ketidakseimbangan homeostasis logam
turut dika_itl;an dengan gangguan terhadap rintangan darah-bendalir serebrospina
(blood—cerel;rospinal fluid  barrier, BCB) yang seterusnya menyebabkan
ketidakseimbangan logam dalam bendalir serebrospina (cerebrospinal fluid, CSF) yang
berpotensi mencetuskan keradangan neuron berperantaraan-mikroglia di kawasan otak
berhampiran ventrikel serebrum (Nakagawa & Chiba 2016). Oleh itu, pendedahan
kepada logam berat secara kronik dikaitkan dengan pengaktifan sitokin pro-keradangan,
yang menyumbang kepada degeneratif neuron akibat proses keradangan neuron. Logam
berat juga mengganggu homeostasis redoks dengan merangsang penghasilan radikal
bebas dan menurunkan tahap antioksidan dalam sel (Jomova et al. 2010). Peningkatan
tekanan oksidatif secara mendadak boleh menyebabkan pengumpulan protein akibat
perubahan dalam fungsi sistem ubiquitin-proteasome (UPS). Kegagalan fungsi UPS
menyebabkan pengumpulan agregat protein yang mengganggu proses sel dan akhirnya

mengakibatkan kematian sel (Dias et al. 2013). Selain itu, logam berat turut merencat



71

sintesis ATP dalam mitokondria, yang seterusnya menyebabkan gangguan metabolisme

dan kematian neuron DA (Raj et al. 2021).

Homeostasis ferum dalam otak memainkan peranan penting dalam
perkembangan otak serta pengawalan fungsi neuron dalam keadaan fisiologi normal.
Kepekatan ferum lebih tinggi di substantia nigra (SN) dan ganglia basal yang sihat
berbanding kawasan otak lain kerana ferum berfungsi sebagai kofaktor kepada tirosina
hidroksilase (TH), iaitu kadar pengehad enzim dalam sintesis dopamin (Garza-Lombo
et al. 2018; Ghassaban et al. 2019; Gotz et al. 2004). Sebaliknya, pengumpulan ferum
dalam SN pesakit PD meningkat secara tidak normal dan didapati berkorelasi dengan
tahap keterukan penyakit (Genoud et al. 2017; Wise et al. 2022). Ferum berlebihan
boleh mencetuskan tekananoksidatif~dan kematian sel melalui’ r/nekari‘isme
pemangkinan penghasilan-radikal-hidroksil-yang-sangat-toksik menerusi tindak balas
Fenton serta pengoksidaan tanpa enzim dopamin d/alarrf sitosol untuk membentuk
sebatian kuinon dopamin (Stokes et al. 1999). Selain“itu, pengumpulan ferum turut
mencetuskan feroptosis, iaitu laluan kematﬁnfsa uﬁik yang bergantung kepada ferum
melalui mekanisme pemperoksidaar fo/sfolip;i (Stockwell et al. 2020). Tambahan pula,
kehadiran ferum bebas daﬁat/ /r;leningkatkan pengagregatan a-sinuklein dengan
memangkinkan pembeniiukah (:ligomer (Jansen Van Rensburg et al. 2021). Oleh itu,
neuron DA .mudah terdedah kepada kerosakan akibat kandungan ferum yang tinggi

dalam SN.

Memandangkan pelbagai kajian telah menunjukkan bahawa ketidakseimbangan
homeostasis ferum dalam otak mempunyai hubungan rapat dengan patogenesis
penyakit degeneratif neuron seperti penyakit Alzheimer dan PD (Li et al. 2024b; Peng
et al. 2021; Wise et al. 2022). Oleh yang demikian, peningkatan tahap ferum dan
kuprum, telah dikenal pasti sebagai faktor utama yang mendorong pengagregatan o-
sinuklein, iaitu ciri utama PD. Strategi pengkelatan logam berpotensi menjadi
pendekatan terapeutik yang berkesan dalam mengurangkan kesan degeneratif neuron
ini (Gonzalez-Alcocer et al. 2023). Kajian yang menggunakan model PD menunjukkan
bahawa pengkelatan ferum dapat mengurangkan pengagregatan patologi a-sinuklein
serta tekanan oksidatif (Dexter et al. 2011; Febbraro et al. 2013; Kaur et al. 2003).

Dalam konteks ini, MT dikenal pasti sebagai protein yang mampu berinteraksi dengan
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Fe**, meskipun dengan afiniti yang lebih rendah berbanding zink dan kuprum. Oleh itu,
mekanisme perlindungan yang melibatkan keupayaan MT untuk menghalang feroptosis
dan mengurangkan pengagregatan a-sinuklein melalui sifat pengikatan ferum serta
aktiviti anti-pengoksidaannya (Mcleary et al. 2019; Zhang et al. 2022b). Orihuela et al.
(2011) melaporkan bahawa kompleks Zn-MT boleh berfungsi sebagai penderma
elektron bagi boleh menurunkan Fe** dalam ferritin kepada Fe**, kemudiannya
membebaskan Fe?* dari ferritin. Dalam proses ini, tiolat dalam MT mengalami
pengoksidaan sepenuhnya kepada disulfida, yang seterusnya menyebabkan
pembebasan Zn**. Penemuan ini mencadangkan bahawa pembebasan Fe** dari ferritin
yang dimediasi oleh kompleks Zn-MT boleh berlaku dalam keadaan tekanan oksidatif.
Namun begitu, sehingga kini, peranan pelepasan Fe* dan Zn** dalam keadaqn/ﬁsiélogi
masih belum dapat dipastikan seéara mukfamad, sama ada bertindak seBagai
mekanisme perlindungan atau sebaliknya mencetuskan ketoksikan s;al. Hal ini demikian
kerana Fe?* bebas yang berlebihan bersifat sangat reaktif ‘dan berupaya mencetuskan
tekanan oksidatif melalui tindak balas Fenton{ _serfa.méndorong feroptosis (Han et al.
2022). Sebaliknya, Fe** pada kepekgtan'/sgd;hana berpotensi memberikan kesan
perlindungan dengan menyokong akiLviti enzim antioksidan utama, seperti katalase dan
peroksidase, yang dapat. mé/rri/@c/a%kan H>0, (Ren et al. 2026). Begitu juga, Zn**
berperanan sebagai ahtio'ksid\an dan menyokong pertahanan sel melalui induksi MT dan
enzim antioksidan (Krezel & Maret 2007; Yang et al. 2024c). Namun Zn*' yang
be/rlebih’anx dalam sitoplasma boleh mengaktifkan laluan kematian sel, termasuk

époptosis dan autofagi (Schoofs et al. 2024).

c. Peranan Anti-Keradangan MT

Sebarang tindak balas fisiologi yang menyebabkan kerosakan kepada tubuh akan
mencetuskan proses keradangan. Walaupun keradangan akut secara semula jadi bersifat
autopengawalan, tetapi intervensi tetap diperlukan bagi mengawal tindak balas ini serta
mengembalikan sistem imun kepada keadaan homeostasis normal (Yang et al. 2021).
Keradangan neuron kronik secara konsisten dikaitkan dengan patofisiologi PD. Sel glia
yang diaktifkan, terutamanya mikroglia, memainkan peranan utama dalam mekanisme
keradangan neuron. Sebagai tindak balas terhadap rangsangan, mikroglia merembeskan
sitokin pro-keradangan seperti IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, TNF-0, IFN-y dan

prostaglandin, yang kemudiannya memperkukuh pengaktifan mikroglia melalui
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pengisyaratan autokrin (autocrine signalling) (Collins et al. 2012). Kajian terdahulu
melaporkan bahawa pengaktifan mikroglia dan peningkatan tahap sitokin IL-18, IL-2,
IL-6, dan TNF-a dikesan dalam substansia nigra pesakit PD (Collins et al. 2012; Mcgeer
et al. 1988). Selain itu, tahap IL-1p dalam plasma menunjukkan korelasi positif dengan
skala pementasan Hoehn dan Yahr serta skor Bahagian 11 Unified Parkinson's Disease
Rating Scale (UPDRS), yang mencerminkan tahap keterukan PD (Fan et al. 2020).
Mikroglia juga diaktifkan sebagai tindak balas terhadap kerosakan neuron, dan
pengaktifan ini dipercepatkan oleh suap balik positif daripada degenerasi neuron. Oleh
itu, perencatan kitar berulang pengaktifan mikroglia akibat neurotoksik adalah penting
bagi melindungi sistem saraf, khususnya dalam PD, kerana neuron DA dalam SNpc
sangat rentan terhadap ketoksikan akibat kepadatan mikroglia yang tinggi délam
kawasan ini (Kim et al. 2000). : 7 {

MT memainkan peranan penting dalam mek/anisrhe anti-keradangan dengan
mengurangkan tahap IL-1, IL-6, IL-12 and TNF-g melalui keupayaannya menyingkir
ROS, yang kemudiannya mengurangkan. tek/aa;éi oksidatif dalam sel (Penkowa 2006;
Penkowa et al. 2005). Penkowa (2/0/06) m?:laporkan bahawa ekspresi MT-1 yang
berlebihan dapat mengur/ang@n/ /faihap IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a, serta enzim matrix
metalloproteinasesK(Ml\/fP-B\, l\leP-9), di samping meningkatkan tahap sitokin anti-
keradangan AL-10;dalam hipokampus mencit transgenik berbanding mencit jenis liar.
Te/rdapeit beberapa kajian telah menunjukkan bahawa IL-1, IL-6, dan TNF-a boleh
mencetuskan ekspresi MT melalui laluan pengisyaratan STAT (Kitamura et al. 2017;

“Lee et al. 1999; Mori et al. 2011). Oleh itu, peningkatan ekspresi MT yang disebabkan
oleh sitokin ini dipercayai memiliki mekanisme perlindungan terhadap keradangan. MT
menunjukkan sifat anti-keradangan dengan menghalang laluan pengisyaratan PI3K/
AKT, seterusnya menekan pengaktifan faktor transkripsi NF-xB, yang terlibat dalam
penghasilan mediator pro-keradangan seperti TNF-a dan IL-1f (Guan et al. 2025; Kim
et al. 2009). Kajian menunjukkan bahawa peningkatan ekspresi MT-1 dan MT-2 dalam
astrosit serta mikroglia yang diaktifkan dapat mengurangkan tindak balas keradangan,
sekali gus melindungi neuron DA daripada degenerasi lanjut (Dai et al. 2021; Inoue et
al. 2009). Pengurangan sitokin pro-keradangan oleh MT berkemungkinan berlaku
melalui penindasan pengaktifan mikroglia serta mekanisme yang dimediasi oleh zink.

Kajian Gu et al. (2021) mendapati bahawa pengaktifan MT-1 dapat menghalang
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pengaktifan mikroglia yang disebabkan oleh lipopolisakarida melalui pengawalaturan
pemprograman semula metabolisme mikroglia. Kajian Giralt et al. (2002) pula
menunjukkan bahawa mencit transgenik dengan ekspresi berlebihan MT-1 mengalami
pengaktifan mikroglia yang lebih rendah serta penurunan sitokin pro-keradangan IL-1f,
IL-6, dan TNF-a selepas kecederaan otak trauma. Sebaliknya, mencit dengan
penyingkiran gen MT (MT-KO) menunjukkan peningkatan pengaktifan mikroglia
selepas kecederaan otak (Giralt et al. 2002). Penemuan ini mencadangkan bahawa MT
mampu merencat pengaktifan mikroglia, yang seterusnya mengurangkan kesan
keradangan neuron. Selain itu, MT berfungsi sebagai pengiring zink (zinc chaperone)
yang berperanan dalam pengaktifan enzim matrix metalloproteinases (MMP) bagi
memperbaiki dan menjana semula tisu dalam keadaan keradangan (Jose et al/ 2021).
Dengan ini, zink diketahui penting délarn modﬁlasi tindak balas keradangan J arosz et
al. 2017). Kajian Hongxia et al. (2019) melaporkan bahawa zink délpat mengurangkan
tindak balas keradangan yang terlibat mikroglia melalui /pengawalaturan protein Zn
finger protein A20 (TNF-a induced protein-SKVTNEAIP?v), yang merupakan perencat
keradangan bergantung kepada transkripsi ﬁE—K:é yang dicetuskan oleh TNF-a. Walau
bagaimanapun, tahap zink yang bérlebihan boleh membawa kesan neurotoksik jika
tidak dikawal dengan baik.///Q/iéh itu, MT memainkan peranan penting dalam
mengekalkan homeoétasﬁs Zi}lk, memastikan keseimbangan antara kesan perlindungan

dan ketoksikan zink, serta menyokong perlindungan saraf daripada keradangan.

Kajian terhadap sel sinovial yang dipencilkan daripada pesakit osteoartritis
“mendapati bahawa ekspresi MT-1 dapat mengurangkan tahap sitokin pro-keradangan
TNF-a dan IL-6P secara signifikan, sekali gus menunjukkan keupayaan MT dalam
perencatan keradangan (Wang et al. 2019). Selain itu, ekspresi berlebihan MT-1 dalam
hati model mencit CDAHFD menyebabkan penurunan ekspresi gen berkaitan
keradangan dan fibrosis, termasuk timp-1, colll, ten-a, dan mcp-1. Penemuan ini
menunjukkan bahawa MT-1 berpotensi dalam mengurangkan fibrosis hati dan
meningkatkan pemulihan penyakit non-alcoholic steatohepatitis (NASH) (Li et al.
2022b). Tambahan pula, naringenin didapati dapat menurunkan ekspresi sitokin pro-
keradangan dengan menggalakkan ekspresi MT-1G serta menghalang pengaktifan NF-
kB. Sebaliknya, penyahfungsian (knockdown) gen MT-1G meningkatkan tahap sitokin
pro-keradangan secara signifikan (Yang et al. 2021). Peningkatan ekspresi MT-1 dan
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MT-2 dalam model mencit hepatitis alkoholik telah terbukti berkesan dalam
mengurangkan tahap peroksida lipid, seperti 4-hidroksinonenal dan malondialdehid,
serta menghalang pengaktifan tekanan kinase (Ma et al. 2020). Selain itu, MT-1 dan
MT-2 juga mampu menghalang pembentukan osteoklas untuk mencegah osteoporosis
serta kerosakan akibat artritis reumatoid (Royzman et al. 2022). MT-1 turut bertindak
sebagai agen imunomodulator dengan mengawal proliferasi dan pembezaan sel imun,
bertindak sebagai pengkemotarik (chemoattractant) untuk mengawal penyusupan sel,
dan berkesan dalam mengurangkan tindak balas keradangan (Subramanian Vignesh &

Deepe Jr 2017; Yin et al. 2005).

d. Perlindungan Terhadap Disfungsi Mitokondria

Disfungsi mitokondria~'mempunyai perkaitan rapat dengan patogenesis PD, yang
merupakan ciri umum bagi PD sporadik dan kekeluargaan. Neﬁron DA dalam SNpc
memerlukan jumlah ATP yang lebih tinggi berband’ing’se/lxlain kerana setiap neuron DA
mempunyai sejumlah besar unjuran ke dal@/éﬁrjiétum /(Ni & Ernst 2022). Neuron DA
di nigra juga didapati mempunyai kepadatan mitokondria yang lebih tinggi dalam akson
serta peningkatan tahap peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator la
(PGC-1a), iaitu pengawél /uta/HTa Bagi biogenesis mitokondria dan kadar penggunaan
oksigen basal (Ni & Erhst 2022; Pacelli et al. 2015; Piccinin et al. 2021). Oleh itu,
disfungsi r_}ni,tfokondria merupakan faktor utama yang menyumbang kepada kerentanan
netron DA. Mitofagi, iaitu degradasi selektif terhadap mitokondria yang rosak,
~merupakan mekanisme penting dalam mengekalkan kesihatan mitokondria. Terdapat
banyak bukti menunjukkan bahawa degenerasi neuron dikaitkan dengan gangguan
mitofagi. Mutasi gen Parkin dan PINK1 yang dikaitkan dengan PD autosomal resesif
awal, berfungsi secara sinergistik untuk menyingkirkan mitokondria yang rosak melalui
mekanisme mitofagi (Lazarou et al. 2015; Shiba-Fukushima et al. 2014; Springer &
Kahle 2011).

Kehadiran MT dalam sel bergantung pada jenis sel tertentu, di mana MT
biasanya ditemui dalam sitosol, nukleus, dan mitokondria (Ye et al. 2001). Namun
begitu, kehadiran MT dalam lisosom juga telah dilaporkan (Hahn et al. 2001). MT
bersaiz molekul yang kecil, iaitu kurang daripada 10 kDa, berupaya memasuki nukleus

secara resapan pasif melalui bahagian larut air kompleks liang nukleus (Woo et al.
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2000). MT berfungsi dalam pengawalan sel dengan meningkatkan ekspresi faktor
transkripsi yang terlibat dalam pelbagai fungsi intrasel, termasuk pengawalan kitaran
sel, pertumbuhan sel, pembezaan sel, serta pengawalaturan ROS setelah berada dalam
nukleus (Lindeque et al. 2010). Dalam mitokondria, MT ditemui di ruang antara
membran mitokondria (intermembrane space, IMS) (Ye et al. 2001). Kajian
menunjukkan bahawa Apo-MT (thionein T), iaitu bentuk MT yang tidak berikatan
dengan ion logam, berperanan dalam pemulihan fungsi respirasi sel yang terjejas akibat
influks ion zink yang tidak normal (Ye et al. 2001). Sebaliknya, ion zink bebas atau MT
yang berikatan dengan zink boleh menjejaskan fungsi mitokondria dengan merencat
aktiviti sistem pengangkutan elektron mitokondria (Ye et al. 2001). Perencatan ini
menjadi lebih ketara apabila residu lisin pada B-domain n-hujung MT mengalami pfoses
karbamilasi (carbamylation), yangr dikenal rpasti sebagai faktor pe/nting dalam
penghantaran MT ke dalam mitokondria melalui membran luar m/itoko/ndria (Koh &

P

Lee 2020).

-

Tambahan pula, terdapat beberapa léjifeﬁ;jteiah melaporkan peranan MT dalam
melindungi fungsi mitokondria. \Seﬂ/aﬁ satudfungsi utama MT adalah mengekalkan
homeostasis logam dan kese/ml]:)}é;lgan redoks yang dipercayai berkait rapat dengan
kestabilan dan aktiviti {nitc;ko/ndria secara langsung. Mitokondria memerlukan ion
kuprum untuk menjalankan fungsi kompleks pernafasan IV, sitokrom c oksidase dan
enzim antioksidan Cu/Zn-SOD (Ruiz et al. 2021). Kuprum berperanan penting dalam
mekanisme mitokondria, termasuk bioenergetik, dinamik mitokondria, serta proses
“mitofagi (Ruiz et al. 2021). Oleh sebab MT berfungsi sebagai pengiring kuprum (Cu
chaperone), yang berpotensi dalam mengekalkan atau memulihkan aktiviti mitokondria.
Terdapat kajian menunjukkan bahawa peningkatan ekspresi MT melalui penghasilan
berlebihan metal-responsive transcription factor-1 (MTF-1) berjaya memulihkan
fungsi mitokondria dalam model lalat mutan parkin (Saini et al. 2011). Selain itu, kajian
yang dilakukan oleh Kang et al. (2018) mendapati bahawa penghantaran antioksidan
MT ke mitokondria melalui penggunaan cell-penetrating artificial mitochondria-
targeting peptide-conjugated human MTIA (CAMP-hMT1A) dapat meningkatkan
fungsi mitokondria serta memulihkan ekspresi TH dan aktiviti mitokondria dalam

kultur sel. Suntikan CAMP-hMTI1A secara stereotaktik ke dalam substantia nigra
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mencit model parkinsonian juga dilaporkan dapat merencatkan degenerasi neuron DA

serta memulihkan gangguan pergerakan (Kang et al. 2018).

Di samping itu, ion zink dalam sitosol boleh memasuki mitokondria dan
mencetuskan kehilangan potensial membran mitokondria, bengkak mitokondria,
peningkatan penghasilan ROS, serta penurunan tahap ATP dalam sel (Ji & Weiss 2018).
Mitokondria juga berfungsi sebagai penerima utama ion ferum (Cerri et al. 2019a).
Hasil analisis post-mortem menunjukkan bahawa pengumpulan ferum dalam
mitokondria berlaku secara ketara. Pengumpulan ferum yang berlebihan ini boleh
mengakibatkan gangguan bioenergetik serta peningkatan tekanan oksidatif akibat
penghasilan ROS yang tinggi (Pizarro-Galleguillos et al. 2022). Kajian Prasuh et al.
(2022) mendapati bahawa-tahap pengendapan ferun dalam otak mempuh3;ai korelasi
tinggi dengan tahap disfungsi-mitokendria-dalam-pesakit-PD idiop;atik. Penemuan ini
menekankan kepentingan penggunaan agen pengkel/atan ‘dalam pengurusan PD ini.
Oleh itu, MT berpotensi mengurangkan disfungsi mitokondria dengan mengikat lebihan

logam yang boleh menyebabkan tekanan,ol{sieiatjf dan kerosakan sel.

VS T

Fungsi MT dalam/pengaw’alaturan aktiviti mitokondria telah dibuktikan melalui
pelbagai mekanisme. SeBag/a/i contoh, kebolehhidupan (viability) sel HelLa
menunjukkan—peningkatelln yang signifikan apabila ekspresi MT-2A dipertingkat dalam
keadaan di mana kompleks I sistem pengangkutan elektron mitokondria direncat oleh
fot/enone (Reinecke et al. 2006). Selain itu, kajian menggunakan mencit dengan

“penyingkiran gen MT (MT-KO) menunjukkan penurunan yang signifikan dalam tahap
ATP hepar semasa pemberian diet kekurangan zink (Coyle et al. 2002). MT dalam
mitokondria juga didapati mengawal ekspresi pelbagai gen yang terlibat dalam
metabolisme tenaga, termasuk Gck (glukokinase), Elovl3 (elongase asid lemak rantai
yang sangat panjang), Atp5al (ATP sintase), Pdxk (piridoksal kinase), serta Entpd5
(ektonukleosida trifosfat difosfohidrolase 5) (Miura & Koizumi 2005). Namun begitu,
mekanisme neuroprotektif MT terhadap integriti sistem dopaminergik dalam model
penyakit neurodegeneratif masih belum diterokai sepenuhnya. Perbezaannya dengan
kajian ini adalah penggunaan protein hMT2 eksogen sebagai rawatan dalam model PD

aruhan rotenone pada zebrafish. Penggunaan zebrafish juga berbeza dengan model sel
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yang membolehkan penilaian dilakukan terhadap litar motor berfungsi yang homolog

dengan ganglia basal manusia.

Secara keseluruhannya, kajian literasi dalam bab ini secara komprehensif
merumuskan landskap patofisiologi PD sebagai gangguan neurodegeneratif kompleks
yang memerlukan anjakan paradigma daripada sekadar pengurusan simptomatik
kepada strategi rawatan yang dapat menyembuhkan punca PD dengan lebih berkesan.
Sehubungan dengan itu, penggunaan rotenone sebagai agen neurotoksin dalam model
zebrafish bertujuan untuk membangunkan model PD yang menyerupai ciri utama PD
manusia, yang seterusnya membolehkan penilaian efikasi molekul terapeutik baharu
dijalankan. Walau bagaimanapun, jurang literasi semasa menekankan keperluan kritikal
untuk meninjau protein MT;-khususnya varian hMT2; yang mempunyai /keupaiyaan
untuk bertindak secara-—neuroprotektif —melalui—modulasi ‘homeostasis logam,
keseimbangan redoks, dan penstabilan bioenergetik n}itekbndria. Hal ini penting bagi
mengenal pasti intervensi sama ada pendekatan profilaksis atau terapeutik yang mampu

membalikkan kesan kemerosotan neuron DA _secara holistik.

et

2.6 KERANGKA KONSEP.KAJIAN

Kajian ini disepadiﬂ%anl melalui kerangka konsep yang menghubungkaitkan punca
neurotoksi{sit,ir akibat pendedahan rotenone dengan keupayaan hMT2 sebagai modaliti
rawatan altérnatif untuk ' membalikkan kesan neurodegeneratif dalam model PD pada
zebrafish. Kerangka ini berteraskan postulasi bahawa penggunaan rotenone untuk
/membangunkan model PD yang memanifestasikan kemerosotan aktiviti lokomotor
yang disebabkan oleh kemerosotan populasi neuron DA berlabel TH". Pembangunan
model tersebut dicirikan oleh gangguan sistemik yang merangkumi penurunan ekspresi
gen berkaitan DA (dat, thi, th2), gen perlindungan neuron (bdnf), serta pelemahan
sistem pertahanan sel (m¢2, smtb). Selain itu, model ini juga mempamerkan kerosakan

molekul melalui peningkatan tekanan oksidatif, pengaktifan gen sitokin pro-keradangan

(il-1a, il-1b, cox-2, tnf-a), dan kerosakan pada profil respirasi mitokondria.

Dalam konteks ini, protein hMT2 bertindak sebagai modulator yang berupaya
memulihkan keseimbangan sistem dopaminergik merentas kesemua parameter tersebut.

Keupayaan hMT2 dalam mengikat logam toksik dan menyingkirkan radikal bebas
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dilihat sebagai mekanisme asas yang membolehkan pemulihan fungsi mitokondria dan
penindasan lata keradangan. Kajian ini menilai efikasi rawatan hMT2 menerusi dua
pendekatan temporal, iaitu intervensi profilaksis dan intervensi terapeutik. Intervensi
profilaksis yang bertujuan membina rintangan neurobiologi sebelum permulaan
kerosakan, manakala intervensi terapeutik yang memfokuskan kepada pemulihan
fungsi neuron yang telah terjejas. Integrasi parameter biokimia, genetik, dan
imunohistokimia ini membentuk satu naratif mekanistik yang komprehensif bagi
menentukan paradigma rawatan hMT2 yang paling optimum untuk merencat

perkembangan patogenesis PD secara holistik.
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. Rajah 2.13 Kerangka konsep mekanisme neuroprotektif hMT2 terhadap model PD
aruhan rotenone pada zebrafish



BAB III

KAEDAH KAJIAN

3.1 HAIWAN KAJIAN

Semua protokol kajian ini telah dilaksanakan dengan mematuhi mengikut garis panduan
dan piawaian etika yang diluluskan oleh Jawatankuasa Etika Haiwan Univers'iti
Kebangsaan Malaysia (Nombor—Rujukan:— ANAT/FP/2020/SEONG LIN/16-
JAN./1076-JAN.-2020-DEC.-2020).

P

Sebanyak 228 ekor zebrafish yang berumur“ e;ﬁpat bulan dibeli dari kedai
akuarium tempatan telah digunakan dalam ka /]1511 ini- Semua ikan zebrafish ditempatkan
di dalam makmal zebrafish Jabatan Anatoml Pakultl Perubatan, Universiti Kebangsaan
Malaysia berdasarkan protol;ol p].aWdl (Westerfield 1995). Ikan ditempatkan dalam
tangki ikan yang berlslpadu 3 L/dengan kepadatan lima ekor per L yang disyorkan oleh
Institusi J awqtar{kuasa Penjagaan dan Penggunaan Haiwan, Universiti California San
Francisco (Irlstitutional Animal Care and Use Program 2019). Ikan ditempatkan dalam
air’ yang dir/lyahklorinan pada 27 + 1 °C dengan kawalan kitaran siang dan malam

menggunakan cahaya lampu (14 jam siang — 10 jam malam). Ikan diberi makan dua
kali sehari dengan makanan kering komersial (New Life Spectrum Thera+A, USA).
Tempoh penyesuaian ikan selama dua minggu kepada keadaan makmal sebelum

menjalankan aktiviti eksperimen.

3.2 BAHAN KIMIA
3.2.1 Rawatan Zebrafish

Ikan didedahkan kepada larutan rotenone (Cat #R8875, Sigma-Aldrich, USA) dengan
kepekatan pada 5 pg/L selama 28 hari untuk mengaruhkan model PD (Unal et al. 2020).
Semua ikan tersebut diasingkan daripada sistem perumahan ikan zebrafish (Zebrafish

housing system) untuk mengelakkan pencemaran ke persekitaran yang sedia ada.
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Medium ditukar setiap dua hari untuk mengekalkan kebersihan persekitaran. Protein
MT manusia (hMT2, Cat #AB112324, Abcam, USA) digunakan sebagai agen terapi
dan pencegahan kepada model PD dalam kajian ini. Larutan stok hMT?2 ini disediakan
dengan melarutkan 66.67 uL PBS ke dalam tiub ependorf yang mengandungi liofilisasi
hMT?2 untuk menghasilkan larutan stok pada kepekatan 10 pg/uL. Kemudiannya,
larutan kerja yang berkepekatan pada 0.2 png disediakan dengan mencairkan 2 pL
larutan stok dalam 98 puL. PBS.

3.2.2 Agen Pelali

Etil 4-aminobenzoat, 98 % (benzokaina, Acros, USA) digunakan sebagai agen pelali
kepada ikan sebelum rawatan hMT2 melalui suntikan intrakranial. Larutan’ s’toﬁk ini
disediakan dengan melarutkan 25 g etil 4-aminobenzoat dalam 75 % étanol yang
berisipadu 250 mL untuk menghasilkan larutan stok pada kepekatan/ 100 mg/mL.
Kemudiannya, larutan kerja yang berkepekatan ’pada/l 70 mg/L disediakan dengan

mencairkan 140 pL larutan stok dalam 199.86nL air sistem.
£
elll A 4

“ -

3.2.3 Analisis Lokomotor ot O

A
/’/
%

Cecair yang digunakan dalar analisis lokomotor ialah air sistem bersuhu pada 27 £ 1
I

°C. —~ (-

3.2.4 Analisis Mikrosusun (Microarray)

‘Bahan yang digunakan dalam analisis mikrosusun termasuk reagen TRIzol (Invitrogen,
USA), klorofom, isopropil alkohol, 75 % etanol, air suling yang bebas daripada RNase,
Once-Colour Low Input Quick Amp Labelling Kit (Agilent, Valencia, CA), dan Kit Mini
RNeasy (Qiagen, Valencia, CA).

3.2.5 Kajian Analisa Tindakbalas Berantai Polimerase Kuantitatif Kadar Semasa
(qPCR)

Bahan yang digunakan untuk untuk mengekstrak RNA dari sampel otak zebrafish
termasuk reagen TRIzol (Invitrogen, USA), klorofom, isopropil alkohol, 75 % etanol

dan air suling yang bebas daripada RNase. cDNA dihasilkan daripada 500 ng RNA
dengan menggunakan ProtoScript Il First Strand cDNA Synthesis Kit mengikut garis
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panduan pengilang (New England BioLabs® Inc., USA). Kemudiannya, qPCR
dilakukan dengan menggunakan Luna® Universal gPCR Master Mix (New England
BioLabs® Inc., USA).

3.2.6 Kajian Immunohistokimia

Bahan yang digunakan untuk kajian immunohistokimia termasuk 4 % paraformaldehid
(Sigma-Aldrich, USA), 20 % sukrosa (Fisher Chemical, USA), sebatian suhu
pemotongan optimal Tisu-Tek (OCT, Sakura Finetek, USA), antibodi tirosina
hidroksilase (Cat #22941, Immunostar, USA), Dako ARK™ Peroksida untuk antibodi
primer tikus (Cat #K3954, Dako, USA) yang mengandungi blok peroksida, reagén
biotinilasi, reagen penghalang, streptavidin-peroksida, DAB" penimbal/subétfat_, dan
DAB* kromogen, pencair antibodi (Cat #S0809, Dako, USA), larutan penimbal fosfat
(PBS, 1*' Base, Singapura), xilena, pelekap DPX (Fisher Cbemicél, USA).

-

3.2.7 Kajian Pemperoksidaan Lipid 'z >N}

A

Bahan yang digunakan untuk kajian p/empergksidaan lipid termasuk PBS dan 7BARS

Quantichrom™ Assay Kit (BioAssay Systems, USA) yang mengandungi 25 mL reagen

asid thiobarbiturik (TBA), "6 "M malondialdehid (MDA) dan 25 mL 10 % asid
I

trikloroasetik-(TCA).

3.2.8 Asai Imunojerapan Berpaut Enzim (ELISA) untuk Dopamin

‘Bahan yang digunakan untuk ujian ELISA termasuk PBS dan kit ELISA Dopamin Ikan
(Cat #SLO0046FI, Sunlong Biotech, China) yang mengandungi larutan piawai dengan
kepekatan pada 225 pg/mL, pelarut piawai, pelarut sampel, reagen konjugat enzim HRP,

larutan kromogen A, larutan kromogen B, larutan berhenti dan larutan pencuci.

3.2.9 Ujian Respirasi Mitokondria

Bahan yang digunakan untuk pemencilan mitokondria termasuk air suling, koktel
perencat protease (Cat #ab271306, Abcam, USA) dan Mitochondria Isolation Kit for
Tissue (Cat #ab110169, Abcam, USA) yang mengandungi 30 mL penimbal pencuci dan
100 mL larutan penimbal pengasingan mitokondria. Kepekatan mitokondria seterusnya

dikenal pasti dengan menggunakan Bicinchoninic acid (BCA) Protein Quantification
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Kit (Cat #ab102536, Abcam, USA) yang mengandungi 100 mL reagen BCA, 2 mL
reagen tembaga dan 1 mL larutan piawai BSA dengan kepekatan pada 10 mg/mL.
Bahan yang digunakan untuk ujian respirasi mitokondria termasuk MitoPlate™ I-1 (Cat
#14104, Biolog, USA), Mitochondria Assay Solution (Cat #72303, Biolog, USA),
Redox Dye MC (Cat #74353, Biolog, USA), sodium L-malate (Cat #M 1125, Sigma-
Aldrich, USA) dan air milliQ.

3.3 ALAT RADAS
3.3.1 Rawatan rotenone

Alat radas yang diperlukan semasa rawatan rotenone termasuk mikro pipet 200 pE
(Eppendorf, Jerman) dan tip-pipet yang Sesuai dengan-isipadu 200 uL. ‘

3.3.2 Rawatan hMT?2 <

.
-

Alat radas yang diperlukan semasa rawatan./EMT2 ‘termasuk jarum Neolus 26 G
(Terumo, Jepun), tiub kapilari mikro ’(Igﬁci’fmann, Jerman), mikro pipet 1 pL
(Eppendorf, Jerman) dan tip Bipe/tjang sesuai dengan isipadu 1 pL, stereomikroskop
Stemi 305 Trino (Carl Zeisé,\Jﬁvméin), alat suntikan mikro (IM-9B, Narishige, Jepun).

|
3.3.3 Pengorbanan Zebrafish

Alat radas yang diperlukan semasa pengorbanan zebrafish termasuk stereomikroskop

_Stemi 305 Trino (Carl Zeiss, Jerman), forcep, bikar berisipadu 500 mL dan piring petri.

3.3.4 Analisis Lokomotor

Alat radas yang diperlukan dalam analisis lokomotor termasuk tangki akrilik lutsinar
(panjang 242 mm, lebar 92 mm, ketinggian 100 mm), kamera web model C920 Pro HD
(Logitech, Lausanne, Switzerland), perisian pengesanan video digital (SMART 3.0.02,
Panlab Harvard Apparatus®).

3.3.5 Analisis Mikrosusun

Alat radas yang diperlukan dalam analisis mikrosusun termasuk mikropipet 1000 pL,

200 pL, 10 pL dan 2 pL (Eppendorf, Jerman), tip pipet yang sesuai dengan isipadu
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1000 pL, 200 uL, 10 pL dan 2 pL, Fisherbrand™ alu penggiling tisu (Thermo Fisher
Scientific, USA), tiub ependorf yang berisipadu 1.5 mL (Eppendorf, Jerman), mesin
pengembar model 5810 R (Eppendorf, Jerman), spektrofotometer NanoVueTM Plus
(GE Healthcare, UK), ketuhar hibridisasi mikrosusun (Agilent, USA), pengimbas
mikrosusun SureScan (Agilent, USA), perisian Agilent Feature Extraction (Agilent,
USA), dan Perisian Analisis GeneSpring Agilent (Agilent, USA).

3.3.6 Kajian Analisa PCR

Alat radas yang diperlukan untuk kajian qPCR termasuk mikropipet 1000 puL, 200 pL,
10 uL dan 2 pL (Eppendorf, Jerman), tip pipet yang sesuai dengan isipadu 1000. uL,
200 pL, 10 pL dan 2 pL, Fisherbrand™ alu penggiling tisu (Thermo Fisher Séier;tiﬁc,
USA), tiub ependorf yang berisipadu 1.5 mL (Eppendorf, Jerman), plat telaga 96 PCR
(Bio-Rad Laboratories,  United Kingdom), tiub jalur PCR (Bio-Rad/ Laboratories,
United Kingdom), mesin pengembar model 5810 ’R/(Eppendorf, Jerman), mesin
pengempar mikro (Jouan, USA), mesin V/ort/e;)g /P'V -1/ plus (Biosan, Latvia), mesin
spektrofotometer Nanodrop (DeNovixs U’S‘A)//d;n mesin PCR Bio-Rad C1000 Touch
Thermal Cycler (Bio-Rad qu;orﬁfor’iés, USA).
AR )

>
)

¥, e

3.3.7 Kajian Immuhohistokimia

Alat radas“yang diperlukan untuk kajian immunohistokimia termasuk bekas plastik
beftutup, jar Schifferdecker, slaid kaca bersalut 3-aminopropilsilane (APS, Muto Pure
“Chemicals, Jepun), slip penutup kaca bersaiz 24 x 60 mm (Hirschmann®, Jerman), pen
Dako (Cat #S2002, Dako, Denmark), dan mesin kriostat Microm HMS550 VP
(Thermoscientific, USA).

3.3.8 Kajian Pemperoksidaan Lipid

Alat radas yang diperlukan untuk kajian antioksidan termasuk Fisherbrand™ alu
penggiling tisu (Thermo Fisher Scientific, USA), tiub ependorf yang berisipadu 1.5 mL
(Eppendorf, Jerman), mesin pengempar model 5810 R (Eppendorf, Jerman), alat
mandian air (Memmert, Jerman), mesin vortex PV-1 plus (Biosan, Latvia) dan

Multiskan Go monochromator microplate reader (Thermo Fisher Scientific, USA).
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3.3.9 Ujian ELISA untuk Dopamin

Alat radas yang diperlukan untuk ujian ELISA ini termasuk Fisherbrand™ alu
penggiling tisu (Thermo Fisher Scientific, USA), tiub ependorf yang berisipadu 1.5 mL
(Eppendorf, Jerman), mesin pengempar model 5810 R (Eppendorf, Jerman), inkubator
jenis BE500 yang ditetapkan pada suhu 37 °C (Memmert GmbH + Co. KG, Jerman)

dan Multiskan Go monochromator microplate reader (Thermo Fisher Scientific, USA).

3.3.10 Ujian Respirasi Mitokondria

Alat radas yang diperlukan untuk ujian respirasi mitokondria ini termasuk
penghomogen Dounce (bersaiz 2 mL) dengan alu A dan B, forsep, tiub ependorf yang
berisipadu 2.0 mL, mesin pengempar model 5810 R (Eppendorf, Jerman) dan Multiskan

Go monochromator microplate reader (Thermo Fisher Scientific, USA). -

34 KAEDAH a 1

3.4.1 Haiwan Kajian

a. Pemeliharaan Zebrafish * <5

P
e’

Sebanyak 228 ekot rikan telah digunakan dalam kajian ini, di mana 220 ekor ikan
dibahag’ikan'kepiada empat kumpulan (n = 55 setiap kumpulan), manakala lapan ekor
ikan tambéHan (kumpulan kawalan, n = 3; kumpulan rotenone, n = 5) diperuntukkan
untuk analisis mikrosusun bagi mengenal pasti pengawal atur yang terlibat dalam proses
Jneurodegenerasi. Kumpulan kawalan berperanan sebagai kawalan negatif dan tidak
diberikan sebarang rawatan. Kumpulan rotenone diberikan rawatan rotenone sahaja
sepanjang tempoh 28 hari. Kumpulan prarawatan hMT2 diberikan rawatan hMT2
terlebih dahulu pada hari ke-0, diikuti dengan pemberian rotenone bermula dari hari
pertama hingga hari ke-28. Manakala kumpulan pascarawatan hMT2 diberikan rawatan
rotenone terlebih dahulu dari hari pertama hingga hari ke-28, sebelum diberikan

rawatan hMT2 bermula pada hari ke-29 selama dua minggu, iaitu sehingga hari ke-42.

Bagi membangunkan model PD pada ikan, ikan didedahkan kepada larutan
rotenone pada kepekatan 5 pg/L selama 28 hari. Medium tersebut ditukar setiap dua

hari untuk mengekalkan kebersihan persekitarannya. Sementara itu, rawatan hMT2
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diberikan melalui suntikan intrakranium pada dos 0.2 pg bagi setiap ikan. Dos tersebut
digunakan berdasarkan kajian terdahulu yang telah menentukan kepekatan optimum
pemberian eksogen hMT2 kepada ikan yang mengalami kecederaan mekanikal otak,
yang didapati berupaya meningkatkan ekspresi m¢2 dalam otak ikan (Teoh 2016).
Peningkatan ekspresi m¢2 ini dikaitkan dengan pengaktifan mekanisme perlindungan
sel, termasuk peningkatan proliferasi sel dan kapasiti antioksidan, pengurangan kadar

apoptosis, serta penurunan tekanan oksidatif (Teoh 2016).

Ikan dibius dalam larutan benzokaina dengan kepekatan pada 70 mg/L sebelum
rawatan hMT2 dengan melaksanakan suntikan intrakranium. Manakala ikan
dikorbankan dengan direndamkan dalam air sejuk berais sebelum pengambilan tisu otak.
Pengambilan tisu otak ikan-dilakukan dengan menggunakan forcep di bawaih/mikro'ﬁskop
pembedahan. Tisu otak——kemudiannya - digunakan untuk kajian qPCR,
immunohistokimia, pengoksidaan lipid, kandungan (loparhin dan laluan pemindahan

elektron respirasi. Semua ujian yang dilakukan dalam Kajian ini dapat dirujukan pada

Rajah 3.1. A

-
¢ -

Py e
A >

. &
PL ¥
L

Zebrafish dewasa (Danio rerio, 4 bulan, N = 228)

Kumpulan Kumpulan Kumpulan Kumpulan
Kawalan Rotenone Prarawatan Pascarawatan
(n=158) (n=160) hMT?2 hMT2

(n=55) (n=55)
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Kekal dalam
air sistem
tanpa rawatan

Terdedah
kepada air
rotenone
(5 ng/L)
selama 28 hari

Rawatan hMT?2
suntikan
intrakranium
(0.2 pg/ikan)
pada hari ke-0

Terdedah
kepada air
rotenone
(5 ng/L)
selama 28 hari

Terdedah
kepada air
rotenone
(5 ng/L)
selama 28 hari

Rawatan hMT?2
suntikan
intrakranium
(0.2 png/ikan)
pada hari ke-29
sepanjang
2 minggu

| P

Analisis lokomotor untuk memantau jumlah jarak pérj alanan dan masa yang
digunakan oleh ikan di zon atas dan bawah selama lima minit

-

— A

Ikan dikorbankan (rendaman 4ir berais) dan tisu otak dikeluarkan di bawah

& mikroskop pembedahan

Analisis mikrosusun
(Kawalan, n = 3;
Rotenone, n = 5)

Mengenalpasti gen yang
menyebabkan degenerasi
sel neuron akibat PD

| 5
qPCR Immunohistokimia Pemperoksidaan
m=7) (n=5) lipid
Ekspresi gen: Antibodi TH mencit (n=238)
o mt2, smth anti tikus Menentukan tekanan
e gen berkaitan DA oksidatif ikan selepas
(dat, thl, th2) rawatan
e gen pro-inflamasi
(il-1a, il-1B, tnf-a) Ujian ELISA Ujian respirasi
e gen pelindung sel dopamin mitokondria
neuron (bdnf) (n=15) (n=30)
Menentukan Menentukan laluan

kepekatan
dopamin dalam
otak ikan model
PD

dan rantaian
pengangkutan
elektron yang
menyebabkan PD

n kerja Keseluruhan kajian
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b. Rawatan Ikan
i. Rawatan Rotenone

Penyediaan larutan rotenone perlu dilaksanakan dalam kebuk wasap. Pakaian baju
makmal, sarung tangan, dan pelitup muka perlu dipakai semasa proses penyediaan.
Permukaan ruang kerja juga perlu dinyahcemarkan terlebih dahulu dengan

menggunakan larutan 75 % alkohol.

Untuk mengaruh PD pada zebrafish, ikan didedah kepada air rotenone dengan
kepekatan pada 5 pg/L selama 28 hari berdasarkan protokol kajian lepas (Unal et al.
2020). Larutan stok rotenone disediakan dengan melarutkan 0.1 g serbuk rotenone ké
dalam 200 mL air ultra tulen.-Selepas itu; 25 pL larutan-stok rotenone diiarutkéin ke
dalam 2.5 L air sistem untuk-menyediakan-air rotenone yang berkepékatan pada 5 pg/L.
Medium tersebut ditukar setiap dua hari untuk meng/ekalkan kebersihan persekitaran
ikan. o

es
ii. Agen Pelali
LNy

Agen pelali yang digunaka/n\d/a,larﬁ kajian ini ialah benzokaina. Sebelum rawatan MT
secara suntikan inttdkraniurn, ikan dibius dengan merendamkannya ke dalam larutan
benzokaina §ané berkepekatan pada 70 mg/L selepas beberapa kali mencuba julat
kepekatan ‘y'/ang boleh diterima dari 25 mg/L hingga 100 mg/L berdasarkan Collymore
(2020). Larutan stok benzokaina disediakan dengan melarutkan 25 g serbuk benzokaina
/ke dalam 250 mL 70 % etanol. Kemudian, sebanyak 140 pL larutan stok benzokaina
dicairkan di dalam 199.86 mL air sistem untuk menghasilkan 200 mL larutan

benzokaina yang berkepekatan pada 70 mg/L.

ii. Rawatan hMT?2

Ikan menerima suntikan 1 pL yang mengandungi 0.2 pg hMT2 secara intrakranium
sehari sebelum dan selepas rawatan rotenone. Ikan yang telah dibius diapit dalam span
yang direndam larutan benzokaina (Rajah 3.2). Jarum bersaiz 26 G digunakan untuk

menggerudi lubang yang kecil pada tengkorak ikan (Rajah 3.2A). Selepas itu, larutan
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hMT?2 disuntik ke dalam tengkorak ikan melalui lubang yang telah buat menggunakan
tiub kapilari mikro yang disambungkan pada alat suntikan mikro (Rajah 3.2B).

\ :
Rajah 3.2 Cara suntikan intrakranium pada tengkor: rafish yang telah dibius
dan diapit dalam span ‘adl

\

GO\
- (/ A
iv. Pengorbanan Zebrafish o \!\\_)

SN |
Ikan dikorbankan selepas lsé%tai)dvvatan rotenone dan hMT2 masing-masing. Ikan

< .
direndamkan dalamair berais (2 — 4 °C) selama 10 minit selepas pemberhentian

- . .
pergerakgl operkular (iaitu, insang).
¢

N -~

-

_ <V.- Pengambilan Tisu Otak
J
Ikan diletakkan dalam pinggan petri di bawah mikroskop pembedahan dan tisu otak

dikeluarkan dengan berhati-hati mengunakan forsep.

3.4.2 Analisis Lokomotor

Analisis lokomotor dinilai selepas selesai rawatan ikan masing-masing. Aktiviti
lokomotor ikan dilakukan berdasarkan protokol yang diubah suai daripada Teoh (2016).
Ikan diletakkan dalam tangki akrilik lutsinar (panjang 242 mm, lebar 92 mm, ketinggian
100 mm) yang mengandungi 2.5 L air dinyahklorin pada suhu yang sama dengan air
dalam sistem perumahan ikan. Tingkah laku berenang bagi setiap ikan dirakam secara

berasingan dengan menggunakan kamera web yang diletakkan kira-kira 0.5 m dari
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depan tangki. Tangki itu dibahagikan sama rata kepada dua zon atas dan bawah.
Sebelum sesi rakaman bermula, setiap ikan diletakkan di dalam tangki tersebut selama
lima minit bagi tujuan aklimatisasi (penyesuaian diri). Setelah tempoh bertenang tamat,
aktiviti lokomotor ikan dirakam selama lima minit bagi setiap sesi. Prosedur ini diulangi
bagi setiap ikan mengikut giliran dengan menggunakan tangki rakaman yang sama.
Video tersebut dianalisis dengan menggunakan perisian pengesanan video digital

(SMART 3.0.02, Panlab Harvard Apparatus®, Holliston, MA, Amerika Syarikat).

3.43 Analisis Mikrosusun
a. Ekstrasi RNA dan Penghasilan cRNA

Ikan kumpulan kawalan (n-—="-3) dan ikan yang dirawat dengan roten/or/le (n"= 5)
dikorbankan untuk analisis-mikrosusun.-RNA-diekstrak-dari tisu ‘otak menggunakan
kaedah pemisahan fenol-kloroform. Pertama sekali, tisu otak dihomogenkan dalam tiub
Ependorf yang mengandungi 400 pL reagen fTRizol dengan menggunakan alu
penggiling tisu secara manual. £ /[ W, 2

Tisu yang telah dihorfpééﬁl;én seterusnya dieramkan selama lima minit pada
suhu bilik. Sebanyak-80 /pL‘klgrofom dimasukkan ke dalam homogenat tersebut dan
tiub Ependorf ‘digoncang dengan perlahan selama 15 saat. Sampel tisu tersebut
dieramKan~sekali lagi pada suhu bilik selama tiga minit. Seterusnya, sampel tisu
diémparkan pada kelajuan 12,000 x g pada suhu 4 °C selama 15 minit. Hasilnya,
“campuran larutan tersebut terbahagi kepada tiga lapisan yang berbeza. Fasa akueus yang
jernih di bahagian atas mengandungi RNA; interfasa yang berwarna putih di bahagian

tengah dan fasa organik yang berwarna merah jambu di bahagian bawah mengandungi

DNA, protein dan lipid.

Fasa akueus yang mengandungi RNA diekstrak dengan berhati-hati
menggunakan mikropipet ke dalam tiub Ependorf yang baru. Sebanyak 180 pL
isopropil alkohol dimasuukkan ke dalam tiub Ependorf yang mengandungi larutan
akueus dan mengadunkannya dengan menyongsangkan 4 — 6 kali, diikuti dengan

pengeraman pada suhu bilik selama 10 minit. Kemudiannya, larutan tersebut
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diemparkan pada kelajuan 12,000 % g pada suhu 4 °C selama 15 minit. Pemendakan

RNA dapat dilihat di bahagian tepi dan bawah tiub dalam bentuk gel seperti pelet.

Dalam fasa pencucian pelet RNA, supernatan dikeluarkan dan meninggalkan
pelet RNA di dalam tiub Ependorf. Pelet RNA dibasuh dengan menggunakan 500 pL
75 % etanol. Larutan pelet RNA seterusnya divortex dan diempar pada kelajuan 12 000
x g pada suhu 4 °C selama 5 minit. Supernatan dibuang sekali lagi dan pelet RNA dibiar
kering. Sebanyak 20 uL air suling bebas RNAse dimasukkan ke dalam tiub Ependorf
yang telah kering dan disebatikan dengan mesin vortex. Akhirnya, kandungan RNA
sampel tisu otak dikesan dengan menggunakan mesin spektrofotometer Nanodrop

(Jadual 3.1).

Sejumlah 50 ng dari sampel RNA digunakan untuk penghasilan cRNA berlabel
Cyanine-3 (Cy3) menggunakan Once-Colour Low Input: Quick Amp Labelling Kit
(Agilent, Valencia, CA) berdasarkan protokol p@ngilarig. cRNA berlabel Cy3 disucikan
dengan menggunakan RNeasy Mini Kit (Ql/ag;@ \}alencia, CA). Kualiti dan kuantiti
hasil cRNA diperiksa menggl{nqkefn spélztrofotometer NanoVueTM Plus (GE
Healthcare, UK). " '///): !

‘v

Jadual 3.1 Ringkasan proses menjalankan pengekstrakan RNA

Proses Langkah Reagen Masa Suhu
Lisis sel Tisu otak dihomogenkan 400 pL reagen TRIzol 5 minit  Suhu bilik
Homogenisasi Homogenat digoncang dengan 80 uL kloroform 15saat  Suhu bilik
p perlahan
Pengeraman homogenat - 3 minit  Suhu bilik
Pemisahan Pengemparan sampel tisu pada - 15 minit 4°C
fasa kelajuan 12,000 x g
Pengekstrakan  Fasa akueus dipindahkan ke tiub - - Suhu bilik
RNA baru
Precipitasi Larutan akueus diadunkan dan 180 uL isopropil alkohol - Suhu bilik
RNA disongsangkan 4 — 6 kali
Pengeraman larutan akueus - 10 minit ~ Suhu bilik
Pengemparan larutan akueus pada - 15 minit 4°C
kelajuan 12,000 x g
Pencucian Supernatan larutan dikeluarkan 500 pL 75 % etanol 4°C
pelet RNA dan pelet RNA dicuci dengan
etanol
Larutan pelet RNA divortex dan - 5 minit 4°C
diempar pada kelajuan 12,000 x g
Supernatan dibuang sekali lagi - 10 minit ~ Suhu bilik
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dan pelet RNA dibiar kering

Ampaian Kandungan RNA disebatikan 20 pL air suling bebas 4°C
semula dengan mesin vortex RNAse

(resuspension)

RNA

Pengukuran Pengesanan kepekatan - - 4°C
RNA kandungan RNA

Penyimpanan ~ RNA disimpan untuk kegunaan - - -80 °C
RNA selanjutnya

b. Hibridisasi dan Pengimbasan Mikrosusun

Analisis mikrosusun dilaksanakan oleh Neoscience Sdn Bhd, Malaysia b/erdasafkan
protokol pengilang (Agilent, USA). 7Sejumlah70.825 fig cRNA berlabel Cy3 déhgan
aktiviti khusus > 6 pmol Cy3/ng cRNA dipecahkan pada suhu 60 °C selama 30 minit
sebelum dihibridkan dengan segera kepada Agilent SurePrint G3 Human Gene
Expression v3 8x60K (ID Reka Bentuk: 072363) sélama 17 jam pada suhu 65 °C dalam
ketuhar hibridisasi mikrosusun beliputar/ /@lent. Selepas penghibridan, slaid
mikrosusun dibasuh dan diimbas| /dengandmenggunakan Pengimbas Mikrosusun
SureScan Agilent (G49OQDA§/£1§;éan resolusi 3 um pada panjang gelombang 532 nm
(Cy3) menggunakan"tetlapar\l julat dinamik lanjutan (10 — 100 %). Keamatan yang
dinormalkan™ diekstrak ' menggunakan Perisian Pengekstrakan Ciri Agilent, dan
kemudiénriya dimuat naik dalam Perisian Analisis GeneSpring Agilent untuk analisis

éelanjutnya.

C. Analisis Data Bioinformatik

Analisis data dilakukan dengan menggunakan Perisian Analisis GeneSpring Agilent
versi 14.9.1. Ekspresi gen pembezaan (differentially expressed genes, DEGQG)
kemudiannya dikenal pasti melalui perubahan kali ganda serta nilai p yang dikira
menggunakan ujian-t. Gen dengan nilai p yang diperbetulkan < 0.05 dan perubahan kali
ganda > 2 dianggap sebagai DEG yang ketara. Selepas itu, analisis GO
(http://www.geneontology.org/) dan analisis KEGG (http://www.genome.ad.jp/kegg)
digunakan untuk menentukan peranan DEG. Analisis pengelompokan (clustering
analysis) dilakukan dengan menggunakan algoritma pengelompokan Hierarki pada

nilai keamatan yang dinormalkan (normalized intensity value) dalam kalangan sampel.
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3.4.4 Kajian Analisa qPCR
a. Ekstrasi RNA

RNA diekstrak dari tisu otak menggunakan kaedah pemisahan fenol-kloroform seperti
yang dinyatakan dalam Rajah 3.1. Sebanyak tujuh tisu otak daripada setiap kumpulan
digunakan untuk kajian qPCR.

b. Transkripsi Terbalik (Reverse Transcription)

Sebanyak 500 ng dari sampel RNA diekstrak digunakan untuk sintesis cDNA dengan
proses transkripsi terbalik menggunakan ProtoScript II First Strand cDNA Synthesis
Kit seperti Jadual 3.2. A

Jadual 3.2 Isipadu komponen-komponen yang diperlukan untuk tfanskripsi/

terbalik 9
Komponen . Isipadu
Jumlah RNA - G\ pelbagai
Campuran primer rawak N\ : J 2 uL
Air suling bebas RNAse . [ schingga jumlah isipadu mencapai 8 uL
g9

Sampel RNA dieramkén pada suhu 65 °C selama 5 minit untuk proses
denaturasi. S/elepasf itu, Isampel RNA diemparkan sekejap dan diletakkan di atas ais
dengan segera. Sebanyak 10 pL ProtoScript II Reaction Mix (2X) dan 2 uL ProtoScript
H Enzyme Mix (10X) ditambahkan ke dalam sampel RNA tersebut. Reaksi sintesis 20

_uL cDNA dieramkan pada suhu 25 °C selama lima minit diikuti oleh pengeraman pada
suhu 42 °C selama satu jam dan proses ketidakaktifan enzim pada suhu 80 °C selama

lima minit. Produk cDNA ini disimpan pada suhu -20 °C untuk kegunaan seterusnya.

c. Reka Bentuk Primer

Pertama sekali, pemilihan jujukan gen dilaksanakan di pautan pada
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. Selepas itu, reka bentuk primer telah
dilakukan di  pautan  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/.  Bagi
mengesahkan keputusan analisis mikrosusun, sampel RNA kumpulan kawalan dan

kumpulan yang dirawat dengan rotenone juga digunakan untuk menentukan tahap


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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ekspresi DEGs dengan menggunakan kajian qPCR. Maklumat primer DEGs dapat
dirujukan dalam Jadual 3.3.

Di samping itu, gen-gen sasaran untuk menguji mekanisme PD dalam kajian ini
termasuk m¢2, smtb, gen berkaitan aktiviti dan penghasilan dopamin (dat, thi, th2),
sitokin pro-keradangan (i/-1a., il- 1, tnf-o) dan perlindungan neuron (bdnf). Gen rujukan
yang digunakan dalam kajian ini adalah f-aktin untuk normalisasi tahap ekspresi gen

sasaran. Maklumat primer gen-gen sasaran dapat dirujukan dalam Jadual 3.4.

Jadual 3.3 Maklumat DEGs yang terperinci

Gen Nombor akses Jujukan primer (5°—3’) Saizx
- - . “produk
(bp)
mat2ab NM .001014296.2 . F: CGGCTATGACGACTCAACCA - 152
R: AGCCGAACATCAAACCCTGA
Igals9ll NM 200072.1 F: TACCTCCAGGATGTIGGGTTTC 82
R: AGTCCCCCATFECATGACCGT
gzm3 NM _001128550.1 F: GCMEAAGACTGAGCCA 77
R: CTATCEATCCCACCAGCCAA
themis NM_001346242.1 ¢ F: CAGGAGTTCACACACGCTCT 89
_+%J5 “R: TCATACACACAGCCCTGGTAG
zdhhe3b NM 0010777571  F: GTTCCAAAGGGAAACGCCAC 134
o X R: CAGCGCTTACACACACTGC
ccl3db4 NM_601115049.2 F: AGCTGACCATCACCAAACAC 131
P R: GGGCGACGATAGTTGGCT
Ick L. NM _001001596.1  F: AGACGCAGCCAGGTAGTTTC 103
\ R: AATCCACCTGCGTCCATGTT
ciaol NM_200147.2 F: AGCGACGATCGAACCGTAAA 137
R: GTCAGGCGACACCATGCAAT
cd8a NM _001040049.1  F: ATCCCTCTTCTATGGATGCTCA 85
R: GGTGCCTGACGTTTTAGGGT
deddl NM_ 131602.2 F: ATCATCATTGGAGAGCTGGTTC 146
R: GCACGTCACTTTGTTGGGTG
tyrobp NM 001100103.2  F: TCAACGGACTGTTTGGCTTTG 119
R: AGCAATGAGGAGCGTGACAA
il2rb NM 001128267.1 F:ACATACAAGCTGGGAGATGGC 133
R: AGTTTTCGGCTCAACTGGCT
LOC560232 NM 001123254.1 F: CACAACCTGCTGTCAGTGTGGA 70

R: TCTGGTTGGAGTGAATCCTGC

LOCI100331689 NM_001199372.1  F: CAACTATGTGTAGATGGGCTTTCA 70
R: TCTTGTCCTCTGCACACTTCAT

p-actin NM_131031.2 F: CACGCTCAGCATTGTGAGTT 218
R: CAACCATCACTCCCTGATGTC
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Jadual 3.4 Maklumat gen yang terperinci

Gen Nombor akses Jujukan primer (5°—3°) Saiz
produk
(bp)

mt2 NM_001131053.2 F: TGCGAATGTGCCAAGACTGG 50
R: CACTTGCAGGTAGCACCACA

smtb NM_001201469.1 F: GACCAGTGTGACTGCTCCAA 97
R: TGCCGCAACTTTTCTTGTCG

dat AF318177.1 F: GAGTCGGGTTTGGTGTGCTA 71
R: GGCGTCTCTGTAGCAGTTGT

thl NM_131149.1 F: GAACATGGCGGGAGGTCTAC 88
R: TCCAGTAACCGGAAAGCCTC

th2 NM_001001829.1 F: TTAGCGTTCCGGGTTTTCCA 80
R: CAGCAATCTGGTTCAGGGGA

il-1o NM_001290418.1 F: AGCACCATGTCAGCACCAAT 68
R: g

— ~GGAACACCTGGATTGTCCACT

il-1p NM 212844.2 F: TTTGTGGGAGACAGACGGTG 77
R: TGTAGCTCATTGCAAGCGGA ~

tnf-o. NM 212859.2 F: CTCCATAAGACCCAGGGCAA 97
R: TGGCAGCETTGGAAGTGAAA

bdnf NM 131595.2 E: AG:ETGCGCGGAGGTCTTATC 87
R: —

- GITGGAACTTTACTGTCCAGTCG
p-aktin NM 131031.1 . F: GCCTTCCTTCCTGGGTATGG 78
.~ %75 R:ATGTCCACGTCGCACTTCAT
d. Penyediaan Reagen qPCR

Analisis qPCR dijalankan dengan menggunakan Luna® Universal gQPCR Master Mix.
Sebanyak 10 pL 1X Luna Universal gPCR Mix, 1 pL primer ke hadapan, 1 pL ke
“belakang, 7 pL air suling bebas RNAse dan 1 pL sampel cDNA diperlukan untuk
analisis qPCR yang ditunjukkan dalam Jadual 3.5.

Jadual 3.5 Isipadu komponen-komponen yang diperlukan untuk analisis gPCR

Komponen 20 pL reaksi
Luna Universal gPCR Mix 10 uL
Primer ke hadapan 1 pL
Primer ke belakang 1 pL
DNA templat 1 pL

Air suling bebas RNAse 7uL
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e. qPCR

Analisis qPCR dilaksanakan dengan menggunakan mesin PCR Bio-Rad C1000 Touch
Thermal Cycler. Profil qPCR ditetapkan pada suhu 95 °C selama 60 saat untuk
denaturasi awal, diikuti oleh 45 kitaran denaturasi pada suhu 95 °C selama 15 saat dan
pemanjangan pada suhu 60 °C selama 30 saat. Akhirnya, lengkung lebur dapat
diperolehi dalam julat suhu 65 °C dan 95 °C dengan kenaikan suhu 0.5 °C setiap lima
saat selama 30 saat. Rinkasan proses menjalankan qPCR dapat dirujuk dalam Jadual

3.6. Analisis data berpandukan ekspresi relatif gen dikira dengan menggunakan formula

2AACq.

Jadual 3.6 Ringkasan proses menjalankan qPCR

Proses Suhu Masa _ Kitaran
Denaturasi awal 95°C 60 saat ’ I
Denaturasi 95 °C 15 saat_© 40
Pemanjangan 60 °C ) 30/S§at

~(+'bacaan plat)
Lengkung lebur 60-95°C /. /OEOC setiap 5 saat 1

»

3.4.5 Kajian Inmunohistokimia
AR

>
)

¥, e

a. Penyediaan Tisu I

Sebanyak lima “tisu otak daripada setiap kumpulan diperlukan untuk kajian
immunohistokimia dalam pengesanan neuron DA menggunakan antibodi TH. Tiga
_daripadanya digunakan untuk keratan koronal, manakala dua daripadanya digunakan

untuk keratan sagital.

i. Penyediaan Parafolmadehid

Larutan stok 8 % paraformaldehid disediakan dengan mencampurkan 84.2 g serbuk
paraformaldehid dan dua biji natrium hidroksida ke dalam 1 L air milliQ. Larutan
tersebut kemudiannya dikacau dengan menggunakan pengacau magnet selama satu jam.
Selepas itu, nilai pH larutan tersebut dilaraskan pada 7.2 — 7.4. Bagi menyediakan
larutan kerja 4 % paraformaldehid, sebanyak 1 mL 8 % paraformadehid dicampurkan

dengan 1 mL 2N PB yang bersamaan dengan nisbah 1:1.
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ii. Penyediaan 2N PB

Sebanyak 31.2 g 0.2 M NaH>PO4.2H>0 (monobasik) dan 35.1 g 0.2 M NaoHPO4.2H>O
(dibasik) dicampurkan ke dalam 1 L air milliQ. Larutan tersebut kemudiannya dikacau
dengan menggunakan pengacau magnet sehingga sebati dan kesemua campuran serbuk

larut sepenuhnya.

iii. Penyediaan Sukrosa

Bagi menyediakan 20 % larutan sukrosa, sebanyak 5 g serbuk sukrosa dan 12.5 mL 2N
PB dicampurkan ke dalam 25 mL air milliQ. Larutan tersebut dikacau sehingga

kesemua serbuk larut sepenuhnya.

iv. Penetapan Tisu Otak Zebrafish

Selepas ikan dikorbankan dan tisu otak diekstrak, tiswofak/ direndam ke dalam larutan
4 % paraformaldehid pada suhu 4 °C selama f.ellaffn jar/n, diikuti dengan 20 % larutan
sukrosa pada suhu 4 °C semalaman. Tisu otak tersebut kemudiannya dibenamkan ke
dalam sebatian OCT di atas a}r kgr}ng supaya OCT dapat dibeku dengan segera dalam
bentuk blok. Seterusnya,’biqk/ﬁsu/ disimpan dalam peti sejuk beku pada suhu -80 °C
sehingga proses kefafan tisu dilakukan. Keratan koronal dan sagital yang berukuran 14
pm dalam ’k’értebéllannya dilakukan dengan menggunakan mesin kriostat. Keratan tisu
diletakkan‘ di atas slaid kaca bersalut APS dan disimpan dalam peti sejuk beku pada

suhu -80 °C sebelum proses imunohistokimia dilaksanakan.

b. Penyediaan Slaid Tisu Kriostat

Slaid tisu dinyahbeku selama lima minit dan dicelupkan ke dalam larutan penimbal PBS
sebanyak tiga kali sebelum direndamkan ke dalam larutan penimbal PBS pada suhu
bilik selama lima minit. Ulangi prosedur yang sama dengan merendamkan slaid tisu ke
dalam larutan penimbal PBS pada suhu bilik selama lima minit satu kali lagi. Seterusnya,
slaid tisu direndamkan ke dalam air milliQ pada suhu bilik selama lima minit juga.
Kemudiannya, slaid tisu dikeringkan dengan menggunakan pengering. Garisan

sempadan di antara keratan tisu dilukis dengan menggunakan pen Dako. Slaid tisu
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kemudiannya direndamkan ke dalam air milliQ selama minit diikuti dengan larutan

penimbal PBS selama lima minit juga.

C. Pewarnaan Immunohistokimia

Kesemua reagen diseimbangkan untuk mencapai suhu bilik sebelum pewarnaan
immunohistokimia dilaksanakan. Pewarnaan immunohistokimia dimulakan dengan
membuang lebihan larutan penimbal PBS sebelum blok peroksida diletakkan di atas
keratan tisu pada slaid. Kemudiannya, slaid tisu dieramkan pada suhu bilik selama lima
minit. Seterusnya, slaid tisu dicelupkan ke dalam larutan penimbal PBS sebanyak tiga
kali sebelum direndamkan ke dalam larutan penimbal PBS selama lima minit berterusan

dua kali.

Larutan kerja antibodi primer TH dicairkan dengan f:aktor pencairén pada nisbah
1 : 500 dengan menambah reagen biotinilasi, reagen penghalang dan pencair antibodi.
Biotinilasi antibodi primer ini diletakkan di ata«‘ keratan tisu pada slaid dan dieramkan
dalam bekas bertutup yang lembap pada suhlul °C semalaman. Slaid tisu kemudiannya
dicelupkan ke dalam larutan @rm:n\ba{ PBS sebanyak tiga kali sebelum direndamkan ke
dalam larutan penimbal PB/S\ §clama lima minit berterusan dua kali.

I
Streptéviain-peroksida diletakkan di atas keratan tisu pada slaid dan dieramkan

pada suhu bilik selama 15 minit. Slaid tisu kemudiannya dicelupkan ke dalam larutan
penimbal PBS sebanyak tiga kali sebelum direndamkan ke dalam larutan penimbal PBS

selama lima minit berterusan dua kali.

DAB" substrat-kromogen diletakkan di atas keratan tisu pada slaid dan
dieramkan pada suhu bilik selama 10 minit sebelum dicelupkan ke dalam air milliQ
sebanyak tiga kali diikuti dengan merendamkannya ke dalam air milliQ selama 10 minit.

Ringkasan prosedur pewarnaan immunohistokimia dapat dirujuk dalam Jadual 3.7.

Jadual 3.7 Ringkasan prosedur pewarnaan immunohistokimia

Langkah Cecair Masa Suhu
1 Blok peroksida 5 minit Suhu bilik
Larutan penimbal PBS 5 minit Suhu bilik

Larutan penimbal PBS 5 minit Suhu bilik
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2 Biotinilasi antibodi primer Semalaman 4°C
Larutan penimbal PBS 5 minit Suhu bilik
Larutan penimbal PBS 5 minit Suhu bilik
3 Streptavidin-peroksida 15 minit Suhu bilik
Larutan penimbal PBS 5 minit Suhu bilik
Larutan penimbal PBS 5 minit Suhu bilik
4 DAB" substrat-kromogen 10 minit Suhu bilik
Air milliQ 10 minit Suhu bilik

Slaid tisu dibiarkan kering dalam kebuk wasap pada suhu 37 °C semalaman.
Kemudiannya, slaid tisu dibersihkan dengan merendamkannya ke dalam xilena selama
satu hingga dua minit pada hari berikutnya. Penutup slaid dilekatkan ke atas slaid tisu
dengan menggunakan pelekap DPX dan kemudiannya dibiarkan kering pada suhu bilik
semalaman. Akhir sekali, selimunoreakfif tifosina hidroksilase (TH") dikifa i)ada setiap
14 um keratan tisu secara-individu-yang dijarakkan-sekitar 50 um dengan sekurang-

kurangnyatiga keratan setiap otak dan dua otak untuk setiap kumpulan kajian.

-~

y
f

3.4.6 Kajian Pemperoksidaan Lipid )

Kajian pemperoksidaan li/pid;\/dilaksanakan dengan menggunakan TBARS
Quantichrom™ Assay Kit./Ba/han/‘reaktif asid thiobarbiturik (TBARS) adalah produk
akhir (terutamanya ’nrlalomdialdehid, MDA) yang terbentuk semasa penguraian produk
pemperoks’id’éanglipid. Peningkatan tahap TBARS dapat ditunjukkan dalam serangan

oksidatif komponen sel daripada ROS.

a. Penyediaan Sampel

Sekitar 20 mg tisu otak diletakkan ke dalam tiub Ependorf yang mengandungi 200 pL
larutan penimbal PBS yang sejuk. Tisu otak tersebut kemudiannya dihomogenkan
dengan menggunakan alu penggiling tisu secara manual. Sebanyak 100 pL tisu lisat
dimasukkan ke dalam tiub ependorf yang berisipadu 1.5 mL. Seterusnya, sebanyak 200
pL 10 % TCA yang sejuk ditambah ke dalam 100 pL tisu lisat tadi. Campuran tersebut
dieramkan di atas ais selama lima minit sebelum diemparkan pada kelajuan 14 000 rpm
selama lima minit. Sebanyak 200 pL supernatan dipindahkan ke tiub Ependorf yang

baru untuk prosedur seterusnya.
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b. Prosedur Asai Kolorimetrik

Mandian air disediakan dengan menetapkan suhu pada 100 °C. Kesemua reagen

diseimbangkan untuk mencapai suhu bilik.

i. Piawai

Tiub piawai diemparkan sekejap untuk menyebatikan sebarang MDA yang mungkin
tersangkut pada penutup atau di sis tiub. Sebanyak 4 pL. 6 M MDA dicampurkan dengan
2396 pL air milliQ untuk mendapatkan 10 mM MDA. Seterusnya, 30 puM MDA
disediakan dengan mencampurkan 3 pul. 10 mM MDA dengan 997 pL air milliQ.
Piawaian seterusnya dicairkan seperti yang ditunjukkan dalam Jadual 3.8. Sebanyak

200 pL setiap piawai dipindahkan ke dalam tiub ependorfyang berlabel masing-mésing.

Jadual 3.8 Penyediaan pencairan bersiri MDA

No. 30 uM MDA + H:0 Isipadu (uL) MDA (uM)
1 300 uL + 0 pL = C_300 30.0
2 180 L+ 120 pL _ < £ < <" 300 18.0
3 90 uLL +210 pIt 300 9.0
4 0 uL #3004k~ 300 0.0
ii. Sampel / |

Sebanyak 200 uL setiap sampel dipindahkan ke dalam tiub Ependorf secara berasingan.

Ui, Reaksi warna

Sebanyak 200 pL reagen TBA ditambahkan ke dalam setiap piawai dan sampel masing-
masing. Tiub-tiub tersebut divortexkan supaya campuran dapat digaul sebati.
Kemudiannya, kesemua tiub dieramkan dalam mandian air pada suhu 100 °C selama
60 minit. Selepas itu, kesemua tiub diambil keluar dari mandian air dan dibiarkan
menyejuk sehingga suhunya sama dengan suhu bilik. Tiub-tiub tersebut divortexkan
semula sekejap untuk memastikan campuran dapat digaul sebati. Sebanyak 100 pL
piawai dan sampel dari setiap tiub dipindahkan secara duplikat ke dalam plat telaga 96.
Bacaan OD kemudiannya dibaca pada 535 nm (525 hingga 545 nm) dengan

menggunakan Multiskan Go monochromator microplate reader.
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iv. Penentuan kepekatan TBARS

OD kosong (bacaan dari piawai bernombor empat) ditolak daripada semua nilai piawai
dan sampel. Graf AODs3s nm terhadap kepekatan piawai diplotkan dan kecerunan

lengkuk piawai dapat ditentukan seperti dalam Rajah 3.3.

TBARS

y =0.0263x + 0.0032

0.5 R?=10.9995

AOD 535 n
(=}
N

0 5 10 15 g 020 25 30 35
DA}, uM
- MDA B

P el

e oL
Rajah 3.3 @Graf AODs3s um terhadap kepekatan piawai

Pengiraan kepek'atan TBARS dalam setiap sampel dapat dilakukan dengan

menggunakan formula yang berikut:

R sampel — R kosong

TBARS| =
[ ] Cerun (uM~—1)

X n (bersamaan pM MDA)

3.47 Ujian ELISA untuk Dopamin

Ujian ELISA untuk dopamin dilaksanakan dengan menggunakan kit ELISA Dopamin
Ikan.

a. Penyediaan sampel

Sekitar 10 mg tisu otak diletakkan ke dalam tiub Ependorf yang mengandungi 90 uL
larutan penimbal PBS yang sejuk. Tisu otak tersebut kemudiannya dihomogenkan

dengan menggunakan alu penggiling tisu secara manual. Sampel tisu hendaklah
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dikendalikan pada suhu 4 °C. Supernatan dikumpulkan dengan berhati-hati untuk
prosedur ujian ELISA seterusnya selepas sampel tisu diemparkan pada kelajuan 2500

rpm selama 20 minit.

b. Prosedur ujian ELISA
i. Pencairan piawaian

Sebanyak 10 telaga diperlukan untuk piawaian dalam plat jalur mikroelisa. Pertama
sekali, sebanyak 100 pL larutan piawai dan 50 pL penimbal pencairan piawai
ditambahkan ke dalam telaga 1 dan telaga 2 masing-masing dan memastikan campuran
tersebut dapat digaul sebati. Kemudiannya, sebanyak 100 L larutan dari setiap-telaga
1 dan telaga 2 dipindahkan ke-dalam telaga 3 dan telaga-4 masing-masing. /Pada'/hlasa
yang sama, sebanyak 50-pL-larutan piawai ditambahkan ke dalam telaga-3 dan telaga 4
dan memastikan campuran tersebut dapat digaul sebati.-Selepas itu, sebanyak 50 pL
larutan dibuang dari telaga 3 dan telaga 4. S/ement;m itu, sebanyak 50 pL larutan
dipindahkan dari telaga 3 dan telaga 4 ke dal l,arn 1 felaga 5 dan telaga 6 masing-masing.
Kemudiannya, sebanyak 50 pL larutan p1awa1 ditambahkan ke dalam telaga 5 dan
telaga 6 dan memastikan gampur/an»tersebut dapat digaul sebati. Sebanyak 50 puL larutan
dipindahkan dari telaga I‘5 dan t/elaga 6 ke dalam telaga 7 dan telaga 8 masing-masing.
Pada ketika itu, sebanyak 50 uL larutan piawai ditambahkan ke dalam telaga 7 dan
telaga 8’da"n/memastikan campuran tersebut dapat digaul sebati. Sebanyak 50 pL larutan
dipindahkan dari telaga 7 dan telaga 8 ke dalam telaga 9 dan telaga 10 masing-masing.
“Sementara itu, sebanyak 50 pL larutan piawai ditambahkan ke dalam telaga 9 dan telaga
10 dan memastikan campuran tersebut dapat digaul sebati. Akhirnya, sebanyak 50 puL
larutan dibuang dari telaga 9 dan telaga 10. Selepas pencairan piawaian, jumlah isipadu
dalam setiap telaga ialah 50 pL dan kepekatannya ialah 150 pg/mL, 100 pg/mL, 50
pg/mL, 25 pg/mL, dan 12.5 pg/mL masing-masing.

ii. Sampel

Salah satu telaga dalam plat jalur mikroelisa dibiarkan kosong sebagai kawalan.
Sementara itu, sebanyak 40 pL penimbal pencairan sampel dan 10 pL sampel
ditambahkan ke dalam setiap telaga sampel. Perkara yang paling penting ialah sampel

hendaklah dimasukkan terus ke bahagian bawah telaga tanpa menyentuh dinding telaga.
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Kemudiannya, campuran tersebut dicampurkan dengan menggoncang perlahan plat
jalur mikroelisa. Seterusnya, plat jalur mikroelisa ditutup dengan membran penutup plat

dan dieramkan dalam ketuhar pada suhu 37 °C selama 30 minit.

ii. Prosedur mencuci

Penimbal pencuci pekat dicairkan dengan air suling yang bersamaan dengan nisbah
1:30. Membran penutup plat ditanggalkan dengan berhati-hati, campuran diaspirasikan
dari setiap telaga dan diisi semula dengan larutan pencuci yang telah siap dicairkan.
Larutan pencuci dibuangkan selepas meninggalkannya selama 30 saat. Prosedur
mencuci ini diulangi sebanyak lima kali. Sebanyak 50 pL reagen konjugat enzim HRP
ditambahkan ke dalam setiap telaga kecuali telaga kawalan kosong. Selepas itu, plat
jalur mikroelisa ditutup dengan membran penutup plat dan dieramkan dalam ketuhar
pada suhu 37°C selama 30 minit, diikuti dengan prosedur gnencﬁci lagi éebanyak lima

Kali. e

.

-

iv. Reaksi warna ¢

VS T

Prosedur mewarna ini perlu”dilaksanakan dengan melindunginya daripada cahaya.
Sebanyak 50 pL larutan l;rofno/g,;en A dan 50 pL larutan kromogen B ditambahkan ke
dalam setiap ‘telaga, | campuran tersebut kemudiannya dicampurkan dengan
menggoncang perlahan plat jalur mikroelisa dan dieramkan dalam ketuhar pada suhu
37/ °C selama 15 minit. Akhirnya, sebanyak 50 pL larutan berhenti ditambahkan ke
“dalam setiap telaga untuk menamatkan tindak balas reagen-reagen dalamnya.
Sementara itu, warna larutan dalam telaga berubah dari biru kepada kuning. Bacaan OD
kemudiannya dibaca dalam masa 15 minit selepas menambah larutan berhenti pada 450

nm dengan menggunakan Multiskan Go monochromator microplate reader.

V. Penentuan kepekatan dopamin

Graf AOD4so nm terhadap kepekatan piawai dopamin diplotkan seperti dalam Rajah 3.4.
Sementara itu, kepekatan piawai dopamin ikan yang diketahui dan bacaan OD yang
sepadan diplot pada skala log (paksi-x) dan skala log (paksi-y) masing-masing seperti
dalam Rajah 3.5. Kepekatan dopamin ikan dalam sampel dapat ditentukan dengan

memplotkan OD sampel pada paksi-y.
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Rajah 3.5 Graf Log AOD450 nm terhadap Log (kepekatan piawai dopamin)

Pengiraan kepekatan dopamin ikan dalam setiap sampel dapat dilakukan dengan

menggunakan formula yang berikut:

Log AOD + 1.5657
Cerun

Log [Dopamin Ikan] =
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3.4.8 Ujian Respirasi Mitokondria

Ujian respirasi mitokondria ini dilaksanakan dengan menggunakan MitoPlate™ I-1.

a. Penyediaan mitokondria terpencil

Sekitar 300 mg tisu otak diletakkan ke dalam tiub Ependorf yang mengandungi 1.5 mL
larutan penimbal pencuci. Tisu otak tersebut kemudiannya dicincang dan diletakkan ke
dalam penghomogen Dounce yang telah disejukkan. Larutan penimbal pengasingan
mitokondria ditambahkan ke dalam penghomogen yang mengandungi tisu otak tersebut
sehingga isipadu larutan mencapai 2 mL. Alu A yang disertakan dalam Mitochondria
Isolation Kit for Tissue digunakan untuk mencincang tisu otak pada permulaan selama
20 kali, diikuti dengan alu-B-unttik mencincang tisu otak-dengan lebih halué selafa 15
kali. Homogenat tersebut-kemudiannya-dituangkan-ke-dalam tiub ependorf yang
berisipadu 2 mL dan diemparkan pada 1,000 x g selama 10 minit pada suhu 4 °C.
Supernatan dikumpulkan dengan berhati-hat/i/ dan /dipisahkan ke dalam dua tiub
Ependorf yang berbeza secara sama rata, L/ajilfl@’l f;enimbal pengasingan mitokondria
ditambahkan ke dalam kedua-d/ug ﬁyi) eperflorf tadi yang mengandungi supernatan
tersebut sehingga isipadu Larﬁta/rf mencapai 2.0 mL. Supernatan tersebut diemparkan
pada 12,000 x g selarha I15 rriin;t pada suhu 4 °C. Pellet dikumpulkan dan dicuci dalam
1 mL larutan-penimbal pengasingan mitokondria yang ditambah dengan 10 pL koktel
perencat ’p"rotease. Campuran tersebut diemparkan pada 12,000 x g selama 15 minit
pada suhu 4 °C. Pellet dalam campuran tersebut dikumpulkan dan dicuci semula dengan
“ulangi langkah membasuh tadi. Campuran baharu ini diemparkan pada 12,000 x g
selama 15 minit pada suhu 4 °C. Pellet dalam campuran tersebut dikumpulkan dan
dituangkan ke dalam 500 pL larutan penimbal pengasingan mitokondria yang ditambah
dengan 5 pL koktel perencat protease. Mitokondria terpencil ini disimpan dalam peti

sejuk beku pada suhu -80 °C sebelum digunakan untuk kajian seterusnya.
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b. Prosedur kuantifikasi kepekatan mitokondria terpencil
i. Penyediaan reagen

Bagi menyediakan larutan kerja untuk plat telaga 96, sebanyak 192 puL reagen tembaga
dicampurkan dengan 9408 pL reagen BCA yang bersamaan dengan nisbah 1 : 50.

Larutan kerja ini stabil selama beberapa hari setelah dibuat.

ii. Penyediaan lengkuk piawai

Sebanyak 8 tiub Ependorf diperlukan untuk melakukan pencairan bersiri bagi
menyediakan larutan piawai yang berkepekatan 32 pg, 16 ug, 8 ug, 4 pg, 2 pg, 1 ug,
0.5 pg dan 0 pg. Pertama sekali, sebanyak 256 pL larutan stok piawai BSA dqngan
kepekatan pada 10 mg/mL dan 144 puL penimbal pencairan piawai ditambahkan ke
dalam tiub ependorf yang berlabel ‘8’ dan memastikan campuraﬁ terseblit dapat digaul
sebati. Kemudiannya, sebanyak 200 pL larutan darl tiub ependorf yang berlabel ‘8’ dan
200 pL penimbal pencairan piawai dltamb@kan ke dalam tiub ependorf yang berlabel
“7°. Pencairan bersiri larutan piawai »seterusnyé dicairkan seperti yang ditunjukkan

dalam Jadual 3.9. ot S |)
P X /

>

i 'Jadpal 3.9 Penyediaan pencairan bersiri piawai BSA

Tiub~_  Larutan BSA (nL) Penimbal pencairan piawai (uL) 50 nLL
g Larutan stok (256) 144 32.0 pg
7 Tiub 8(200) 200 16.0 pug
6 Tiub 7 (200) 200 8.0 ng
5 Tiub 6 (200) 200 4.0 pug
4 Tiub 5 (200) 200 20pg
3 Tiub 4 (200) 200 1.0 pg
2 Tiub 3 (200) 200 0.5png
1 - 200 Opg
iii. Sampel

Sampel dicairkan supaya kepekatannya berada dalam julat 0.01 — 0.6 mg/mL. Sebanyak
50 pL larutan piawai atau sampel dipipet ke dalam telaga secara duplikat pada plat
telaga 96. Sebanyak 100 pL larutan kerja ditambahkan ke dalam setiap telaga yang
mengandungi larutan piawai atau sampel. Plat telaga 96 digoncang dengan perlahan

untuk memastikan campuran tersebut dapat digaul sebati. Selepas itu, plat telaga 96
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tersebut dieramkan dalam ketuhar pada suhu 37 °C selama 30 minit. Akhirnya, plat
telaga 96 dibiarkan di luar sehingga suhunya mencapai suhu bilik sebelum membaca
OD pada 562 nm dengan menggunakan Multiskan Go monochromator microplate

reader.

iv. Penentuan kepekatan mitokondria

Pengkuantitian mitokondria ditentukan secara tidak langsung melalui analisis
kepekatan protein keseluruhan dengan menggunakan Bicinchoninic acid (BCA) Protein
Quantification Kit (Cat #ab102536, Abcam, USA). Pendekatan ini diaplikasikan
berdasarkan protokol piawai dan syor teknikal daripada pihak pengilang, yang
menetapkan penggunaan kepekatan protein sebagai parameter penentu bagi kg/antiti
mitokondria dalam sampel biologi. Dalam konteks ini, kepekatan protein keseluruhan
berfungsi sebagai proksi bagi densiti mitokondria, merﬁandangi(an biojisim
mitokondria secara dominannya terdiri daripada 70 %pr&éin dalam membran dalaman
mitokondria (Cooper 2000). Oleh itu, taha /p Ke Qekatan protein yang dikesan adalah

berkadaran terus dengan kepekatan mltokondr/la di dalam sampel.
& <0
Prosedur ini dimul/aka/u/ déngan menolak nilai OD kosong (zero standard)
daripada semua niidi OD piawai dan sampel. Graf AODse nm yang diperbetulkan
terhadap k‘ep’ékatgan piawai protein diplotkan seperti dalam Rajah 3.6. Kepekatan protein
sampel diténtukan melalui interpolasi daripada lengkung piawai tersebut. Sebagai
/ alternatif, persamaan untuk garisan terbaik yang sesuai dengan piawai boleh digunakan

»

untuk menentukan kepekatan protein sampel.
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Rajah 3.6 Graf AODse2 nm yang diperbetulkan terhadap kepekatan piawai protein

P

C. Asai MitoPlate I-1 o

-

MitoPlate I-1 digunakan dalam kajian in/i %Lﬁli{nénguji fungsi mitokondria daripada
sel menggunakan perencat mitokondria-sebagai probe. Oleh itu, fungsi mitokondria
boleh diuji dengan mengul(ur/ s/ér\{sit/iviti mitokondria daripada 22 set perencat yang
berbeza. Asai ini boleh dilakukan dengan menggunakan substrat metabolik berbeza
yang menghgsilkah NA]BH (sebagai contoh, L-malate, a-ketoglutarat, D-isocitrate, L-
glutamat, D/-B-hydroxy-butyrate) atau FADH; (sebagai contoh, succinate, a-glycerol-
PO4). Setiap substrat melepaskan elektron ke dalam rantaian pengangkutan elektron
_mengikut laluan yang berbeza. Elektron bergerak dari permulaan (kompleks 1 atau 2)
ke bahagian distal rantaian pengangkutan elektron di mana pewarna redoks tetrazolium
(MC) bertindak sebagai penerima elektron terminal yang bertukar menjadi ungu selepas

proses penurunan berlaku.

i. Penyediaan reagen

Bagi menyediakan campuran tanpa substrat, sebanyak 84 puL 2x Biolog MAS, 56 uL
6% pewarna redoks tetrazolium dan 28 pL air steril diperlukan untuk telaga kawalan

negatif yang ditunjukkan dalam Jadual 3.10.
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Jadual 3.10 Isipadu komponen-komponen yang diperlukan untuk telaga kawalan

negatif
Komponen Isipadu setiap Isipadu setiap plat 1.4x tambahan
telaga untuk mempipet
2x Biolog MAS 15 uL 60 puL 84 uL
6x Pewarna redoks tetrazolium 10 uL 40 L 56 uL
Air steril 5uL 20 uL 28 uL

Manakala bagi menyediakan campuran dengan substrat, sebanyak 2100 pL 2x
Biolog MAS, 1400 pL 6% pewarna redoks tetrazolium 350 pL 24x sodium L-malate
dan 350 pL air steril diperlukan untuk semua telaga lain yang ditunjukkan dalam Jadual

3.11.

Jadual 3.11 Isipadu komponen-komponen yang diperlukan untuk semua telaga lain

Komponen Isipadu setiap Isipadu setiap plat 7 1.4x tambahan
telaga untuk mempipet
2x Biolog MAS 15.0 uL 1500.uL 2100 pL
6x Pewarna redoks tetrazolium 10.0 uL - 1000 puL 1400 uL
24x Sodium L-malate 2.5 uL P G\ 250 pL 350 uLL
Air steril 25000 L0 25040 350 L
ii. Reaksi warna r // )

Sebanyak 30 pL cdﬁpuﬂan tanpa substrat dipipetkan ke dalam telaga kawalan negatif
dan sebanyal; 307uL campuran dengan substrat dipipetkan ke dalam semua telaga yang
lain pada MitoPlate I-1. Selepas itu, sebanyak 30 pL mitokondria terpencil ditambahkan
ke setiap telaga MitoPlate I-1 di mana kepekatan akhir mitokondria diperolehi pada 25
pg dalam setiap telaga. Akhirnya, bacaan OD pada 590 nm berterusan selama enam jam
dengan selang lima minit atas pembentukan warna ungu dengan menggunakan

Multiskan Go monochromator microplate reader.

3.4.9 Analisis Statistik

Semua data dicatat dalam bentuk purata + ralat piawai min (SEM). Pakej Statistik untuk
Sains Sosial (SPSS) versi 26.0 digunakan untuk analisis statistik. Analisis data
dilaksanakan dengan menggunakan independent T-test dan/atau ANOVA diikuti
dengan post hoc Tukey’s test. Aras keyakinan 95 peratus (p < 0.05) digunakan untuk

menentukan aras kesignifikanan statistik.
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DAPATAN KAJIAN

4.1 ANALISIS MIKROSUSUN OTAK ZEBRAFISH ARUHAN ROTENONE
4.1.1 Profil Pengekspresan Gen Pembezaan (Differentially Expressed Gene, DEG)

Analisis mikrosusun telah dilakukan-bagi mengenal pasti profil pengeksprésan gen
pembezaan dalam otak zebrafish susulan pendedahan kepada rotenone. Berdasarkan
kriteria pemilihan yang ditetapkan, sebanyak 14 gen tg‘lah dikenal pasti mengalami
pengekspresan secara berbeza yang signifikan. Daripada J:ﬁmlah tersebut, sebanyak 13
gen menunjukkan peningkatan pengelfsprﬁtﬁ% yang signifikan dalam kumpulan
rotenone berbanding kumpulan kawalan, merangkumi gen mat2ab, Igals9ll, gzm3,
themis, zdhhc3b, ccl34b.4, ]cﬁ’/ c/mvl/ cd8a, deddl, tyrobp, il2rb, dan LOCI100331689
(Rajah 4.1, Jadual 4:1). Sebéiiknya, hanya gen LOC560232 yang menunjukkan
penurunan pcngekspresalln yang signifikan dalam kumpulan rotenone (Jadual 4.1).
Pemisahan /pfoﬁl transkriptom yang jelas melalui plot volkano dan peta haba
méﬁcerminkan impak neurotoksisiti rotenone yang mendalam terhadap langskap

~genetik otak antara kumpulan rotenone dan kawalan (Rajah 4.1).

Bagi memahami implikasi fungsi bagi DEG tersebut, analisis Gene Ontology
(GO) dan analisis laluan biologi telah dijalankan. Keputusan menunjukkan bahawa gen-
gen yang dikesan terlibat dalam proses imunologi, merangkumi laluan pengisyaratan
reseptor permukaan sel, pengaktifan dan pembezaan limfosit serta sel T, dan laluan
pengisyaratan yang dimediasi oleh reseptor antigen (Jadual 4.2). Seterusnya, pemetaan
laluan melalui pangkalan data WikiPathways mengenal pasti beberapa laluan biologi
kritikal yang berkaitan dengan patogenesis PD. Laluan pengisyaratan IL-2 dan laluan
pengisyaratan reseptor sel T dikesan sebagai laluan yang paling terjejas (Jadual 4.3).

Oleh itu, data transkriptomik ini membuktikan bahawa pendedahan rotenone



117

mencetuskan gangguan meluas pada sistem imun neuron dan integriti pengisyaratan sel

dalam otak zebrafish.

Jadual 4.1 Senarai DEG yang menunjukkan pengekspresan secara berbeza dalam

otak zebrafish susulan pendedahan rotenone

Gen Nama gen Pengawalaturan Nilai p
berbanding
dengan
kumpulan
kawalan
il2rb interleukin 2 receptor, beta 1 3.14 x 107
Ick LCK proto-oncogene, Src family tyrosine 1 4.96 x 108
kinase .
mat2ab methionine adenosyltransferase II, alpha b 1 1025107
Igals9ll lectin, galactoside-binding, soluble, 9 0 6.85% 10
(galectin 9)-like 1 I ¢
gzm3 granzyme 3 1 6.10 x 106
themis thymocyte selection associated o 1 5.71 x 10°®
zdhhc3b zinc finger, DHHC-type containing 3b\ - 1 6.77 x 106
ccl34b.4 chemokine (C-C motif) ligand /345,4uplicate 4 1 1.76 x 10
ciaol cytosolic iron-sulfur asse?nbly@on{ponent 1 1 5.84 x 107
cd8a Cluster of Differentiation 84 1 1.35 x 10°°
dedd] death effectoridomain-containing I 1 2.84 x 10
tyrobp TYRO p/rotein Hrosine kinase binding protein 1 2.90 x 103
LOC100331689 N | trac-like 1 1.82 x 107
LOC560232 «— — novel nacht domain containing protein ! 2.04 x 10
Jadual 4.2 Senarai Gene Ontology (GO) yang signifikan terkesan dalam model PD
aruhan rotenone
Aksesi GO Istilah GO Bilangan Nilai p
GO:0007166 Cell surface receptor signaling pathway 921 8.47 x 10
GO:0046649 Lymphocyte activation 44 6.62 x 10
G0:0002768 Immune response-regulating cell surface 34 3.95 x 10*
receptor signaling pathway

G0:0030098 Lymphocyte differentiation 33 3.72 x 10*
GO0:0046650

G0:0002429 Immune response-activated cell surface 32 3.49 x 10

receptor signaling pathway
GO:0042110 T cell activation 32 3.49 x 10
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GO0:0050851 Antigen receptor-mediated signaling pathway 27 2.48 x 10
G0:0030217 T cell differentiation 22 1.64 x 10
GO:0042112
GO:0046652

£
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Rajah 4.1 Analisis visual profil DEGs dalam otak zebrafish yang mendedah
kepada rotenone.
(a) Plot volkano yang menunjukkan variasi dalam ekspresi miRNA.
Garis mendatar menunjukkan perubahan lipatan sebanyak 2 kali ganda
(upregulasi dan downregulasi), manakala garis menegak mewakili nilai p
sebanyak 0.05. (b) Peta haba (heat map) menunjukkan pengawalaturan
DEGs (gen dengan nilai p yang diperbetulkan < 0.05 dan perubahan
lipatan mutlak melebihi 2)
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Jadual 4.3  Analisis laluan melibatkan penentuan laluan biologi yang signifikan
berdasarkan ekspresi DEGs dalam model PD

Nama laluan Nilai p Entiti yang Jumlah entiti
sempadan dalam laluan
Laluan pengisyaratan IL-2 3.34 x 10 2 63
Laluan pengisyaratan reseptor sel T 6.99 x 10 2 97
Pemetilan (Methylation) 4.64 x 107 1 10
Laluan pengisyaratan IL-5 2.16 x 102 1 54
Laluan pengisyaratan 1L-4 2.07 x 102 1 49
Laluan pengisyaratan IL-3 3.34 x 102 1 83
Laluan pengisyaratan Id 2.12 x 1072 1 47
Laluan pengisyaratan Delta-Notch 2.98 x 102 1 71
Laluan pengisyaratan reseptor sel B 5.08 x 102 1 127/

4.1.2 Kajian Pengesahan qPCR bagi DEGs (

Tahap ekspresi 13 DEGs telah dianalisis menggunakan ajién qPCR bagi mengesahkan
ketepatan data analisis mikrosusun. mRNA yang diekstrak daripada otak zebrafish
dalam kumpulan kawalan dan kumpulan roteﬁon’e digunakan untuk menjalankan ujian
qPCR. Hasil analisis qPCR menumukkan trend pengekspresan yang selari dengan
dapatan analisis mikrosusﬁril/“(/R;.jjah 4.1). Kajian qPCR menunjukkan peningkatan
ekspresi mat2ab, lg’dls%l , gzm3, themis, zdhhc3b, ccl34b.4, Ick, ciaol, cd8a, deddl,
tyrobp, il2rb, dan LOCI100331689 yang signifikan (p < 0.05) berbanding dengan
kumpufan -» Kawalan, manakala ekspresi LOC560232 menurun berbanding dengan

kumpulan kawalan.

a. Pengawal Selia Molekul dalam Pengisyaratan Sel T dan Limfosit T Sitotoksik

Analisis profil transkriptomik menunjukkan bahawa pendedahan kepada rotenone
mencetuskan pengaktifan ketara terhadap komponen imun sel dalam otak zebrafish.
Kumpulan rotenone menunjukkan peningkatan pengekspresan yang signifikan bagi gen
yang terlibat dalam fungsi limfosit T sitotoksik, iaitu gzm3 dan cd8a, berbanding
kumpulan kawalan (p < 0.001, Rajah 4.2). Selain itu, gen pengawal selia yang kritikal
dalam laluan pengisyaratan reseptor sel T (TCR), iaitu themis dan Ick, turut
menunjukkan peningkatan yang signifikan berbanding kumpulan kawalan (p < 0.001,

Rajah 4.2). Peningkatan ekspresi gen-gen ini mencerminkan permulaan neuroinflamasi
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yang agresif, di mana penglibatan sel T sitotoksik menyumbang kepada kemerosotan

integriti neuron dalam model PD ini.

Ekspresi Gen yang Terlibat dalam Limfosit T Sitotoksik dan
Pengisyaratan Sel T

—_
S

Ekspresi mRNA relatif
S = D W A L N O 0 O

gzm3 cdSa lck - _thémis

- -

m Kawalan m Rotenone

o

Rajah 4.2 Kesan pendedahan rotenone }erh/adap/ekspresi gen yang terlibat
dalam pengisyaratan sel T-dandimfosit T sitotoksik.
Kumpulan rotenone (5. pg/l:) méfunjukkan peningkatan pengekspresan
yang signifikan bagi gen yang terlibat dalam Limfosit T sitotoksik (gzm3
dan cd8a) serta /gén pengawal selia pengisyaratan reseptor sel T (Ick dan
themis) berbanding kumpulan kawalan.
(n=7 seltiap kumpulan; ** p <0.001)

P

b. P’éi;gaival;turan Mikrogliosis dan Tindak Balas Sitokin (IL-1)

-

-~

- " Pendedahan rotenone didapati menggangu pengawalaturan mikrogliosis dan lata
J‘pengisyaratan sitokin pro-keradangan. Kumpulan rotenone menunjukkan peningkatan
pengekspresan yang signifikan pada syrobp (p < 0.001, Rajah 4.3), iaitu penanda
molekul kritikal yang mengawal selia pengaktifan mikroglia. Selari dengan
mikrogliosis tersebut, gen-gen yang dikaitkan dengan tindak balas sel terhadap
interleukin-1 (IL-1), iaitu il2rb (p < 0.001) dan ccl34b.4 (p < 0.05), turut menunjukkan
peningkatan pengekspresan yang signifikan berbanding kumpulan kawalan (Rajah 4.3).
Penemuan ini menunjukkan bahawa rotenone mencetuskan persekitaran neuroinflamasi

yang progresif melalui pengaktifan sel glia dan modulasi laluan pengisyaratan sitokin

IL-1.
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Ekspresi Gen yang Terlibat dalam Mikrogliosis dan
Tindak Balas Sel terhadap IL-1
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Rajah 4.3 Kesan pendedahan rotenone terhadap ekspresi gen berkaltan
mikrogliosis dan tindak balas sitokin. -
Peningkatan pengekspresan gen tyrobp menunluid(an pengaktifan
mikrogliosis, manakala peningkatan gen i/2xb dan-cc/34b.4 menandakan
pengaktifan lata pengisyaratan interleukin datam otak zebrafish aruhan
rotenone (5 ng/L) berbanding ulan-kawalan.
(n =7 setiap kumpulan; * p <0.05, **¥ p <0.001)

P _

Ve

/“\ L P
c. Pengawalaturan Prgse/ /Apgptosm dalam Neurodegenerasi
Vi

»

Bagi menilai impak/rotenone terhadap kemandirian sel, pengekspresan gen yang terlibat
dalam ngekgﬁsn;é apoptosis telah dianalisis. Hasil kajian ini menunjukkan peningkatan
yang ,signiffkan dalam ekspresi gen deddl berbanding kumpulan kawalan (p < 0.001,
) Rajah 4.4). Memandangkan dedd] berperanan sebagai pengawal selia penting yang
Jberinteraksi secara langsung dengan kaspase dalam fasa pelaksanaan apoptosis,
peningkatan ekspresi ini mengesahkan bahawa kemerosotan populasi neuron dalam
model zebrafish adalah didorong oleh pengaktifan laluan apoptosis susulan pendedahan

rotenone.
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Ekspresi Gen
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Rajah 4.4 Kesan pendedahan rotenone terhadap ekspresi gen pengawal selia
apoptosis (dedd]). Q
Kumpulan rotenone (5 pg/L) menunjukkan pefingkatan ekspresi gen
dedd]l yang signifikan berbanding kumpulan kawalan, yang memberikan
indikasi terhadap induksi apoptosigdalam etak zebrafish aruhan
rotenone. —f~—= j '

(n =17 setiap kumpulay; *p <0.001)

Y

piss
4.2 PENCIRIAN MODPEL ’Pp ARUHAN ROTENONE PADA ZEBRAFISH

/

AN I
4.2.1 Gangguan_Aktiviti Lokomotor dan Manifestasi Fenotip Keresahan akibat
Pendedahan Rotenone

‘ Pe/nilaian aktiviti lokomotor melalui ujian tangki baharu dilakukan bagi mengkaji
“impak pendedahan rotenone (5 pg/L) secara kronik selama 28 hari terhadap profil
tingkah laku zebrafish. Hasil kajian ini mendapati kumpulan rotenone mengalami
penurunan jumlah jarak berenang keseluruhan secara signifikan berbanding kumpulan
kawalan (p < 0.05, Rajah 4.5), yang menandakan bermulanya disfungsi motor yang
menyerupai gejala PD. Selain itu, kumpulan rotenone menghabiskan masa yang lebih
lama di zon bawah tangki secara signifikan berbanding kumpulan kawalan (p < 0.001,
Rajah 4.6). Kecenderungan kumpulan rotenone terhadap zon bawah tangki ini (Rajah
4.7), bukan sahaja mencerminkan kemerosotan fungsi lokomotor, tetapi juga
merupakan manifestasi jelas terhadap peningkatan tingkah laku menyerupai keresahan

(anxiety-like behavior) akibat kesan neurotoksisiti rotenone.
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Rajah 4.5 Analls;s jumlah jarak berenang kescluruhan zebraﬁsh selama llma
minit.
Pendedahaﬂkepaderretenen&(éﬁgﬂj}seeafﬁrkromk mengaklbafEan
penurunan jarak renangan yang signifikan berbanding kumpulan
kawalan, yang menandakan gangguan pada aktiviti lokomotor.
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Rajah 4.6 Perbandingan masa berenang (s) antara Zon Atas dan Zon Bawah
dalam ujian tangki baharu.
Kumpulan rotenone (5 pg/L) memanifestasikan tingkah laku keresahan
yang signifikan dengan menghabiskan masa yang lebih lama di zon
bawah tangki berbanding kumpulan kawalan.
(n = 55 setiap kumpulan; ** p < 0.001)
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Kawalan Rotenone

Rajah 4.7 Penjejakan video berkomputer yang menunjukkan trajektori
pergerakan zebrafish dalam tangki selama lima minit.
Kumpulan kawalan menunjukkan corak renangan aktif yang
merangkumi keseluruhan ruang tangki, berbanding kumpulan rotenone
(5 pg/L) yang menunjukkan trajektori yang terhad dan cenderung
tertumpu di zon bawah tangki, yang mencerminkan kesan gabungan .
antara disfungsi motor dan peningkatan tingkah laku keresahan.
(Zon atas tangki = kotak berwarna-merah, _ 4
zon bawah tangki = kotak berwarna hijau; . P
n = 55 setiap kumpulan) (

- -

4.2.2 Tindak Balas Gen Pertahanan Endogen (mi2 daii smtb) akibat Pendedahan
Rotenone a

%5 )
P .\
Analisis qPCR dilakukan bagi menilai tindak balas pertahanan sel terhadap tekanan

-~

sitotoksik yang dicetuskan /()Le?\ Tpendedahan kepada rotenone. Hasil kajian ini
menunjukkan kumpulan/ré‘geﬁpné' meningkatkan ekspresi gen mt2 dan smtb yang
signifikan berbandi’ﬁé kumpulan kawalan (p < 0.001, Rajah 4.8). Peningkatan ekspresi
yang kc/targ"ﬁi mencerminkan pengaktifan mekanisme perlindungan endogen sebagai
:[indak balai§ pampasan terhadap beban toksik serta kerosakan sel yang dicetuskan oleh

tekanan oksidatif dan keradangan dalam sistem neuron.
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Ekspresi Gen m¢2 and smtb
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Rajah 4.8 Kesan pendedahan rotenone terhadap ekspresi genmz2 dansmtb
pada otak zebrafish.
Kumpulan rotenone (5 pg/L) menunjukkan p@mngkatan pengekspresan
gen yang signifikan berbanding kumpulan kawalan
(n =7 setiap kumpulan; ** p < OF,QOI) >

~ / o AL
4.2.3 Induksi Lata Sitokin Pro-keradangan (il-la, il-1b, cox-2 dan tnf-a) akibat
Pendedahan Rotenone “
[ / v

Analisis qPCR ini ;iﬁakukan bag1 menilai tahap tindak balas keradangan dalam otak
zebrafish susulaﬁ pende!dahan kepada rotenone. Berdasarkan hasil yang diperoleh,
kumpulan r/otenone menunjukkan peningkatan pengekspresan yang signifikan bagi
kesemua gen sitokin pro-keradangan yang dikaji, iaitu il-1a, il-1b, cox-2 dan tnf-a,
“berbanding kumpulan kawalan (p < 0.001, Rajah 4.9). Peningkatan tahap ekspresi yang
paling ketara diperhatikan pada gen il-7/b dan il-la, yang menunjukkan perbezaan
lipatan (fold change) yang tinggi berbanding kumpulan kawalan. Data ini mengesahkan
bahawa model ini berjaya mensimulasikan lata keradangan yang merupakan pemacu

utama neurodegenerasi dalam patogenesis PD.
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Ekspresi Gen Sitokin Pro-keradangan
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Rajah 4.9 Kesan pendedahan rotenone terhadap ¢kspresi gen sitokin pro-
keradangan dalam otak zebrat}sh. f \ 1
Kumpulan rotenone (5 pg/L)/menuﬁ?jukkan peningkatan ekspresi gen il-
la, il-1b, cox-2 dan tnf-a Yaﬁg\s//ig ifikan berbanding kumpulan
kawalan sebagai indikasi tindak balas neuroinflamasi.
m=7 setia&mﬁl}ylaﬂ; ** p<0.001)

T N

A Ve
4.2.4 Kemerosotan-Sokongan Neurotropik (bdnf) akibat Pendedahan Rotenone
P I

o~
Analisis -terhadap” pengekspresan gen perlindungan neuron (bdnf) dilakukan bagi
gnerﬁiai kesan pendedahan rotenone terhadap sokongan kemandirian neuron dalam otak

-

J‘zebraﬁsh. Hasil kajian ini mendapati kumpulan rotenone mengalami penurunan
pengekspresan gen bdnf yang signifikan berbanding kumpulan kawalan (p < 0.001,
Rajah 4.10). Kemerosotan sokongan neurotropik ini meningkatkan kerentanan neuron
terhadap kerosakan oksidatif dan apoptosis, yang seterusnya menyumbang kepada

kemerosotan integriti neuron secara progresif.
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Rajah 4.10 Kesan pendedahan rotenone terhadap ekspresi gen/perllndungan
neuron (bdnf) pada otak zebrafish.
Kumpulan rotenone (5 pg/L) menunjukkan kﬂ@erosotan pengekspresan
gen bdnf yang signifikan berbanding kumpulan kawalan, yang
menandakan pengurangan sokongan neurotfoplk akibat pendedahan

rotenone.
(n =17 setiap kumpulan *3 ;/ <0.001)

4.2.5 Disregulasi Sistem Dgpaminerglk (dat, thl dan th2) dan Kemerosotan Populasi
Neuron DA akibat l‘end’ /d:fflan Rotenone

Analisis qPQ.R dan 1mrr|1un0h1stok1m1a terhadap sistem dopaminergik mendedahkan
kerosakan 81stem dopamlnerglk yang ketara dalam otak zebrafish susulan pendedahan

< fotenone. Hasil kajian mendapati pengekspresan gen pengangkut DA (dat), mengalami
~penurunan yang signifikan berbanding kumpulan kawalan (p < 0.001, Rajah 4.11),
menandakan kehilangan DA terminal sinaps. Sebaliknya, pengekspresan gen yang
terlibat dalam biosintesis dopamin, iaitu th/ dan 2, menunjukkan peningkatan yang
signifikan dalam kumpulan rotenone berbanding kumpulan kawalan (p < 0.001, Rajah

4.11) dianggap sebagai mekanisme pampasan bagi mengatasi defisit dopamin.

Sehubungan dengan itu, bukti kerosakan sistem dopaminergik ini
diperkukuhkan melalui analisis imunohistokimia terhadap populasi neuron DA
dilabelkan dengan antibodi TH (sel TH"). Sel TH" dapat diperhatikan dalam lima
bahagian otak zebrafish yang berbeza termasuk telensefalon, praoptik, diensefalon,

pratektal dan rombensefalon. Secara umumnya, saiz dan bentuk sel TH" adalah berbeza,
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di mana saiz neuron yang kecil dan berbentuk bulat ditemui dalam bulba olfaktori
manakala saiz neuron yang lebih besar dengan unjuran dendritik dapat ditemui dalam
lokus seruleus (LC) (Rajah 4.12). Penurunan bilangan sel TH" yang signifikan
diperhatikan secara meluas di kesemua populasi neuron DA di dalam otak zebrafish
berbanding kumpulan kawalan (Rajah 4.13). Analisis ini mendapati bahawa peratusan
kemerosotan sel TH" tertinggi berlaku di bahagian telensefalon (71 %, p < 0.001),
diikuti oleh pratektal (47 %, p < 0.001), praoptik (43 %, p < 0.001), rombensefalon (34
%, p <0.05), dan diensefalon (32 %, p < 0.001). Data penurunanan bilangan neuron ini
selari dengan disregulasi ekspresi gen berkaitan DA yang diperhatikan (Rajah 4.7), turut
mencerminkan impak neurotoksik rotenone yang bersifat meluas terhadap sistem

dopaminergik dalam model ini.
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"Ek\spresi mRNA relatif
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dat thl th2

m Kawalan ® Rotenone

Rajah 4.11 Kesan pendedahan rotenone terhadap ekspresi gen berkaitan
dopamin (dat, thl, dan th2) pada otak zebrafish.
Kumpulan rotenone (5 pg/L) menunjukkan kemerosotan pengekspresan
gen dat yang signifikan, namun menunjukkan peningkatan ekspresi gen
thl dan th2 berbanding kumpulan kawalan sebagai indikasi disregulasi
sistem dopaminergik. (n = 7 setiap kumpulan; ** p <0.001)
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Rajah 4.12 Kesan pendedahan rotenone terhadap populasi neuron DA di

pelbagai bahagian otak zebrafish.

Fotomikrograf keratan koronal pada pelbagai aras rostro-kaudal
menunjukkan taburan neuron yang dilabel dengan antibodi tirosina
hidroksilase (TH) dalam kumpulan kawalan dan kumpulan rotenone (5
pg/L). Kumpulan rotenone menunjukkan pengurangan kepadatan sel
TH' yang ketara di semua kawasan yang dikaji berbanding kumpulan
kawalan. Bahagian otak yang dikenal pasti merangkumi: OB, bulba
olfaktori; Dc, zon tengah kawasan telensefalik dorsal; PPa, bahagian
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anterior nukleus praoptik parvoselular; PPp, bahagian posterior nukleus

praoptik parvoselular; PPv, bahagian ventral nukleus pratektal
periventrikular; dan LC, lokus seruleus. Bar skala = 50 um
(n =5 setiap kumpulan)
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Rajah 4.13  Perbandingan bilangan sel TH* pada semua populasi neuron /di
dalam otak zebrafish antara kumpulan kawalan dan rotenone.
Kumpulan rotenone (5 1g/L) menunjukkan pengurangan bilangan sel
TH' yang signifikan di telensefalon, praoptik, diensefalon, pratektal,
dan rombensefalon berbanding kumpulan kawalan.
(n = 5 setiap kumpulan; * p <0.05, *i’fp <0.001)

C. A\
4.2.6 Peningkatan Tekanan Oksidatif /szJDlsjfungm Respirasi Mitokondria akibat
Pendedahan Rotenone ¢
/)“" “

Analisis terhadap tahap ﬁe;npeyoksidaan lipid dalam otak zebrafish dilakukan melalui
pengukuran bahan tlndak balas TBARS. Kaedah ini digunakan sebagai penanda piawai
untuk mengukur kepekatan MDA, iaitu hasil akhir pemperoksidaan lipid yang bertindak
balas dengan asid tiobarbiturik (TBA) bagi menentukan tahap tekanan oksidatif sel.

Hasil kajian ini mendapati bahawa kumpulan rotenone mencetuskan peningkatan tahap

TBARS yang signifikan berbanding kumpulan kawalan (p < 0.001, Rajah 4.14).
Kumpulan rotenone mencatatkan kepekatan MDA sebanyak 10.95 + 0.42 pM, iaitu
peningkatan sebanyak 1157% berbanding kumpulan kawalan (0.87 = 0.17 puM).
Peningkatan nilai TBARS yang drastik ini dapat mencerminkan kegagalan sistem
pertahanan antioksidan endogen dalam mengimbangi penghasilan ROS akibat
pendedahan rotenone, yang seterusnya menyebabkan kerosakan oksidatif meluas pada

membran lipid sel neuron.
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Rajah 4.14 Kesan pendedahan rotenone terhadap tahap pemperoksidaan lipid
(TBARS) dalam otak zebrafish. o ’
Kumpulan rotenone (5 pg/L) menunjukkan peningkatan kepekatan
MDA Yyang signifikan berbanding kumpulan kawalan, yang
menandakan penghasilan tekanan oksidatif yang tinggi.
(n = 8 setiap kumpulan; ** p <0.001).
/ p

Selari dengan kerosakan oksidati( profil respirasi mitokondria malalui plat

-~

MitoPlate I-1 menunjukkan Eaga)g‘dian bioenergetik yang nyata pada kumpulan yang
didedahkan kepada erenér}e.//Kﬁmpulan rotenone mampamerkan sifat ketahanan
(resistant) yang sigﬁfﬁkan terhadap perencat kompleks II (malonat dan karboksin) serta
meklizin béﬁ)aﬂding kumpulan kawalan (Rajah 4.15). Secara kuantitatif, kadar
penufunan//pewama redoks tetrazolium dalam kumpulan rotenone menunjukkan

penurunan sebanyak 60 % dan 58 % dalam kadar penurunan pewarna secara signifikan
/apabila masing-masing didedahkan kepada perencat malonat dan karboksin berbanding
dengan kumpulan kawalan (p < 0.001, Rajah 4.28). Sehubungan dengan itu, kumpulan
rotenone hanya mencatatkan kadar penurunan pewarna sekitar 20 % bagi kedua-dua
perencat tersebut (Rajah 4.16). Trend yang serupa diperhatikan pada perencat meklizin,
di mana kumpulan rotenone mempamerkan penurunan sebanyak 67 % dalam kadar
penurunan pewarna secara signifikan berbanding dengan kumpulan kawalan (p <0.001,
Rajah 4.28). Sehubungan dengan itu, kumpulan rotenone hanya mencatatkan kadar
penurunan pewarna sekitar 23 % bagi perencat meklizin (Rajah 4.16). Dapatan ini

mengukuhkan peranan disfungsi ETC sebagai salah satu mekanisme asas dalam model

PD zebrafish ini.
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Kawalan Rotenone
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Rajah 4.15 Peta fenetik tindak balas r p)ra‘g—ﬂntokondrla terhadap pelbagai
perencat mitokondri disasarkan kepada mitokondria antara
kumpulan kawalalfdan rotenone.

Peta ini menwn n perbezaan perubahan lipatan (fold change)
aktivit ,nft ) fa antara kumpulan kawalan dan rotenone (5 pg/L)
elama 6 jam. Penormalan nilai ketumpatan optik (optical density, OD)
< bagi se¢tiap kepekatan perencat pada panjang gelombang 590 nm (warna
o~ < ungu) terhadap nilai kawalan positif menggunakan plat MitoPlate™ I-
B // /=~ +" 1. (n= 30 setiap kumpulan; #p < 0.05, ##p < 0.001 berbanding
e - rotenone)
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Rajah 4.16

Kesan rotenone terhadap kinetik penurunan pewarna dalam
mitokondria dengan kehadiran perencat kompleks II (malonat dan
karboksin) dan meklizin.

Kumpulan rotenone (5 pg/L) menunjukkan profil rintangan yang lebih
tinggi terhadap perencat tersebut berbanding kumpulan kawalan, yang
menandakan gangguan sedia ada pada fungsi respirasi mitokondria

(n = 30 setiap kumpulan)

135



136

4.3 POTENSI NEUROPROTEKTIF PROTEIN HMT2 TERHADAP MODEL PD
PADA ZEBRAFISH

4.3.1 Pemulihan Aktiviti Lokomotor dan Pengurangan Fenotip Keresahan oleh hMT?2

Penilaian aktiviti lokomotor dilakukan bagi mengkaji potensi rawatan hMT2 dalam
memulihkan disfungsi motor yang dicetuskan oleh pendedahan rotenone (5 pg/L). Hasil
kajian mendapati bahawa intervensi melalui pendekatan pascarawatan hMT2 berjaya
meningkatkan jumlah jarak berenang secara signifikan berbanding kumpulan rotenone
(p <0.001, Rajah 4.17). Sebaliknya, kumpulan prarawatan hMT2 tidak menunjukkan
perbezaan yang signifikan dalam aktiviti lokomotor berbanding kumpulan rotenone,
mencadangkan bahawa kesan pemulihan motor adalah lebih berkesan melaiui

pendekatan pascarawatan hMT2 selepas permulaan kerosakan sel.

Bagi profil keresahan, kedua-dua pendekatan praraWafén dan pascarawatan
hMT2 menunjukkan keupayaan untuk mengurangkarn’ t/iriékah laku keresahan tersebut
dengan ketara. Kedua-dua kumpulafn | &rﬁ?watan dan pascarawatan hMT2
menghabiskan masa yang lebih lama menereka zon atas tangki berbanding kumpulan
rotenone (p < 0.001, Rajah 4. g)}Pénemuan ini turut disokong oleh data penjejakan
video berkomputer (Rajth/4.1/9), d1 mana kumpulan yang menerima rawatan hMT2

menunjukkar/lrcoga’k penérokaan ruang yang meluas, berbeza dengan trajektori renangan

kumpulan roténone yang terhad dan tertumpu di zon bawah tangki.
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Rajah 4.

17

Kesan”réwatan hMT?2 terhadap jumlah Jarak berenang ,keseluruhan
zebrafish-dalam tempoh lima minit. P

Kumpulan pascarawatan hMT2 menunjukkan pemngkatan aktiviti lokomotor
yang signifikan berbanding kumpulan rotenoné\manakala tiada perbezaan
signifikan diperhatikan bag1 kumpulan ,praraya\an hMT?2 (0.2 pg/ikan).

(n =55 setiap kumpulan, * p <0. 0} **p§0 001)
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Rajah 4.18  Kesan rawatan hMT2 terhadap taburan masa berenang di Zon Atas

dan Zon Bawah.

Kedua-dua kumpulan prarawatan dan pascarawatan hMT2 (0.2 pg/ikan)
menunjukkan pengurangan tingkah laku keresahan yang signifikan,
dibuktikan dengan peningkatan masa yang dihabiskan di zon atas serta

——— P W,
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pengurangan masa di zon bawah berbanding kumpulan rotenone (n = 55
setiap kumpulan, ** p <0.001).

Prarawatan hMT2

-

Rajah 4.19  Penjejakan video berkomputer yang menunjukkan trajektori
pergerakanfzebtla ish selepas rawatan hMT2.
Kumpulaﬁ\ra’\&affan hMT?2 (0.2 pg/ikan) menunjukkan corak renangan
yang lebih feluas dan aktif di zon atas tangki berbanding kumpulan
- “rotenohe yang menunjukkan pergerakan terhad di zon bawah tangki

== (Zon atas tangki = kotak berwarna merah,
A ¢ < zon bawah tangki = kotak berwarna hijau;
N v n = 55 setiap kumpulan)

' A.3.2 Modulasi Gen Pertahanan Endogen (m¢2 dan smtb) oleh hMT?2

Analisis qPCR dilakukan bagi menilai impak intervensi hMT2 terhadap
pengawalaturan gen MT, iaitu mt2 dan smtb, yang bertindak sebagai sistem pertahanan
endogen terhadap tekanan oksidatif dan ketoksikan logam. Hasil kajian ini mendapati
bahawa kedua-dua pendekatan prarawatan dan pascarawatan hMT2 menunjukkan
penurunan ekspresi gen m¢2 dan smtb secara signifikan berbanding kumpulan rotenone
(p <0.05, Rajah 4.20). Penurunan ini menunjukkan bahawa pemberian hMT2 eksogen
telah berjaya menstabilkan homeostasis redoks dan mengurangkan sitotoksik, yang
seterusnya mengurangkan keperluan sel untuk mengekspresikan gen perlindungan

endogen secara berlebihan.
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Rajah 4.20 Kesan.rawatan hMT2 terhadap ekspres1 gen mi2 dan smtb pada otak
zebrafish. ~
Kumpulan prarawatan dan pascarawatan hMT2 (0.2 pg/lkan)
menunjukkan penurunan pengekspresan gen yang 5 signifikan berbanding
kumpulan rotenone (n = 7 setiap kumpulan* p <0.05, ** p <0.001)
- A
4.3.3 Efikasi Anti-keradangan hMT2 11’/ zflul/ Penindasan Sitokin Pro-keradangan
(il-1a, il-1b, cox-2 dan tnf-a) oleh HMTZ

/A\\l
WS

Potensi anti- keradangan /hMT/Q/dlmlal melalui analisis qPCR terhadap sitokin pro-
keradangan dalam otak zebrafish. Kedua-dua pendekatan prarawatan dan pascarawatan
hMT?2 meg;(njukléan keupayaan dalam penurunan ekspresi gen bagi kesemua sitokin
yang ,dikaji/éecara signifikan berbanding kumpulan rotenone (p < 0.05, Rajah 4.21).

-

Penemuan ini mengukuhkan peranan hMT2 sebagai modulator imun yang berkesan

J

dalam mengurangkan tindak balas keradangan akibat pendedahan rotenone dalam

model PD ini.
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Ekspresi Gen Sitokin Pro-keradangan
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Rajah 4.21 Kesan rawatan hMT2 terhadap ekspresi gen sitokin pro-
keradangan. .
Peningkatan ekspresi gen il-1a, il-1b, cox-2;7dan tif-o akibat pendedahan
rotenone berjaya diturunkan secara sigfiifikafi melalui intervensi
prarawatan dan pascarawatan Ti{O.Z/ pg/ikan)
(n=7 setiap kumpulan; * p< 0.05, £ p <0.001)

P >

oy
4.3.4 Pemulihan Sokongan’ﬁeurotropik (bdnf) melalui Intervensi hM'T2
N\ Ve

»

-~

BDNF mempakilfi/protéin penting yang menyokong kemandirian, pembezaan, dan
keplasti{kaf;,?eurén. Hasil analisis qPCR menunjukkan bahawa intervensi hMT2
) behipﬁya memulihkan pengekspresan gen bdnf'yang terjejas akibat rotenone (p < 0.001,
Rajah 4.22). Menariknya, strategi prarawatan hMT2 menunjukkan trend pemulihan
yang lebih tinggi berbanding pascarawatan hMT2. Keadaan ini mencadangkan bahawa
hMT2 bertindak bukan sahaja sebagai agen anti-apoptosis, tetapi juga mampu
mengaktifkan semula laluan faktor pertumbuhan neuron untuk mengekalkan

keplastikan sinaptik daripada kerosakan secara progresif akibat pendedahan kepada

rotenone.
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Rajah 4.22 Kesan ‘rawatan hMT2 terhadap ekspresi gen perhndungan ne;lron
(bdnf).
Kerosakan neuron akibat pendedahan rotenone berjaya dipulihkan
melalui peningkatan ekspresi gen bdnf dalam kumpulan prarawatan dan
pascarawatan hMT2 (0.2 pg/ikan) gl =c].setiap-kumpulan; ** p <0.001)

P Y
o -
4.3.5 Pemulihan Sistem Dopaminergik (dat, 721 dan th2) dan Populasi Neuron DA oleh
hMT2 Ve an
grviy
r T B/

P

Integriti  sistem gepaminérgﬁ( merupakan parameter kritikal dalam menilai
keberkesana)} hMT2 sebagai agen neuroprotektif terhadap kerosakan neuron akibat
pendedahan kepada rotenone. Intervensi hMT2 didapati berjaya memulihkan semula
- Ckspresi gen pengangkut DA (dat) ke tahap basal yang setara dengan kumpulan
~“kawalan, yang menandakan pemulihan fungsi pengangkutan DA yang terjejas. Bagi gen
biosintesis DA (thl dan th2), rawatan hMT2, khususnya pascarawatan, didapati
berupaya menstabilkan semula ekspresi gen th/ dan th2 secara signifikan berbanding
kumpulan rotenone (p < 0.001, Rajah 4.23). Keadaan ini mencadangkan bahawa hMT2
bukan sahaja melindungi neuron daripada kematian, tetapi juga menstabilkan semula
fluks dopaminergik sehingga keperluan untuk sintesis DA yang berlebihan menerusi

thl/th2 tidak lagi diperlukan bagi mengekalkan tahap neurotransmiter yang optimum.

Analisis imunohistokimia ini mengesahkan keberkesanan hMT2 dalam
melindungi populasi neuron DA yang dikenal pasti melalui pelabelan antibodi TH

(Rajah 4.24). Peningkatan bilangan sel TH' yang signifikan dikesan merentasi semua
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bahagian otak, dengan pemulihan neuron tertinggi diperhatikan pada bahagian
telensefalon (125%, p < 0.001), diikuti oleh bahagian praoptik (62%, p < 0.001),
rombensefalon (50%, p < 0.05), diensefalon (40%, p < 0.001), dan pratektal (39%, p <
0.001) apabila dibandingkan dengan kumpulan rotenone (Rajah 4.25). Secara
keseluruhannya, dapatan ini menunjukkan prarawatan hMT2 menunjukkan kecekapan
yang lebih tinggi dalam mengekalkan kepadatan populasi neuron DA berbanding
pascarawatan. Fenomena ini memperkukuhkan peranan MT sebagai agen profilaksis
yang berkesan dalam mengekalkan integriti struktur neuron daripada kesan

neurotoksisiti rotenone.
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w
w W

N

Ekspresi mRNA relatif
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—
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mKawalan ' mRotenone Prarawatan hMT2  m Pascarawatan hMT2

Rajah 4.23 Kesan rawatan hMT2 terhadap ekspresi gen berkaitan dopamin
(dat, thl, dan th2).
Pemulihan ekspresi gen dat dan penstabilan semula ekspresi gen #41 serta
th2 menunjukkan pemulihan sistem dopaminergik oleh hMT2
(0.2 pg/ikan) (n = 7 setiap kumpulan; * p <0.05, ** p <0.001)
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Rajah 4.24 Kesan rawatan hMT2 terhadap populasi neuron DA di pelbagai

bahagian otak zebrafish.

Fotomikrograf menunjukkan perbezaan morfologi sel TH" antara kumpulan
kawalan, rotenone, dan kumpulan prarawatan serta pascarawatan hMT?2 (0.2
pg/ikan). Bahagian otak yang dikenal pasti merangkumi: OB, bulba
olfaktori; Dc, zon tengah kawasan telensefalik dorsal; PPa, bahagian anterior
nukleus praoptik parvoselular; PPp, bahagian posterior nukleus praoptik
parvoselular; PPv, bahagian ventral nukleus pratektal periventrikular; dan
LC, lokus seruleus. Bar skala = 50 um

(n =5 setiap kumpulan)
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Rajah 4.25 Perbandingan bilangan sel TH* pada semua/p\(/)pulasi neuron di
dalam otak zebrafish antara kumpulan l{awaldh, rotenone dan
rawatan hMT2 Y B
Rawatan hMT2 (0.2 ng/ikan) nggkaﬂ(aﬁ kemandirian neuron DA
secara signifikan berbanding Kunff uldn rotenone
(n =5 setiap kumpulan; * p< O.U{ ** p<0.001)
P @,

" VPN

4.3.6 Penurunan Tgkanﬁl‘l(~0\;sia;tif dan Pemulihan Respirasi Mitokondria oleh hMT?2
-

Penilaian jahgﬁ’“gemperloksidaan lipid melalui pengukuran TBARS dilakukan bagi
mqngkaji keberkesanan rawatan hMT2 dalam melindungi sel otak zebrafish daripada

. “ tekanan oksidatif. Hasil kajian ini mendapati bahawa rawatan hMT2, terutamanya
“melalui intervensi pascarawatan, menunjukkan keupayaan neuroprotektif dalam
menurunkan tekanan oksidatif akibat pendedahan rotenone. Rawatan hMT2
menurunkan tahap TBARS secara signifikan, dengan penurunan sebanyak 66 % bagi
prarawatan dan 85 % bagi pascarawatan berbanding kumpulan rotenone (p < 0.001,
Rajah 4.26). Keupayaan hMT2 mengekalkan tahap MDA yang rendah membuktikan

peranannya dalam menstabilkan integriti membran sel daripada serangan radikal bebas.
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Rajah 4.26 Kesan-rawatan hMT2 terhadap tahap pemperok51daan lipid
(TBARS) dalam otak zebrafish. o
Kedua-dua intervensi prarawatan dan pascarawatan hMT2 (0.2 pg/ikan)
berjaya menurunkan tekanan oksidatif yang disebabkan oleh pendedahan
kepada rotenone (n = 8 setiap kumpulan; * f)/< 0.05, ** p <0.001)

>

Dari aspek bioenergetik, rawété;l/;hMT2 berjaya memulihkan respirasi
mitokondria yang terjejas $cai)a s1gmf1kan akibat pendedahan kepada rotenone.
Analisis kolor1metr1 ini menunjukkan pemulihan sensitiviti ETC terhadap perencat
kompleks II dan meklhzm (p < 0.001, Rajah 4.27). Sejajar dengan pemulihan
keseimbanjgé;l rédoks, rawatan hMT2 didapati berupaya mengaktifkan semula fungsi
4 respifasi mitokondria melalui peningkatan aktiviti metabolik yang dinilai menggunakan
/ plat MitoPlate I-1 melalui kadar penurunan pewarna redoks tetrazolium. Penemuan ini
menunjukkan bahawa rawatan hMT2 meningkatkan semula aktiviti mitokondria secara
signifikan merentas hampir kesemua perencat yang diuji (p < 0.001, Rajah 4.28).
Rawatan hMT2 meningkatkan kadar penurunan pewarna redoks tetrazolium secara
signifikan, dengan peningkatan sebanyak 2.4 kali ganda bagi prarawatan dan 2.2 kali
ganda bagi pascarawatan apabila didedahkan kepada perencat malonat dan karboksin
berbanding kumpulan rotenone (p < 0.001, Rajah 4.28). Sehubungan dengan itu,
rawatan hMT2 mencatatkan kadar penurunan pewarna sekitar 50 % bagi kedua-dua
perencat tersebut, dengan peningkatan semula aktiviti mitokondria sekitar 30 %
daripada kumpulan rotenone (Rajah 4.29). Trend yang serupa diperhatikan pada
perencat meklizin, di mana rawatan hMT2 meningkatkan kadar penurunan pewarna

redoks tetrazolium secara signifikan, dengan peningkatan sebanyak 2.9 kali ganda bagi
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prarawatan dan 2.3 kali ganda bagi pascarawatan berbanding kumpulan rotenone (p <
0.001, Rajah 4.28). Sehubungan dengan itu, rawatan hMT2 mencatatkan kadar
penurunan pewarna sekitar 62 % bagi kedua-dua perencat tersebut, dengan peningkatan

semula aktiviti mitokondria sekitar 30 % daripada kumpulan rotenone (Rajah 4.29).

Intervensi prarawatan dan pascarawatan hMT2 masing-masing menunjukkan
peningkatan secara signifikan sebanyak 2.88 kali ganda dan 2.25 kali ganda dalam
kadar penurunan warna berbanding kumpulan rotenone (p < 0.001, Rajah 4.28).
Pemulihan ini turut melibatkan meklizin yang merupakan perencat bagi laluan
Kennedy, di mana hMT2 mengekalkan aktiviti respirasi sehingga 68 % berbanding
hanya 23 % dalam kumpulan rotenone (Rajah 4.29). Penemuan ini mencadangkan
bahawa mekanisme neuroprotektif hMT2 dalam memulihkan kecekapan /ETC “serta
mengimbangi semula metabolismefosfolipid-dan—respirasi ‘mitokoridria melalui

mitigasi kesan negatif rotenone terhadap laluan Kennedy:.

-~

i,

-
- "
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Kawalan Rotenone
1h 3h 6h 1h 3h 6h

Perencat kompleks I Rotenone
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Perencat kompleks I1 Malonat 7 w
Karboksin # #o
Perencat kompleks IT1 Antimisin A
Miksothiazol
Agen bukan pengganding FCCP
2.4-dinitrofenol
Tonofor Valinomisin
Kalsium klorida R
Bahan kimia lain Gosipol
Asid nordihidroguaiaretik
Polimiksin B
Anmitriptilin
Meklizin
Berberine
Aleksidin « 0
Diklofenak rd | '¢
Celastrol /\( j '
s -,
Papaverin ;

Perencat kompleks I Rotenone
Piridaben
Fenformin

Perencat kompleks I1 Malonat
Karboksin

Perencat kompleks III Antimisin A
Miksothiazol

Agen bukan pengganding FCCP S f
2 A-dinil i%g )
ITonofor ﬁli}mﬁ‘“

I\ Amitriptilin

Kalsium klorida

Bahan kimia la'?, < P
— Asid nordihidroguaiaretik
« W A Polimiksin B

Meklizin
Berberine
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Diklofenak
Celastrol
Trifluoperazin
Papaverin

Rajah 4.27 Peta fenetik kesan rawatan hMT2 terhadap tindak balas respirasi
mitokondria.
Peta ini menunjukkan perbezaan tindak balas respirasi mitokondria
kumpulan kawalan, rotenone, prarawatan, dan pascarawatan hMT2 (0.2
pg/ikan) dalam kehadiran perencat mitokondria yang disasarkan kepada
mitokondria selama 6 jam telah dihasilkan selepas penormalan nilai OD
bagi setiap kepekatan perencat pada panjang gelombang 590 nm (warna
ungu) terhadap nilai kawalan positif yang disertakan dalam plat
MitoPlate™ I-1.
(n =30 setiap kumpulan; #p < 0.05, ##p < 0.001 berbanding rotenone)
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Rajah 4.29 Kesan rawatan hMT2 terhadap Kinetik penurunan pewarna dalam
mitokondria dengan kehadiran perencat kompleks IT (malonat dan
karboksin) dan meklizin.

Rawatan hMT2 (0.2 pg/ikan) berjaya memballkkan profil rintangan
tinggi yang ditunjukkan oleh kumpulan rotenone terhadap perencat
malonat; karboksin, dan melgliz/l/n/(ng 30 setiap kumpulan)

—

4.3.7 Modulasi Penglsyaratan S‘ei ‘l dan Pengawalaturan Limfosit T Sitotoksik oleh
hMT2 -

e

: I
Impak rawatan -hMT2 terbukti apabila analisis profil transkriptomik menunjukkan

pengurarigap ’terﬁadap sebahagian besar komponen imun sel yang dicetuskan oleh

- fotenone. Melalui rawatan hMT2, peningkatan ekspresi gen gzm3 dan cd8a yang

A\

mengawal selia fungsi limfosit T sitotoksik telah ditindas secara signifikan berbanding
kumpulan rotenone (p <0.001, Rajah 4.30). Selain itu, trend penurunan yang signifikan
turut diperhatikan pada gen pengawal selia laluan pengisyaratan TCR, iaitu themis (p <
0.001, Rajah 4.30). Walau bagaimanapun, rawatan hMT2 didapati tidak mengurangkan
ekspresi gen Ick secara signifikan berbanding kumpulan rotenone. Walaupun kesan
modulasi terhadap /ck adalah terhad, penurunan ketara pada gen gzm3, cd8a, dan themis
secara keseluruhannya masih mencerminkan potensi hMT2 dalam meredakan
sebahagian tindak balas neuroinflamasi yang agresif, sekali gus mengekang impak

buruk sel T sitotoksik terhadap integriti neuron dalam model PD ini.
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Ekspresi Gen yang Terlibat dalam Limfosit T Sitotoksik dan
Pengisyaratan Sel T

—_

Ekspresi mRNA relatif
O = N Wk U Jo0 OO
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mKawalan ®Rotenone Prarawatan hMT2  m Pascarawatan hMT2

-

Rajah 4.30 Kesan rawatan-hMT?2 terhadap ekspresi-gen.yang terlibat dalam v~
limfosit T sitotoksik dan pengisyaratan sel T (gzm3, cd8a, Ick, dan
themis). -

Peningkatan ekspresi gen bagi komponen pengaktifan sel T aklbat
neurotoksisiti rotenone berjaya ditindas secarasgmﬁkan melalui rawatan
hMT?2 (0.2 pg/ikan). Penurunan ketara dlperhatlkan pada gen gzm3,

cd8a, dan themis, yang memberikan.indikasi terhadap pengurangan
pengaktifan limfosit T 51t0t0ks/1rk amrmodulasi laluan pengisyaratan
reseptor sel T (TCR). _ ° | J

(n =17 setiap kumpulan p <0. 05 *#p <0.001).

) =
P ) A

4.3.8 Penindasan Mikr(;gliosis/ dan Pengawalaturan Tindak Balas Sitokin oleh hMT2
O\ ¥

Rawatan menggunakan protein hMT2 didapati berjaya mengekang gangguan
pengawalaturan mikrogliosis dan lata pengisyaratan sitokin pro-keradangan yang
dlcetuskan oleh rotenone. Kumpulan yang menerima rawatan hMT2 menunjukkan
/‘penurunan ekspresi gen tyrobp secara signifikan berbanding kumpulan rotenone (p <
0.001, Rajah 4.31), sekali gus menandakan penyekatan terhadap pengaktifan mikroglia
reaktif. Selari dengan penindasan mikrogliosis tersebut, gen-gen yang dikaitkan dengan
tindak balas sel terhadap interleukin-1 (IL-1), iaitu il2rb (p < 0.05) dan ccl34b.4 (p <
0.05), turut menunjukkan penurunan ekspresi yang signifikan berbanding kumpulan
rotenone (Rajah 4.31). Penemuan ini menunjukkan bahawa hMT2 berupaya meredakan

persekitaran neuroinflamasi yang progresif melalui penindasan pengaktifan sel glia dan

pelemahan laluan pengisyaratan sitokin IL-1.
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Ekspresi Gen yang Terlibat dalam Mikrogliosis dan
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Rajah 4.31 Kesan rawatan hMT2-terhadap-ekspresi gen yang terlibat dalam w
mikrogliosis dan tindak balas sel terhadap IL-1 (¢yrobp, il2rb, dan
ccl34b.4). o ( P
Rawatan hMT2 (0.2 pg/ikan) berjaya menindas ekspresi gen bagi
penanda pengaktifan mikroglia (fyrobp) dan pengisyaratan sitokin (i/2rb
dan ccl34b.4) secara signifikan dalam meredakan tindak balas
neuroinflamasi melalui penyekatan pengaktifan.mikroglia reaktif dan lata
pengisyaratan interleukin. (n = 7 séfiap kumpulan; * p < 0.05, **p <
0.001) o

@ -

4.3.9 Perintangan Proses Ap/gpt{igis dan Perlindungan Terhadap Neurodegenerasi oleh
hMT?2 _INASINE
I
Analisis transkriptomik seterusnya menunjukkan bahawa impak rawatan hMT2

-

ter/hadab ’p’arameter apoptosis adalah bergantung kepada strategi masa rawatan yang
< diberikan. Hasil kajian ini menunjukkan bahawa hanya intervensi prarawatan hMT2
“berjaya menurunkan ekspresi gen pro-apoptosis deddl secara signifikan berbanding
kumpulan rotenone (p < 0.05, Rajah 4.32). Memandangkan dedd! berperanan sebagai
pengawal selia penting yang berinteraksi secara langsung dengan kaspase dalam fasa
pelaksanaan apoptosis, penindasan awal melalui pendekatan profilaksis ini
membuktikan bahawa prarawatan hMT2 mampu menyekat lata kematian sel sebelum
kerosakan kekal berlaku. Sebaliknya, intervensi pascarawatan hMT2 (terapeutik)
didapati tidak menunjukkan penurunan ekspresi dedd! yang signifikan berbanding
kumpulan rotenone (Rajah 4.32). Penemuan ini mengesahkan bahawa hMT2
menunjukkan potensi neuroprotektif yang lebih berkesan dalam memelihara
kemandirian populasi neuron sebagai agen pencegahan (profilaksis) berbanding

terapeutik melalui perintangan laluan apoptosis dalam model zebrafish ini.
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Rajah 4.32 Kesan rawatan hMT2-terhadap-ekspresi gen pengawal selia
apoptosis (deddl). P
Intervensi prarawatan hMT2 (0.2 pg/ikan) menunjukkan ke‘upayaan
untuk menindas ekspresi gen dedd! secara signifikan-dalam menyekat
lata kematian sel sebelum kerosakan kekal berlaku.
(n="7 setiap kumpulan; * p < 0.05, ** p <0.00 1)

/M p
4.3.10 Perbandingan Efikasi Antara II}terve/ns‘i Profilaksis dan Terapeutik hMT2

-

Penentuan fasa intervensi m\x/léﬁah/ hMT2 yang optimum memerlukan penilaian
integratif merentas pelbagal parameter, merangkumi analisis lokomotor, profil biokimia
dan molekul , sefta anahsls imunohistokimia untuk memastikan kebolehpercayaan serta
kesahan dal/)atan kajlan. Hasil kajian ini membuktikan bahawa hMT2 menunjukkan
. eﬁ/k/asi neuroprotektif yang dinamik, berfungsi sama ada sebagai tindakan pencegahan
_pada fasa awal atau sebagai agen pemulihan fungsi susulan kecederaan neuron. Secara
khusus, intervensi terapeutik (pascarawatan hMT2) didapati lebih unggul dalam
pemulihan aktiviti lokomotor, pengurangan tekanan oksidatif dan keradangan.
Sebaliknya, intervensi profilaksis (prarawatan hMT2) menunjukkan keberkesanan

dalam mengekalkan integriti struktur neuron dan kecekapan respirasi mitokondria.
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Jadual 4.4 Perbandingan efikasi antara intervensi profilaksis dan terapeutik hMT2
dalam model PD zebrafish

Parameter Penilaian Intervensi Intervensi Efikasi Dominan
Profilaksis Terapeutik
(Prarawatan) (Pascarawatan)
Aktiviti Lokomotor ++ +++ Terapeutik
Tekanan Oksidatif ++ +++ Terapeutik
Neuroinflamasi ++ +++ Terapeutik
Populasi Neuron DA +++ ++ Profilaksis
Ekspresi Gen (bdnf & dat) +++ ++ Profilaksis
Respirasi Mitokondria +++ ++ Profilaksis
Gen Pertahanan (m¢2 & smtb) ++ +++ Terapeutik

+++ Prestasi sangat tinggi (unggul), ++ Prestasi tinggi (berkesan)

Keupayaan intervensi terapeutik dapat diperhatikan melalui pemulihan aktiviti
lokomotor secara signifikan, di mana jumlah jarak berenang diperbaik sehingga
menghampiri profil kumpulan kawalan (Rajah 4.1 7)./Keberkesanan ini selari dengan
modulasi profil molekul yang menunjukk/agjbéhawa intervensi terapeutik lebih
berkesan dalam menindas sitokin pro-keradangan (il-1a, cox-2, dan tmf-a) (Rajah 4.21)
dan mengurangkan tekanan'(fgs/iﬁ;afif‘ melalui penurunan tahap TBARS (Rajah 4.26)
yang lebih drastik. ,Impal; si‘ste/r;lik ini seterusnya mengurangkan keperluan sel untuk

mengekspresikan- gen pertahanan endogen (m#2 dan smtb) (Rajah 4.20) secara
berlebihan:”

Sebaliknya, intervensi profilaksis menunjukkan keupayaan dalam perlindungan
populasi neuron daripada degradasi yang berterusan. Kelebihan intervensi profilaksis
dalam mengekalkan kepadatan neuron ini berkait rapat dengan peningkatan ekspresi
gen neuroprotektif (bdnf) (Rajah 4.22) dan gen pengangkut DA (dat) (Rajah 4.23) yang
lebih tinggi berbanding intervensi terapeutik. Keadaan ini dapat disokong secara
konsisten oleh kepadatan populasi neuron DA yang lebih tinggi di kesemua lima
bahagian anatomi otak utama, iaitu telensefalon, diensefalon, praoptik, pratektal, dan
rombensefalon dalam intervensi profilaksis (Rajah 4.25). Dari aspek bioenergetik,
intervensi profilaksis didapati lebih berkesan dalam mengekalkan fungsi respirasi
mitokondria melalui tindak balas kinetik yang lebih stabil terhadap perencat kompleks

IT (malonat dan karboksin) dan meklizin (Rajah 4.29). Keadaan ini mencerminkan
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bahawa kehadiran awal hMT2 mampu mengekalkan integriti ETC dan laluan Kennedy

daripada gangguan metabolisme awal akibat pendedahan rotenone.

Walaupun intervensi terapeutik menawarkan pemulihan yang lebih pantas
terhadap gejala motor dan tekanan oksidatif, manakala intervensi profilaksis dikenal
pasti sebagai fasa yang paling optimum bagi kelestarian neuroprotektif jangka panjang.
Keupayaan prarawatan hMT2 dalam meminimumkan kehilangan neuron DA dan
menstabilkan fungsi respirasi mitokondria dengan kehadiran hMT2 sebelum permulaan
perkembangan patologi amat penting dalam menyekat lata kerosakan neuron dengan
lebih berkesan. Oleh itu, penemuan ini memberikan perspektif baharu terhadap potensi
fungsi hMT2 yang bukan sahaja bertindak sebagai agen penyelamat (rescue agent)
dalam intervensi terapeutik;-tetapi juga sebagai agen neuroprofilaksis ya{ng unggul

dalam mengekalkan integriti-sistem-dopaminergik secara-holistik. {
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PERBINCANGAN

PD adalah penyakit degeneratif neuron kedua paling lazim yang menjejaskan kira-kira
0.3 % individu di negara maju. PD kerap berlaku di kalangan warga emas. Keadaan ini
meningkat secara mendadak kepada 3 % untuk individu yang berusia lebih daripada 65
tahun, dan menunjukkan bahawa usia lanjut merupakan salah satu faktor/risiko’ Utama
PD (Dexter & Jenner~2013). Keadaan ini menyerlahkan peningkatan beban yang
disebabkan oleh rawatan PD dalam sistem penjagaan kesihatandi ’seluruh/dunia, apabila
purata jangka hayat manusia semakin meningkat. Gar;g‘guan neurologi ini didapati
memberi kesan ketara tethadap kualiti hidu}ﬂaerj@ifan k/esihatan (health-related quality
of life, HRQoL), di mana menjadi /puncfa utania yang boleh menjejaskan keupayaan

seseorang untuk menjalani aktiviii kKehidupan harian mereka.
s v P,

>
)

Sistem neurén DA dalam zebrafish telah dikaji secara meluas, dengan
perkembangéh léngkap organisma ini yang berlaku dalam tempoh 96 jam selepas
persenyaWaén (Rink & Wullimann 2002b). Pengenalpastian populasi neuron DA dalam
larva zebrafish yang mempamerkan homologi berfungsi dengan SNpc manusia telah
/memperkukuh penggunaannya sebagai model kajian yang berwibawa bagi mengkaji
perkembangan fenotip PD. Tambahan pula, zebrafish merupakan model vertebrat
alternatif yang berpotensi tinggi untuk kajian berkaitan gangguan pergerakan.
Pengkhususan sel dalam sistem DA zebrafish dewasa adalah sangat tinggi. Terdapat 17
nukleus otak DA dan noradrenergik yang berbeza dapat dikenal pasti oleh kajian
imunohistokimia untuk TH sitoplasmik dan TH2 yang berkaitan enzim pengehad kadar
dalam sintesis DA dan noradrenalin (Chen et al. 2009b; Tay et al. 2011). Unjuran
nukleus otak TH" dapat ditemui sepanjang unjuran DA yang panjang ke saraf tunjang
daripada populasi 12 dalam diensefalon dan juga unjuran noradrenergik dari LC dalam
batang otak. Unjuran DA dan noradrenergik dalam saraf tunjang (spinal cord) ini dapat

dikenal pasti dengan menggunakan antibodi TH (Kuscha et al. 2012; Mclean & Fetcho
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2004; Tay et al. 2011). Ciri-ciri unik ini menjadikan zebrafish sebagai model yang
relevan untuk mengkaji mekanisme patologi PD serta menjalankan saringan ubat-

ubatan baharu dengan lebih berkesan (Dongjie et al. 2022).

Kesan rotenone kepada zebrafish

Penggunaan model haiwan eksperimen dalam penyelidikan PD  bertujuan untuk
meneroka mekanisme patofisiologi penyakit serta mengenal pasti modaliti terapeutik
yang berpotensi, selain memperoleh pemahaman yang lebih mendalam mengenai
perkembangan PD (Khan et al. 2023). Dalam kajian ini, rotenone telah digunakan
sebagai agen neurotoksik utama berbanding neurotoksin lain seperti 6-OHDA, MPTP,
dan paraquat, bagi menghasilkan model PD pada zebrafish dewasa. Pemilihan idtqnone
adalah berasaskan keupayaannya untuk merencat kompleks I mitokondria secara
spesifik, yang terbukti berkesan dalam mensimulasikan ciri-ciri ufama P]j dalam model
zebrafish (Hettiarachchi et al. 2022; Khotimah et al. 20/13, Wang et al. 2017).

Meskipun pengumpulan a—sinukléih/ nfwl%pakan petanda patologi utama dalam
PD manusia, penilaian protei/n te/r\sébut dikecualikan daripada reka bentuk kajian ini
memandangkan zebrafish ‘Eiglal/lg/niémiliki ortolog langsung bagi gen SNCA manusia
secara semula jadi (Kodera & Matsui 2022; Lopez et al. 2022; Noor & Norazit 2022).
Walaupun {ek/éprési a-sinuklein manusia melalui model transgenik (sama ada jenis liar
atai'mutan A53T) merupakan pendekatan lazim dalam kajian sinukleinopati (Wadan &
Mohamed 2025), model aruhan rotenone memanifestasikan patologi melalui
/mekanisme bioenergetik yang berbeza. Rotenone mencetuskan degenerasi neuron DA
secara langsung menerusi peningkatan tekanan oksidatif yang berlebihan dan kegagalan
bioenergetik sel. Oleh itu, kajian ini memfokuskan secara strategik kepada profil
neurotoksisiti rotenone merangkumi kegagalan lokomotor, penurunan tahap DA,
peningkatan tekanan oksidatif, neuroinflamasi, penurunan populasi neuron DA, serta
disfungsi mitokondria, yang secara kolektif mengesahkan integriti mekanistik model ini
dalam mencontohi patofisiologi PD manusia (Rico et al. 2011; Subhan & Siddique
2024).

Model PD aruhan rotenone dalam kajian ini menunjukkan kemerosotan fungsi

motor yang ketara, dicirikan oleh penurunan jumlah jarak berenang keseluruhan dan
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peningkatan tingkah laku seperti keresahan yang dinilai menggunakan ujian tangki
baharu (novel tank test) dalam kajian ini, yang mencadangkan bahawa pendedahan
kepada rotenone (5 pg/L) selama empat minggu telah mengakibatkan kemerosotan
fungsi motor dalam zebrafish dewasa (Rajah 4.5). Penemuan ini memberi indikasi
bahawa pemberian rotenone berpotensi menyebabkan gangguan terhadap kemampuan
pergerakan normal zebrafish. Hasil ini didapati konsisten dengan kajian terdahulu yang
melaporkan gangguan pergerakan dalam model PD aruhan rotenone (Unal et al. 2019;
Wang et al. 2017; Yurtsever et al. 2022). Aktiviti lokomotor yang berkurangan mungkin
disebabkan oleh penurunan tahap DA di dalam otak selepas pemberian rotenone, yang
juga selaras dengan kajian terdahulu (Khotimah et al. 2015). Di samping itu, PD juga
disertai oleh gejala bukan pergerakan, seperti keresahan yang berlaku dalam kira;kira
31 % pesakit PD (Blundell et al. 27023; Broén et al. 2016; Leentjens et al. 2611).
Zebrafish yang diberi 'dengan rotenone menunjukkan penuru’na/n masa berada di
kawasan atas tangki, dan peningkatan masa di kavyasaﬂ bawah tangki berbanding
kumpulan kawalan (Rajah 4.6 dan Rajah 4;]).’Ifenémuan ini dapat menunjukkan
bahawa rotenone meningkatkan tahap }ae@fa;dalam zebrafish. Begitu juga, kajian-
kajian terdahulu telah menunjukl(an]bphawa pemberian rotenone menyebabkan tingkah
laku seperti keresahan meng'gfif}@j(;ln ujian kotak terang/gelap (light/dark box test) (Dal
Santo et al. 2021; /Wang et\al. 2017). Selain itu, Ashok et al. (2025) menunjukkan
bahawa zebrafish yang didedahkan kepada rotenone mencetuskan pengurangan jumlah
jarak berénang dan masa yang dihabiskan di zon atas, yang masing-masing,
rhencerminkan defisit nyata dalam prestasi lokomotor serta peningkatan tingkah laku

keresahan.

Pendedahan kepada rotenone menyebabkan peningkatan secara signifikan
dalam ekspresi gen m¢2 dan smtb (Rajah 4.8), selari dengan hasil daripada model PD
aruhan MPTP (Mohamad Najib et al. 2023). Hasil analisis qPCR mengesahkan
peningkatan ekspresi ini berbanding kumpulan kawalan (p < 0.001), yang
mencerminkan pengaktifan mekanisme perlindungan sel sebagai tindak balas pampasan
terhadap kerosakan sel yang dicetuskan oleh tekanan oksidatif dan neuroinflamasi.
Fenomena ini selari dengan profil transkriptomik dalam model PD aruhan MPTP, yang
menunjukkan kecenderungan sistem neuron untuk meningkatkan kapasiti antioksidan

dan homeostasis logam bagi menangani tekanan sitotoksik.
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Meskipun wujud percubaan pampasan oleh gen pertahanan endogen,
pendedahan rotenone didapati melumpuhkan sistem sokongan kemandirian neuron
melalui penurunan ekspresi gen bdnf secara signifikan (Rajah 4.10, p < 0.001), yang
sejajar dengan hasil kajian yang dilakukan oleh Bilge et al. (2020). BDNF merupakan
faktor neurotropik penting yang menjamin kelangsungan hidup neuron DA melalui
interaksi spesifik dengan reseptor tirosina kinase B (#yrosine receptor kinase B, TrkB).
Pengaktifan kompleks BDNF-TrkB yang seterusnya mengaktifkan laluan
pengisyaratan fosfatidilinositol 3-kinase/Akt (phosphatidylinositol 3-kinase/Akt,
PI3K/Akt) bagi menghalang apoptosis dan mengekalkan kelangsungan hidup neuron.
Penurunan tahap bdnf yang diperhatikan dalam kajian ini secara langsung
meningkatkan kerentanan neuron terhadap serangan ROS dan memacu 'pfoses
degenerasi secara progresif. Secaré mekanisﬁk, penurunan ekspresi { bdnf dalam
patogenesis PD sering| dikaitkan dengan pengagregatan prot’eir; a-sinuklein yang
merencat biogenesis TrkB serta mengurangkan per/lgakfifan Akt, yang seterusnya
mewujudkan kitaran tindak balas negatif yang }pemburﬁkkan lagi kemerosotan integriti
neuron (Singh et al. 2023). Oleh itu,/kega/gﬁla; sokongan neurotropik ini bertindak
sebagai pemacu utama kepada kematian neuron DA dan gangguan fungsi lokomotor

A >

yang diperhatikan dalam m@d/e‘l/,zebraﬁsh ini.
| I

Integriti sistem dopaminergik merupakan penanda aras utama dalam menilai
pe/rkembarig/an patogenesis PD. Dalam kajian ini, pendedahan rotenone menyebabkan
gangguan aktiviti lokomotor zebrafish, yang dibuktikan melalui penurunan ekspresi gen
“pengangkut DA (daf) secara signifikan (p <0.001, Rajah 4.11). DAT merupakan protein
transmembran yang kritikal untuk pengambilan semula DA di terminal sinaps
(Mohamad Najib et al. 2023), jadi penurunan ekspresinya menandakan kehilangan
fungsi terminal dopaminergik yang meluas. Di samping itu, ekspresi gen biosintesis
DA, iaitu thl dan th2, meningkat secara signifikan dalam otak zebrafish kumpulan
rotenone kajian ini. Walau bagaimanapun, Wang et al. (2017) melaporkan bahawa
ekspresi TH menurun sebanyak 50 % dalam zebrafish yang diberi rotenone berdasarkan
analisis blot barat. Meskipun terdapat peningkatan ekspresi th/ dan th2, tahap DA otak
zebrafish dalam kajian ini masih kekal rendah selepas pendedahan kepada rotenone
(Rajah 4.7), sejajar dengan hasil daripada kajian terdahulu (Khotimah et al. 2015; Wang
et al. 2017). Oleh itu, peningkatan ekspresi gen thl dan th2 yang signifikan ini
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ditafsirkan sebagai mekanisme pampasan endogen ini untuk mengekalkan tahap
neurotransmiter DA bagi menampung kehilangan neuron, namun strategi pampasan ini
ternyata gagal untuk menstabilkan tahap DA sistemik selari dengan kemerosotan

populasi neuron DA yang diperhatikan (Rajah 4.12 dan Rajah 4.13).

Bukti kerosakan sistem dopaminergik ini diperkukuhkan lagi melalui analisis
imunohistokimia terhadap populasi neuron DA yang dilabelkan dengan antibodi TH
(sel TH'). Walaupun TH merupakan penanda standard bagi kesemua neuron
katekolaminergik termasuk neuron DA, neuron noradrenergik dan neuron adrenergik,
tetapi neuron DA terutamanya didapati dalam kelompok pada diensefalon, pratektal,
praoptik, telensefalon, dan bulba olfaktori (Godoy et al. 2020). Sebaliknya, fieuron
noradrenergik dan neuron-adreniergik biasariya tertumpu di-otak belakang,/te;rutarrianya
di lokus seruleus dan ;medula-oblongata-(Chandler-et-al. 201 9/). Hasil kajian ini
menunjukkan penurunan bilangan neuron DA yang signifﬂian merentasi kesemua lima
bahagian otak yang dikaji (Rajah 4.12 dan Raj ah 4 13)/ selari dengan penurunan tahap
DA dan kecacatan motor yang turut dlperh{ Lkanz dalam model PD roden (Rocha et al.
2022). Kemerosotan tertinggi dlperhatlkan pada bahagian telensefalon (71 %), diikuti
oleh pratektal (47 %), pI‘a;OprK/(fI-?y %), rombensefalon (34 %) dan diensefalon (32 %),
yang mengesahkan "sifa}t néur/otoksik rotenone yang tinggi terhadap neuron DA.
Penemuan ini selaras dengan kajian terdahulu yang menyatakan bahawa neuron DA
mqmpuhyaii/ kerentanan yang lebih tinggi terhadap ketoksikan rotenone berbanding
jenis sel neuron yang lain (Cannon et al. 2009; Haddad & Nakamura 2015; Radad et al.
"2019). Kepelbagaian morfologi neuron DA yang terjejas, daripada saiz kecil di bulba
olfaktori hingga neuron dendritik besar di lokus seruleus, mencerminkan impak
neurodegeneratif yang bersifat menyeluruh. Penemuan ini konsisten dengan profil
klinikal PD di mana kemerosotan neuron DA dalam ganglia basal secara langsung
membawa kepada kecacatan motor yang diperhatikan dalam ujian lokomotor

(Johansson et al. 2024).

Selain daripada gangguan pada sistem dopaminergik, neuroinflamasi telah
dikenal pasti sebagai ciri patologi asas yang memacu perkembangan PD secara
progresif (Lee et al. 2019; Subhramanyam et al. 2019; Tansey & Goldberg 2010).

Dalam kajian ini, pendedahan kepada rotenone didapati mencetuskan induksi lata
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sitokin pro-keradangan yang signifikan merangkumi i/-/a, il-1b, cox-2, dan tnf-a (p <
0.001, Rajah 4.9). Peningkatan tahap ekspresi gen yang paling drastik diperhatikan pada
gen il-l/a dan il-1b, yang menunjukkan perbezaan lipatan (fold change) yang tinggi
berbanding kumpulan kawalan. Peningkatan ini mencerminkan pengaktifan mikroglia
secara kronik yang mewujudkan mikropersekitaran sitotoksik di dalam CNS zebrafish.
Keadaan ini selari dengan penemuan klinikal pada otak tengah pesakit PD di mana
tahap TNF-a, IL-1B, dan IFN-Y yang tinggi dikesan bersamaan dengan degenerasi
neuron DA (Ferrari et al. 2006; Mccoy et al. 2006).

Impak neuroinflamasi ini diperburuk oleh kegagalan sistem homeostasis redoks
sel. Hasil kajian ini menunjukkan peningkatan tahap TBARS yang drastik sebanyak
1157 % dalam kumpulan-roténone berbanding kumpulan kawalan (Re/ljah 4.14).
Peningkatan  kepekatan—MDA-——ini——merupakan——indikator { jelas™ berlakunya
pemperoksidaan lipid yang meluas, di mana radikal bgbas menyerang asid lemak poli-
taktepu pada membran neuron (Cordiano et/al;' 2023). Ketidakseimbangan antara
penghasilan ROS dan kapasiti pertahanan’ a;lfj})kéidan endogen ini selaras dengan
laporan Unal et al. (2020) dan Cansiz ;:t al. (5021) mengenai penurunan aktiviti enzim
SOD, glutathione S—trany‘efafsej(j}ST) dan glutathione (GSH) dalam otak zebrafish
selepas pendedahan kep?da fot;none. Sinergi antara tekanan oksidatif yang melampau
dan rembesan; sitokin pro-keradangan ini membentuk satu "kitaran kejam" (vicious

cycle) yﬁng memacu kerosakan makromolekul sel tak berbalik (Liu et al. 2025).

Secara mekanistik, pengaktifan sel mikroglia akibat pendedahan rotenone bukan
sahaja merembeskan faktor sitokin pro-keradangan seperti TNF-a, IL-1B, dan IL-6
(Ferreira & Romero-Ramos 2018), tetapi juga berkait rapat dengan patologi a-
sinuklein. Pada peringkat awal, neuroinflamasi pada tahap sederhana berperanan
penting untuk mengekalkan kesihatan neuron melalui fungsi mikroglia yang
mendegradasi a-sinuklein dan menyingkirkan puing neuron (neuronal debris) melalui
proses fagositosis. Walau bagaimanapun, pengumpulan protein o-sinuklein yang
berterusan boleh mencetuskan tindak balas keradangan secara kronik, yang seterusnya
membawa kepada apoptosis neuron dan memburukkan lagi proses degenerasi neuron
berkaitan PD (Goswami et al. 2017; Moehle & West 2015; Rodriguez-Cruz et al. 2020;
Wang et al. 2015). Oleh itu, data transkriptomik dan biokimia dalam kajian ini
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mengesahkan bahawa simulasi lata keradangan dan kerosakan oksidatif merupakan

pemacu utama kepada kemerosotan integriti neuron DA dalam model zebrafish PD ini.

Bagi memperoleh pemahaman yang lebih mendalam mengenai mekanisme
molekul yang mendasari proses degenerasi neuron DA dalam PD, analisis
transkriptomik melalui analisis mikrosusun telah menunjukkan profil DEG yang
signifikan dalam otak zebrafish aruhan rotenone. Dapatan utama menunjukkan bahawa
rotenone mencetuskan pengaktifan komponen imun sel yang agresif, khususnya
melibatkan sistem imun adaptif. Peningkatan ekspresi gen gzm3 dan cd8a secara
signifikan (p <0.001, Rajah 4.2) menandakan kehadiran populasi sel T sitotoksik CD8"
yang tinggi dalam CNS. Secara mekanistik, gzm3 (ortolog kepada granzyme B
manusia) bertindak sebagai-protease sitofoksik yang-bekerjasama deflg/an protein
pembentukan liang (pore-forming —protein)—untuk menggangéu kebolehtelapan
membran sel sasaran bagi memicu proses sitolisis dfln/af)optosis oleh sel pemusnah
semula jadi (Susanto et al. 2013). Penemuan ini selaras dengan kajian Karikari et al.
(2022) yang melaporkan peningkatan eksplésifgﬁniyme B dalam sel T sitotoksik pada
sampel otak pesakit PD. Kehadiran ’p91/)ulasi?el T CD8" yang lebih tinggi dalam CNS,
seperti yang ditunjukkan mela/kli /péningkatan ekspresi gen cd8a dalam hasil kajian ini,
mengukuhkan hipote’sislbaﬁav;a sistem keimunan penyesuaian memainkan peranan
kritikal dalami mendorong neurodegenerasi melalui pengaktifan lata apoptosis neuron

DA (Galiano-Landeira et al. 2020).

Kajian ini mendapati bahawa pengaktifan sistem imun yang berlebihan
dimediasi oleh laluan pengisyaratan reseptor sel T (T cell receptor, TCR) yang
hiperaktif, dibuktikan melalui peningkatan gen pengawalatur /ck dan themis (p < 0.001,
Rajah 4.2). Protein Lck memainkan peranan kritikal dalam fasa awal pengisyaratan
TCR dengan memulakan lata fosforilasi yang membolehkan sel T berinteraksi dengan
sel penyaji antigen (antigen-presenting cell, APC) untuk mengenal pasti dan
menghapuskan bahan asing dalam tubuh (Ghosh et al. 2003; Van Leeuwen & Samelson
1999). Sebaik sahaja TCR diaktifkan, beberapa proses lata pengisyaratan hiliran akan
bermula, yang akhirnya menentukan ciri-ciri sel melalui proses pengawalaturan
penghasilan sitokin, kelangsungan hidup sel, proliferasi, dan pembezaan. Seterusnya,

themis memainkan peranan penting dalam perkembangan timosit (thymocyte
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development), iaitu proses asas yang berlaku di dalam timus (thymus) sebelum
pembentukan sistem imun yang matang (Liu et al. 2022b). Oleh itu, themis bertindak
sebagai pengawal selia penting dalam proses pematangan dan pembezaan timosit
kepada nasabah sel (cell lineage) CD4 atau CDS8 (Allen 2009; Trynka et al. 2010).
Peningkatan ekspresi gen Ick dan themis ini menunjukkan bahawa rotenone bukan
sahaja mengakibatkan kecederaan metabolik, tetapi juga mencetuskan disregulasi imun
yang mendorong serangan sel T yang tidak terkawal terhadap neuron DA. Oleh itu,
perkaitan antara varian THEMIS dengan keadaan keradangan kronik dan sklerosis
berbilang pada manusia (Genet 2013; Hsu et al. 2002; Trynka et al. 2011) memberikan
bukti sokongan bahawa pengaktifan laluan ini dalam model PD pada zebrafish
menyumbang kepada pembentukan mikropersekitaran CNS yang radang ‘ dan

neurotoksik.

Kesambungan daripada pengaktifan imun aida,ptif tersebut, rotenone turut
mengganggu homeostasis imun semula jadi melalui induksi mikrogliosis yang
melampau. Profil transkriptomik menunjlfﬁkary peningkatan gen tyrobp, yang juga
dikenali sebagai protein pengaktif DNAX 12 kDa (DNAX-activating protein of 12 kDa,
DAP12) secara signifikan (p° </O/.001, Rajah 4.3). Tyrobp merupakan protein penyesuai
(adaptor protein) kritika} yaﬁg ;nengawal selia pengaktifan mikroglia (Kobayashi et al.
2015). Peningkatan ekspresi gen tyrobp dalam model PD zebrafish ini mencadangkan
bahawa’rofenone mencetuskan tindak balas mikroglia yang berlebihan terhadap tekanan
neurotoksik, yang seterusnya mempercepat kematian neuron melalui mekanisme

“neuroinflamasi kronik. Secara mekanistik, tyrobp berfungsi melalui pengikatan bukan
kovalen dengan reseptor permukaan sel mieloid, terutamanya triggering receptor
expressed on myeloid cells 2 (TREM2), untuk memulakan transduksi isyarat dan
pengaktifan intrasel (Dietrich et al. 2000; Lanier & Bakker 2000; Lu et al. 2021).
Kompleks TREM2/DAP12 telah dikenal pasti sebagai pengawalatur utama bagi fungsi
fisiologi dan pengaktifan fenotip mikroglia dalam pelbagai penyakit neurodegeneratif,
termasuk PD (Haure-Mirande et al. 2019; Kinugawa et al. 2013; Mukherjee et al. 2019;
Virgone - Carlotta et al. 2013; Zhang et al. 2013), strok iskemia (Kawabori et al. 2015),
penyakit pendemielinan (demyelinating disease) (Poliani et al. 2015), dan kecederaan
saraf periferi (Kobayashi et al. 2015). Selain peranannya dalam sel mieloid, #yrobp juga

boleh berperanan sama ada dalam meransang sel pemusnah semula jadi dan sel imun



165

pro-keradangan melalui pengaktifan laluan pengisyaratan PI3K-Akt, MAPK, PLCy,
atau bertindak sebagai perencat isyarat yang dimediasi oleh reseptor Toll-like (TLR)
yang seterusnya menghalang pengaktifan sel keradangan yang berkaitan (Turnbull &
Colonna 2007). Dalam kajian ini, pengaktifan laluan hiliran (downstream) tersebut
didapati mendorong mikroglia ke arah fenotip keradangan. Walaupun data #yrobp
dalam konteks PD masih terhad, penemuan ini mengukuhkan peranannya sebagai
penanda molekul utama bagi pengaktifan mikroglia yang boleh mempercepat kematian

neuron DA melalui rembesan faktor neuroinflamasi kronik.

Selari dengan pengaktifan mikroglia tersebut, peningkatan ekspresi kemokin
ccl34b.4 (p < 0.05) dan sitokin il2rb (p < 0.001) secara signifikan dalam kumipulan
rotenone (Rajah 4.3) mencermirikan persekitaran neuroinflamasi yang progrésif. Walau
bagaimanapun, penemuan-mengenai-kemokin-ce/34b.4-dalam konteks PD adalah
terhad. Secara umumnya, keradangan neuron dalam/ otak mencetuskan pengaktifan
mikroglia, diikuti oleh sekresi sitokin keradar}gan,/radikal bebas, faktor keradangan,
dan juga kemokin (Harms et al. 2013). Keﬁwkjn écl34b.4 berperanan penting dalam
kemotaksis, di mana kemokin tgrsebgt/ memﬁ/dahkan sel imun periferi seperti leukosit
ke dalam kawasan CNS yang/tc?fjéjas dan memulakan sistem keimunan penyesuaian
sebagai tindak balas t’erh?dap\ ra;gsangan kemokin (Kannarkat et al. 2013). Peningkatan
kemokin ini-bukan sahaja merosakkan integriti BBB, tetapi juga merekrut leukosit
periferi ’yahg memburukkan lagi lata keradangan neuron dalam otak melalui rembesan
faktor sitotoksik (Liu et al. 2019; Ransohoff & Perry 2009; Réaux-Le Goazigo et al.

"2013). Manakala il2rb terlibat dalam pengaktifan laluan mitogen-activated protein
kinase (MAPK). IL-2 adalah sitokin yang amat perlu di antara sitokin lain dalam
merangsang proliferasi sel T. Sel T mula merembes dan menghasilkan IL-2 selepas sel
T diaktifkan oleh APC. IL-2 ini kemudiannya akan merangsang reseptor IL-2 pada sel
T untuk bertindak balas dalam laluan pengisyaratan autokrin dan parakrin (Park et al.
2011). Secara umum, sitokin IL-2 dan pengisyaratan reseptor IL-2 meningkatkan
pertumbuhan dan kelangsungan hidup sel T dan B yang terlibat dalam gerak balas imun
primer dan memori secara in vivo (Saparov et al. 1999; Williams et al. 2006).
Pengaktifan p38 MAPK oleh tekanan oksidatif dan pengisyaratan IL-2 yang
dimanipulasi oleh rotenone mencetuskan kegagalan fungsi autofagi dan membolehkan

keradangan berlaku yang mengakibatkan disfungsi mitokondria (He et al. 2018; Hwang
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et al. 2017). Di samping itu, Wu dan rakan penyelidik melaporkan bahawa peningkatan
tahap p38 MAPK menyebabkan kematian neuron dalam model sel dan tikus aruhan
rotenone dalam PD (Wu et al. 2013). Oleh itu, perkaitan antara mikrogliosis (tyrobp)
dan lata sitokin/kemokin ini membuktikan bahawa rotenone mencetuskan kegagalan

pengawalaturan imun sistemik yang membawa kepada kehilangan neuron DA.

Kemuncak kepada disregulasi imun dan neuroinflamasi tersebut adalah
pengaktifan fasa pelaksanaan kematian sel terancang, yang juga dikenali sebagai
apoptosis. Analisis terhadap gen berkaitan apoptosis menunjukkan peningkatan gen
deddl secara signifikan (p < 0.001, Rajah 4.4) dalam kumpulan rotenone kajian ini.
Peningkatan ekspresi dedd! yang ketara ini mengesahkan bahawa kemerosotan
populasi neuron DA dalam-model zebrafish adalah didorong oleh penga’/kt/ifan laluan
apoptosis ekstrinsik susulan-pendedahan rotenone. Gen dedd |, ortoiog kepada DEDD?2
manusia, mengekodkan | caspase-binding death eﬁ‘ec/tovdomain protein. Protein ini
memainkan berperanan dalam laluan apoptosis berantarakan reseptor kematian pada
permukaan sel (Fleischer et al. 2007; Lin &1 Léanafd 1997; O'shea et al. 2002). Proses
ini bermula dengan pembentukan kgr/nplekg/pengisyaratan aruhan kematian (death-
inducing signaling comp[ex,’ﬁl/S/C:) yang melibatkan interaksi antara protein Domain
Kematian (Death /D’omfzin,\D/D) dan Domain Efektor Kematian (Death Effector
Domain, DED). Apabila reseptor kematian pada permukaan sel (seperti Fas) diaktifkan
oleh rangsangan sitotoksik rotenone, protein adaptor sitoplasma seperti Fas-Associated
Death Domain (FADD) akan dirckrut melalui pengikatan DD. Pengikatan ini
“seterusnya merekrut pro-kaspase yang mengandungi DED, khususnya pro-kaspase-8,
yang kemudiannya diaktifkan melalui pembelahan proteolitik. Kaspase-8 yang aktif
seterusnya mencetuskan lata pengaktifan kaspase-3, iaitu enzim pelaksana utama yang
bertanggungjawab terhadap fragmentasi DNA dan degradasi protein sel (Fleischer et al.
2007). Walau bagaimanapun, masih tiada kajian yang secara khusus melaporkan
perkaitan antara gen dedd! dengan PD setakat ini. Penemuan ekspresi berlebihan gen
deddl dalam kajian ini memberikan perspektif baharu mengenai laluan kematian
neuron DA. Peningkatan dedd! mencadangkan bahawa rotenone bukan sahaja
mengganggu bioenergetik mitokondria (laluan intrinsik), tetapi juga mengeksploitasi
laluan ekstrinsik melalui reseptor kematian untuk mempercepat atrofi neuron.

Fenomena ini berkait rapat dengan mikro persekitaran neuroinflamasi yang agresif, di
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mana rembesan sitokin pro-keradangan seperti TNF-a (Rajah 4.9) bertindak sebagai
ligan yang memicu reseptor kematian tersebut. Oleh itu, dedd! dikenal pasti sebagai
penanda molekul kritikal yang menghubungkan disregulasi imun dengan kehilangan

integriti neuron secara progresif dalam patogenesis PD.

Analisis fungsian melalui Gene Ontology (GO) memperkukuh dapatan kajian
ini dengan mendedahkan penglibatan proses biologi berkaitan imun secara menyeluruh
(Jadual 4.2). Istilah GO yang paling signifikan merangkumi pembezaan dan
pengaktifan sel T (GO:0046652, GO:0042110) serta pengaktifan limfosit
(GO:0046649). Peningkatan istilah GO ini mencadangkan bahawa rotenone bukan
sekadar bertindak sebagai perencat respirasi mitokondria (kompleks I), tetapi juga
berperanan sebagai pemangkin kepada miigrasi sel-imun periferi ke 'dailarn CNS.
Fenomena ini selari dengan-bukti-klinikal pada-pesakit-PD dan-model mamalia yang
menunjukkan penembusan limfosit T ke dalam sulastaritia nigra yang mengalami
degenerasi neuron DA (Chen et al. 2025; Harms et'al 2021). Kajian ini turut mengenal
pasti kepentingan laluan penglsyaratan pera/ tar@an reseptor antigen (Antigen receptor-
mediated signaling pathway) (GO: 0050851) dan laluan pengisyaratan reseptor
permukaan sel (G0.0007166f/ya/1ng menekankan anjakan mekanisme transduksi isyarat
melibatkan interaksi”an}ara\ne/uron dan sel imun. Pemetaan melalui WikiPathways
mengesahkan bahawa laluan pengisyaratan IL-2 dan reseptor sel T (TCR) merupakan
laluan Yang,/paling terjejas secara kritikal (Jadual 4.3). Pengaktifan laluan TCR yang
dimediasi oleh gen pengawalatur seperti Ick dan themis menunjukkan bahawa tindak

“balas imun adaptif mungkin tercetus akibat manifestasi antigen neuron yang dilepaskan
semasa kerosakan neuron DA. Keadaan ini seterusnya mencetuskan rembesan sitokin
pro-keradangan dan ROS yang memburukkan lagi tekanan oksidatif sel (Cebridn et al.
2014). Secara mekanistik, pendedahan rotenone mengganggu integriti BBB,
membolehkan sel imun periferi menyusup masuk dan berinteraksi dengan sel glia yang
telah diaktifkan. NF-kB merupakan pengawalatur utama dalam neuroinflamasi yang
bertindak memodulasi ekspresi gen bagi tindak balas perlindungan dan kemudaratan.
Pengaktifan laluan pengisyaratan NF-xB ini melalui translokasi NF-xB ke nukleus sel
sasaran untuk berinteraksi dengan jujukan DNA, yang kemudiannya menjejaskan
integriti  BBB dengan meningkatkan kebolehtelapan sel endotelium, yang

membolehkan sel imun dan molekul keradangan memasuki otak (Yang et al. 2023).
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Dalam keadaan fisiologi normal, NF-kB disekat di dalam sitoplasma oleh protein
perencat kB (IkBs). Walau bagaimanapun, tekanan sel dan sitokin pro-keradangan
akibat pendedahan rotenone mendorong fosforilasi serta mendegradasi IkBs, sekali gus
membolehkan NF-kB beralih ke nukleus untuk mengawal atur gen sasaran yang
berkaitan dengan keradangan (Sivamaruthi et al. 2023). Pengaktifan berterusan NF-«kB
dalam mikroglia mendorong peralihan fenotip daripada keadaan rehat kepada keadaan
aktif, yang seterusnya merembeskan sitokin pro-keradangan seperti TNF-a, IL-1f3, dan
IL-6, serta ROS. Peningkatan tahap sitokin ini (termasuk interferon-y) telah dikesan
dalam otak tengah pesakit PD dan berkait rapat dengan patologi a-sinuklein (Ferreira
& Romero-Ramos 2018; Tansey et al. 2022). Walaupun aktiviti mikroglia pada
peringkat awal berfungsi secara protektif melalui fagositosis sisa n/euron‘ dan
mendegradasi  a-sinuklein, kehadifan agregat protein _tersebut secara  kronik
mencetuskan kitaran keradangan berpanjangan (Goswami et al. 20i7; Moehle & West
2015; Rodriguez-Cruz et al. 2020; Wang et al. 2015). Keadaan neuroinflamasi yang
progresif ini memburukkan lagi tekanan oksifdati’f 'dari eksitotoksisiti, yang akhirnya
mempercepat apoptosis neuron DA (Casti(ef—R;ngel et al. 2023). Penglibatan istilah
GO yang berkaitan dengan pengawalaturan tindak balas imun (GO:0002768,
G0:0002429) menekankan berha\va neuroinflamasi dalam model ini bukan sekadar
kesan sampingan, sebalfknya merupakan pemacu utama neurodegenerasi. Oleh itu,
disregulasi feluas pada sistem imun neuron dan integriti pengisyaratan sel yang
dikesan’mélalui profil transkriptomik ini membuktikan keberkesanan model zebrafish
dalam mensimulasikan lata keradangan kompleks yang menjadi ciri utama patogenesis

"PD.

Terdapat semakin banyak kajian yang melaporkan bahawa disfungsi
mitokondria memainkan peranan penting dalam patogenesis PD, sama ada dalam
bentuk sporadik atau kekeluargaan. Oleh sebab neuron DA mempunyai keperluan
tenaga yang tinggi, gangguan pada fungsi mitokondria dalam sel yang terjejas oleh PD
boleh mempercepat degenerasi neuron DA di SNpc (Gao et al. 2022b). Disfungsi
mitokondria merupakan punca utama dalam patogenesis PD, memandangkan neuron
DA mempunyai keperluan metabolisme yang amat tinggi. Dalam kajian ini, profil
respirasi mitokondria melalui plat MitoPlate I-1 menunjukkan kegagalan bioenergetik

yang nyata akibat pendedahan kepada rotenone. Kumpulan rotenone mempamerkan
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sifat ketahanan (resistant) yang signifikan terhadap perencat kompleks II (malonat dan
karboksin) serta meklizin berbanding kumpulan kawalan (Rajah 4.15). Fenomena ini
mencerminkan keadaan di mana fungsi asas mitokondria telah pun terjejas secara
intrinsik oleh neurotoksik rotenone, menyebabkan penambahan perencat luaran tidak
lagi mampu memberikan impak penurunan aktiviti yang drastik. Sehubungan dengan
itu, fungsi kompleks II secara spesifik dikesan terjejas secara kritikal. Kumpulan
rotenone menunjukkan penurunan aktiviti sebanyak 60 % dan 58 % masing-masing
terhadap perencat malonat dan karboksin (p < 0.001, Rajah 4.28), dengan hanya
mencatatkan kadar penurunan pewarna sekitar 20 % bagi kedua-dua perencat tersebut
(Rajah 4.16). Ketidakupayaan mitokondria untuk bertindak balas terhadap substrat
suksinat membuktikan bahawa aliran elektron telah terputus pada peringkat awal ETC.
Secara mekanistik, pemethatian ini berpunca daripada penyekatan serentak padé dua
laluan masuk utama elektron. Apabila kompleks T direncatkan’se/cara langsung oleh
rotenone, aliran elektron daripada NADH terputus, m/emal%sa mitokondria bergantung
sepenuhnya kepada kompleks II (suksinat de};idr’Ogenﬁse, SDH) untuk mengekalkan
pemindahan elektron ke hujung distal E"l(C: Hal ini demikian kerana penggunaan
malonat sebagai perencat bersaingaﬁ menyekat pengoksidaan suksinat kepada fumarat,
manakala karboksin menyék;f/j:;g;ak pengikatan ubikuinon pada kompleks II. Oleh
yang demikian, keduaTdua\ tindakan ini melumpuhkan aliran elektron ke hilir
(downstream) menuju ke Kompleks III dan IV. Malonat, sebagai perencat bersaingan
dengan ’suksinat, sering dikaitkan dengan pengumpulan suksinat sel yang seterusnya
fnemacu pengangkutan elektron terbalik (reverse electron transport, RET) pada
“kompleks I, yang merupakan punca utama lonjakan ROS (Chouchani et al. 2014).
Justeru, gangguan sistemik terhadap kompleks I (perencatan secara langsung oleh
rotenone) dan kompleks II (seperti yang dibuktikan melalui plat MitoPlate I-1)
mengakibatkan kebocoran elektron yang melampau. Elektron yang bocor ini
berinteraksi dengan molekul oksigen untuk membentuk superoksida (O:7), yang
kemudiannya melalui tindak balas Fenton membentuk radikal hidroksil (*OH) yang
sangat reaktif, mencetuskan kerosakan oksidatif pada membran lipid neuron (Cadenas
& Davies 2000; Liaudet et al. 2009; Raimondi et al. 2020; Scialo et al. 2017; Seifert et
al. 2010; Turrens 2003).
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Selain daripada gangguan langsung pada kompleks II, kajian ini juga
menunjukkan kumpulan rotenone mempamerkan sifat ketahanan (resistant) yang
signifikan terhadap perencat meklizin berbanding kumpulan kawalan (Rajah 4.15).
Secara kuantitatif, pendedahan meklizin menyebabkan penurunan kadar penurunan
pewarna redoks tetrazolium sebanyak 67 % dalam kumpulan rotenone (p <0.001, Rajah
4.28), dengan hanya mencatatkan kadar penurunan pewarna sekitar 23 % bagi perencat
tersebut (Rajah 4.16). Meklizin bertindak sebagai perencat respirasi mitokondria
dengan menghalang enzim PCYT2, iaitu enzim pengehadan kadar dalam laluan
Kennedy yang bertanggungjawab  bagi  biosintesis  fosfatidiletanolamina
(phosphatidylethanolamine, PE) di sitosol dan retikulum endoplasma (Gohil et al. 2011;
Gohil et al. 2013). PE merupakan komponen fosfolipid yang penting uﬁtuk
mengekalkan fungsi danintegriti strﬁktur membran dalam mitokondria (Calzada etal.
2016). Ketahanan relatif yang diperhatikan dalam kumpulan rote/none ‘menunjukkan
bahawa status bioenergetik mitokondria telah pun merhg'edaini kemerosotan awal akibat
rotenone, sehingga kesan perencatan tambefljlari' ‘oleh ‘meklizin terhadap respirasi
menjadi tidak begitu dominan. Kesan /mekﬁén;lalam merencat respirasi mitokondria
boleh dikaitkan dengan dua/mélganisrne utama. Pertama, perencatan PCYT2
menyebabkan peningkataﬁ'/@h/a*;) phosphoethanolamine (PEtn) intrasel secara
mendadak (Gobhil et al. 201 1\; Gohil et al. 2013). Fontana et al. (2020) mencadangkan
bahawa PEtn, berupaya bersaing secara terus dengan suksinat pada kompleks II
miiokoﬁdriaf, yang seterusnya menghalang aliran elektron dalam ETC. Kedua,
bengurangan sintesis PE melalui laluvan Kennedy, dan laluan mitokondria yang
“dimangkin oleh phosphatidylserine decarboxylase (Psdl) dalam mitokondria,
menjejaskan kestabilan kompleks respirasi dan proses OxPhos secara keseluruhan
(Bottinger et al. 2012; Chan & Mcquibban 2012; Steenbergen et al. 2005; Tasseva et
al. 2013).

Kegagalan mitokondria dalam kumpulan rotenone untuk memanifestasikan
tindak balas respirasi normal terhadap meklizin akibat pendedahan rotenone
mencetuskan kegagalan bioenergetik yang sistemik. Di bawah pengaruh meklizin,
ganggauan pada homeostasis PE bukan sahaja menjejaskan integriti membran, tetapi
juga mengakibatkan penyahstabilan susunan superkompleks dalam ETC (Calzada et al.

2016). Keadaan ini menjadi lebih kritikal apabila pendedahan rotenone yang menyekat
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kompleks I digabungkan dengan tindakan meklizin yang menghalang pirau gliserol-3-
fosfat (G3P). Fenomena ini mencerminkan kewujudan satu "suis homeostatik"
(homoeostatic switch) yang menghubungkan metabolisme lipid dengan respirasi

mitokondria (Tighanimine et al. 2024).

Penyekatan laluan Kennedy oleh meklizin mencetuskan pengumpulan intrasel
bagi dua perantara utama, iaitu G3P dan PEtn. Dalam senario fisiologi normal, pirau
G3P bertindak sebagai mekanisme penting untuk memindahkan elektron daripada
NADH sitosolik terus ke dalam takungan CoQ dalam mitokondria dengan memintas
kompleks I (Herpe et al. 2026). Walau bagaimanapun, pendedahan rotenone telah pun
melumpuhkan pintu masuk utama elektron melalui kompleks I. Apabila meklizin
menyekat “laluan sandar”(backup route)-ni, pengumpulan G3P dan PEin berfindak
sebagai isyarat metabolik-yang-menandakan-kegagalan penyelara/lsan antara sintesis
lipid membran dan keperluan bioenergetik sel (Tighaniminé et al. 2024). Dalam senario
ini, aliran elektron ke arah hilir menjadi sangat terhad kerana dua laluan masuk utama
ke dalam takungan CoQ telah disekat sepen(hnfy; Pényekatan pirau G3P menyebabkan
ETC bergantung sepenuhnya kepgd‘a/lgompledks I1, yang seperti dibincangkan sebelum
ini, turut mengalami lgemgro/s/(){an fungsi akibat kesan neurotoksik rotenone.
Disebabkan jumlah kesc?lurliha/n elektron yang mencapai kompleks III dan IV telah
berkurangan-secara mendadak, kadar penggunaan oksigen menurun dengan drastik
(A/lberts; et al. 2002). Keadaan ini membuktikan bahawa kerosakan sistemik dalam
model PD zebrafish ini berpunca daripada kegagalan suis homeostatik yang
“menyepadukan integriti membran lipid dengan kecekapan respirasi, yang akhirnya

memacu kematian neuron DA melalui krisis tenaga yang parah.

Kesan hMT?2 kepada model PD zebrafish

Kajian ini bertujuan untuk memahami mekanisme MT dalam perlindungan neuron
terhadap model PD aruhan rotenone pada zebrafish. Sebagai protein endogen yang
bersifat neuroprotektif, MT berperanan penting dalam mengurangkan tekanan oksidatif,
neuroinflamasi, sitotoksisiti a-sinuklein, serta disfungsi mitokondria, di mana adalah
faktor-faktor utama yang memacu patogenesis PD (Miyazaki & Asanuma 2023).
Kapasiti MT untuk mengkelat ion logam seperti kuprum dan ferum turut dikaitkan

dengan perencatan pengagregatan a-sinuklein serta peneutralan radikal bebas bagi
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mengekalkan homeostasis redoks dan integriti fungsi mitokondria. Walau
bagaimanapun, peranan spesifik hMT2 dalam model PD zebrafish aruhan rotenone
masih belum dikaji secara mendalam. Oleh itu, kajian ini bertujuan untuk menilai
potensi perlindungan neuron serta efikasi rawatan protein hMT2 dalam memitigasi
patofisiologi PD, seperti memulihkan fungsi motor, meningkatkan tahap DA dan fungsi
mitokondria, serta mengurangkan tekanan oksidatif, keradangan, dan kehilangan

neuron DA dalam model PD zebrafish aruhan rotenone.

Potensi hMT2 eksogen dalam memulihkan gangguan pergerakan dan
manifestasi keresahan akibat pendedahan rotenone telah dinilai menggunakan ujian
tangki baharu. Hasil kajian menunjukkan bahawa pemberian hMT2 (0.2 pg/ikan)
melalui suntikan intrakranium, sama ada sehari sebelum permulaan’ I;;endedahan
rotenone sebagai kumpulan-prarawatan;-mahupun-sebagai kumﬁulan/pascarawatan
sejurus selepas fasa induksi rotenone selesai, berjaya Enemhlihkan kemerosotan fungsi
motor dalam zebrafish. Pemulihan ini dicirikan oleh peningkatan dalam jumlah jarak
berenang keseluruhan |dan pengurangari /%é,ﬁotip keresahan secara signifikan.
Sehubungan dengan itu, intervensi ’pz}s/caraw;[an hMT2 berjaya meningkatkan jumlah
jarak berenang secara signiﬁ/lea/rf Berbanding kumpulan rotenone (p < 0.001, Rajah
4.17). Sebaliknya, int’ervlensi\pr;rawatan hMT2 tidak mempamerkan perbezaan prestasi
lokomotor berbanding kumpulan rotenone. Penemuan ini mencadangkan bahawa
int/erverisi pascarawatan hMT2 lebih berkesan untuk memulihkan gangguan pergerakan
éelepas permulaan kecederaan neuron. Pemulihan lokomotor yang diperhatikan dalam
“kumpulan pascarawatan hMT2 memberikan indikasi yang jelas bahawa protein ini
berupaya memulihkan integriti sistem dopaminergik yang terjejas. Selain itu,
peningkatan aktiviti berenang ini berkait rapat dengan kapasiti hMT2 dalam
menstabilkan semula fluks dopaminergik. Pemerhatian ini dibuktikan melalui
pemulihan ekspresi gen dat dan penstabilan gen biosintesis DA (¢4] dan th2) (Rajah
4.23), serta pemulihan populasi neuron DA di bahagian diensefalon (Rajah 4.25).
Kawasan diensefalon ini merupakan kluster utama bagi neuron DA yang

bertanggungjawab mengawal fungsi pergerakan dalam zebrafish.

Bagi manifestasi profil keresahan, kedua-dua intervensi prarawatan dan

pascarawatan hMT2 menunjukkan efikasi dalam mengurangkan fenotip keresahan
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secara signifikan. Kesan rawatan ini dicerminkan oleh peningkatan masa zebrafish
berenang di zon atas tangki berbanding kumpulan rotenone (p < 0.001, Rajah 4.18).
Penemuan ini diperkukuhkan lagi oleh analisis penjejakan video berkomputer (Rajah
4.19), yang menunjukkan bahawa kumpulan rawatan hMT2 mempamerkan corak
penerokaan ruang yang meluas dan menghabiskan masa yang lebih lama di zon atas
tangki. Sebaliknya, kumpulan rotenone memanifestasikan tingkah laku seumpama
keresahan dengan aktiviti berenang yang terhad di zon bawah tangki. Sehubungan
dengan itu, penemuan ini mencadangkan potensi hMT2 dalam memulihkan gangguan

motor serta mengurangkan fenotip keresahan dalam model PD zebrafish.

Potensi hMT2 eksogen dalam memulihkan keseimbangan homeostasis sel
dinilai melalui profil ekspresi-gen MT endogen, iaitu 7mt2-dan smtb. Hasil a’heilisis qPCR
menunjukkan bahawa kedua-dua-intervensi—prarawatan—dan *pe/lscarawatan hMT2
berjaya menurunkan ekspresi gen m¢2 dan smtb secara/signiﬁkan berbanding kumpulan
rotenone (p < 0.05, Rajah 4.20). Penurunan tahap <kspresi ini menandakan satu
peralihan penting dalam status fisiologi. otﬁk; iﬁbréﬁsh, di mana keperluan terhadap
mekanisme pertahanan pampgs\anf/(/comp;asatory defense mechanism) didapati
berkurangan susulan intgrveﬁsi/hMT2 eksogen yang berkesan. Secara mekanistik,
peningkatan drastik 'ger} mt de/llam kumpulan rotenone mencerminkan tindak balas

pertahanan sel —serta-merta terhadap neuroinflamasi dan tekanan oksidatif yang

be/rlebih’anx (Rajah 4.20).

Walau bagaimanapun, pemberian hMT2 eksogen berfungsi untuk menstabilkan
homeostasis redoks dan mengurangkan beban sitotoksik dalam mikropersekitaran
neuron. Apabila hMT2 eksogen mengambil alih peranan dalam peneutralan radikal
bebas dan pengkelatan logam, sel tidak lagi perlu mengekspresikan gen pertahanan
endogen secara berlebihan bagi mengekalkan kelangsungan hidup. Fenomena ini
mencadangkan bahawa hMT2 berkesan dalam mengurangkan tekanan sel yang dialami
oleh neuron DA. Selain itu, modulasi gen ini berkait rapat dengan penambahbaikan
profil bioenergetik dan pengurangan disregulasi imun. Seperti yang ditunjukkan dalam
analisis Gene Ontolgy, pendedahan rotenone memacu laluan pengaktifan limfosit dan
pengisyaratan reseptor permukaan sel secara meluas (Jadual 4.3), yang sering

memangkinkan peningkatan ekspresi MT sebagai tindak balas fasa akut. Penurunan
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ekspresi mt2 dan smtb oleh rawatan hMT2 memberikan tanda-tanda bahawa fungsi
mitokondria (Rajah 4.15) dan sistem dopaminergik telah pulih setakat ini daripada
kerosakan yang disebabkan oleh rotenone. Keadaan ini membolehkan profil ekspresi
gen pertahanan kembali ke tahap yang menyerupai kumpulan kawalan membuktikan
fungsi hMT2 sebagai sistem pertahanan endogen bagi mengekang kerosakan sel akibat

neurotoksin rotenone.

Pemulihan sokongan neurotropik merupakan mekanisme kritikal bagi menjamin
kemandirian neuron DA daripada kemerosotan secara progresif. Hasil analisis gPCR
menunjukkan bahawa intervensi hMT2 memulihkan ekspresi gen bdnf secara signifikan
berbanding kumpulan rotenone (p < 0.001, Rajah 4.22), yang menandakan pengaktifan
semula sistem kelangsungan fidup neuron bagi mengekang lata apép/tosis ‘yang
dicetuskan oleh ROS dan neurotoksisiti rotenone. Secara-mekanistik, pemulihan tahap
bdnf oleh hMT2 mencadangkan potensi pengukuhiln/léluan pengisyaratan hiliran
seperti PI3K/Akt yang mengawal selia kemand’iriarr neuron DA. Memandangkan
BDNF berfungsi secara spesifik me1a1u1 int erak& bersama reseptor TrkB, kehadiran
hMT2 berkemungkinan menstabﬂkan mlkropersekltaran sel bagi mengekalkan
biogenesis dan integriti /fung/m Jreseptor tersebut dalam keadaan tekanan sel.
Menariknya, intervefsi Praréw/atan hMT2 menunjukkan trend pemulihan yang lebih
tinggi berbanding pascarawatan hMT2. Keunggulan fasa profilaksis ini dalam
pengawalaturan bdnf (Jadual 4.4) memberikan indikasi bahawa hMT2 menyediakan
kesan neuronprotektif dengan mengekalkan ketersediaan faktor pertumbuhan yang
“mencukupi sebelum permulaan punca neurotoksik. Peningkatan sokongan neurotropik
ini mempunyai perkaitan langsung dengan analisis lokomotor dan kuantitatif populasi
neuron DA yang diperhatikan. Peningkatan ekspresi gen bdnf menyumbang secara
sinergistik kepada pemeliharaan kepadatan populasi neuron DA (Rajah 4.25) dan
pemulihan aktiviti lokomotor (Rajah 4.17). Selain itu, profil respirasi mitokondria yang
lebih stabil dalam kumpulan rawatan hMT2, terutamanya dalam mengekalkan integriti
ETC, menyediakan asas bioenergetik yang diperlukan untuk menyokong proses
keplastikan neuron yang memerlukan tenaga yang tinggi (Rajah 4.27). Secara
keseluruhannya, data ini mencadangkan bahawa hMT2 bertindak sebagai modulator
faktor pertumbuhan yang berkesan dalam membendung kemerosotan integriti sistem

neuron secara proaktif dan terapeutik dalam model PD zebrafish.
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Integriti sistem dopaminergik merupakan penanda aras utama dalam menilai
keberkesanan hMT2 sebagai agen neuroprotektif terhadap kerosakan neuron secara
progresif. Hasil analisis qPCR menunjukkan bahawa rawatan hMT2 berjaya
memulihkan semula ekspresi gen pengangkut DA (daf) ke tahap basal yang setara
dengan kumpulan kawalan (p < 0.05, Rajah 4.23). Pemulihan ekspresi gen dat ini
memberikan indikasi yang kuat terhadap pemulihan fungsi terminal dopaminergik
dalam pengambilan semula neurotransmiter, yang sebelum ini terjejas akibat
pendedahan rotenone. Bagi gen biosintesis DA, iaitu th/ dan th2, intervensi
pascarawatan hMT2 didapati berupaya menstabilkan semula ekspresi gen tersebut ke
tahap yang lebih rendah secara signifikan berbanding profil pampasan melampau dalam
kumpulan rotenone (p < 0.001, Rajah 4.23). Penurunan ekspresi mRNA /7 dan th? ini
menunjukkan bahawa hMT2 telah bérjaya meﬁstabilkan fluks dopaminefgik. Déhgan
kata lain, hMT2 bukan sahaja melindungi neuron daripada ker/natiah, tetapi juga
menyeimbangkan semula metabolisme DA sehingga tahélp sintesis pampasan yang
berlebihan melalui laluan hidroksilasi tirosin tri}iak' lagi“diperlukan untuk mengekalkan

tahap neurotransmiter yang optimum. - -

Keberkesanan hMT/Z/da/lérh melindungi integriti sistem dopaminergik secara
fizikal dapat disahkan lagi nielglui analisis imunohistokimia terhadap populasi neuron
DA yang dilabelkan dengan antibodi TH (sel TH') (Rajah 4.24). Rawatan hMT2
me;ncatatkém peningkatan bilangan sel TH' yang signifikan merentasi kesemua
bahagian otak yang dikaji. Pemulihan populasi neuron yang paling menonjol

“diperhatikan pada bahagian telensefalon (125 %), diikuti oleh praoptik (62 %),
rombensefalon (50 %), diensefalon (40 %), dan pratektal (39 %) berbanding kumpulan
rotenone (p <0.001, Rajah 4.25). Keupayaan hMT?2 untuk memulihkan populasi neuron
secara meluas ini membuktikan peranannya dalam membendung kesan neurotoksisiti
sistemik rotenone yang sebelum ini mencetuskan degenerasi neuron DA yang parah.
Secara perbandingan, intervensi prarawatan hMT2 menunjukkan kecekapan yang lebih
tinggi dalam mengekalkan kepadatan populasi neuron DA berbanding pascarawatan.
Fenomena ini memperkukuhkan peranan hMT2 sebagai agen profilaksis yang berkesan
yang mampu mengekalkan integriti struktur neuron sebelum lata serangan neurotoksik

bermula. Secara keseluruhan, pemulihan populasi neuron DA dan pemulihan profil

genetik (dat, thl, th2) menjelaskan mekanisme molekul di samping pemulihan fungsi
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lokomotor yang diperhatikan (Rajah 4.17). Data ini membuktikan bahawa hMT?2
berjaya membantu dalam mengurangkan neurodegenerasi yang progresif dalam model
PD zebrafish melalui penstabilan metabolisme neurotransmiter dan pemeliharaan

struktur sel.

Keupayaan hMT2 dalam membendung neurodegenerasi yang progresif dapat
diperkukuhkan lagi melalui aktiviti anti-keradangan yang signifikan. Hasil analisis
qPCR menunjukkan bahawa rawatan hMT2 berjaya menindas ekspresi gen bagi sitokin
pro-keradangan utama, iaitu il-/a, il-1b, cox-2, dan tnf-a secara signifikan berbanding
kumpulan rotenone (p < 0.05, Rajah 4.21). Penurunan tahap ekspresi ini memberikan
indikasi yang kuat bahawa hMT2 bertindak sebagai modulator imun yang berkesan
dalam meredakan lata keradangan yang diectuskan olehneurotoksisiti rotén(;ne. Secara
mekanistik, keupayaan hMT2-untuk-menurunkan-ekspresi-gen il-1a dar il-1b adalah
sangat penting kerana kedua-dua sitokin ini merilpakén pemacu utama kepada
pengaktifan mikroglia dan astrosit di dalam CI)[S.’Pgnindasan terhadap induksi sitokin
ini menghalang pembentukan mikroperselﬁl;a;rgn éitotoksik yang biasanya memacu
kematian neuron DA secara pro}gye"s/i/f./ Selai;l/itu, penurunan ekspresi cox-2 dan tnf-o
mencadangkan bahawa hM1/2/ p/é;'upaya mengawal selia laluan keradangan hiliran,
yang seterusnya mengufanéka; kerosakan pada tisu otak sekitarnya. Seperti yang
ditunjukkan.-dalam analisis GO, pendedahan rotenone memacu pengaktifan limfosit dan
pengisyaraitan reseptor permukaan sel secara meluas (Jadual 4.3), dan intervensi hMT2
‘berj aya memulih semula profil imun ini. Penemuan ini menyokong hujah bahawa hMT2
“bukan sahaja berfungsi dalam menstabilkan homeostasis logam, tetapi juga mempunyai
sifat pelbagai fungsi (multifunctional) dalam menangani aspek neuroinflamasi PD.
Pemulihan profil sitokin ini selari dengan pemulihan integriti sistem dopaminergik
(Rajah 4.23) dan peningkatan fungsi lokomotor (Rajah 4.17) yang diperhatikan dalam
kumpulan rawatan hMT2. Berdasarkan perbandingan efikasi dalam Jadual 4.4,
intervensi pascarawatan hMT2 (terapeutik) menunjukkan kecemerlangan dalam
parameter neuroinflamasi, yang menunjukkan keberkesanan hMT2 dalam merawat
keradangan aktif selepas permulaan kecederaan neuron. Secara keseluruhannya, data
ini mengukuhkan potensi terapeutik hMT2 sebagai agen anti-keradangan yang mampu
menstabilkan mikropersekitaran saraf dan memelihara kelangsungan hidup neuron

dalam model PD zebrafish.
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Keberkesanan hMT2 sebagai agen neuroprotektif diperkukuhkan lagi melalui
keupayaannya dalam menstabilkan sistem homeostasis redoks sel yang sebelum ini
terjejas teruk oleh pendedahan rotenone. Penilaian tahap pemperoksidaan lipid melalui
pengukuran tahap TBARS menunjukkan bahawa rawatan hMT2 berjaya menurunkan
tekanan oksidatif secara drastik. Khususnya, intervensi pascarawatan hMT2
mencatatkan penurunan tahap TBARS sebanyak 85 %, manakala intervensi prarawatan
hMT2 mencatatkan penurunan sebanyak 66 % berbanding kumpulan rotenone (p <
0.001, Rajah 4.26). Penurunan ketara kepekatan MDA ini membuktikan peranan hMT2
dalam melindungi asid lemak poli-taktepu pada membran neuron daripada serangan
radikal bebas yang meluas. Secara mekanistik, keupayaan hMT2 mengekalkan tahap
MDA yang rendah memberikan indikasi bahawa integriti membran sel dan organel
telah berjaya distabilkan. Keadaaﬁ ni sangat kritikal memandangkén membran
mitokondria merupakan tapak utama bagi ETC. Dengan memben’du/ng pemperoksidaan
lipid, hMT2 secara langsung memelihara mikroperseki/taraﬂ bagi kompleks I hingga IV,
yang seterusnya membolehkan pemulihan prfgﬁl’r/esp”lrasi mitokondria seperti yang
diperhatikan dalam analisis MitoPlate I-1 (‘ﬁiaia?hj4.27). Pemulihan fungsi bioenergetik
ini memutus "kitaran kejam" (\;l'C"l'(/)/LLS cycle) antara tekanan oksidatif dan kegagalan
penghasilan tenaga yang b'i;s(gp/y% memacu kerosakan makromolekul tak berbalik
dalam patogenesis PD. ITek\anan oksidatif dan keradangan merupakan faktor utama
yang menyumbang kepada degenerasi neuron DA yang sering berlaku dalam PD
(Marogianﬁi et al. 2020). Oleh itu, pengurangan tekanan oksidatif merupakan aspek
benting dalam strategi rawatan PD. Hasil kajian ini mendapati bahawa rawatan hMT2
“dapat menurunkan ekspresi sitokin pro-keradangan (Rajah 4.21) serta tahap
pemperoksidaan lipid (Rajah 4.26) secara signifikan, yang seterusnya mengukuhkan
peranan hMT2 sebagai agen antioksida dan anti-keradangan. Penemuan ini sejajar
dengan kajian sebelum ini yang melaporkan bahawa rawatan MT eksogen dalam model
kecederaan saraf tunjang tikus berupaya mengurangkan penghasilan ROS dan tahap
pemperoksidaan lipid (Rios et al., 2018). Selain itu, ekspresi berlebihan MT2A dalam
titisan sel (cell line) kanser pundi juga didapati mampu menurunkan penghasilan ROS
endogen dan mengurangkan tekanan oksidatif yang disebabkan oleh H:0., yang

seterusnya menunjukkan sifat antioksidatif MT (Sung et al. 2022).
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Kajian-kajian terdahulu telah melaporkan bahawa MT berupaya menekan
penghasilan ROS akibat pendedahan kepada pelbagai faktor tekanan (stressors) dan
dalam pelbagai penyakit (Ruttkay-Nedecky et al. 2013; Yang et al. 2024b). Kadar
pemalar (rate constant) tindak balas MT dengan radikal hidroksil dilaporkan berlaku
kira-kira 300 kali lebih tinggi berbanding GSH yang diturunkan (reduced GSH), iaitu
sejenis antioksidan utama dalam sistem biologi (Sato & Bremner 1993; Tanaka et al.
2025). Selain itu, MT juga dilaporkan mampu menghalang pemperoksidaan lipid
mikrosom yang diaruh oleh ADP-Fe** dan NADPH, dengan keberkesanannya kira-kira
10 kali ganda lebih tinggi daripada GSH (Miura et al. 1997; Tanaka et al. 2025). Kesan
ini menunjukkan bahawa hMT2 berpotensi menekan tindak balas keradangan
berlebihan yang dicetuskan oleh rotenone. Mekanisme ini penting mem/andangkan
keradangan kronik dalami CNS telah dikenal pésti sebagai faktor penyurhbang Utama
kepada degeneratif neuron dalam penyakit seperti PD (Mou et’al/. 2022). Tambahan
pula, hMT2 juga dipercayai dapat menekan pengaktifan. }nikroglia yang berlebihan,
seterusnya mengurangkan rembesan sitokin prfg—kéradefngan yang boleh menyebabkan
kerosakan neuron (Miyazaki & Asanuma 2/033; Peningkatan dalam bilangan neuron
DA secara signifikan (Rajah 4.10) selepas rawatan hMT2 turut menyokong peranan
perlindungan hMT2 terhadég//kégan neurotoksik rotenone. Oleh itu, penemuan ini
mencadangkan baheiWal per;ingkatan aktiviti lokomotor yang diperhatikan secara
signifikan dalam  kumpulan pascarawatan hMT2 bukan sekadar berfungsi dalam
pencegéhah/ degeneratif neuron, tetapi juga hasil daripada keupayaan hMT2

mempercepat proses pemulihan selepas terdedah kepada rotenone.

Potensi neuroprotektif hMT2 dibuktikan melalui keupayaannya untuk
meredakan tindak balas imun sel yang agresif akibat pendedahan rotenone. Analisis
profil transkriptomik menunjukkan bahawa rawatan hMT2 berjaya menindas
peningkatan ekspresi gen gzm3 dan cd8a secara signifikan berbanding kumpulan
rotenone (p < 0.001, Rajah 4.30). Penurunan ekspresi gzm3 menunjukkan bahawa
hMT2 mampu menyekat aktiviti protease sitotoksik yang bertanggungjawab terhadap
gangguan membran sel sasaran dan pencetusan apoptosis neuron. Selain itu, penurunan
ekspresi cd8a memberikan indikasi bahawa hMT2 berkesan dalam mengawal selia
populasi sel T sitotoksik CD8" dalam CNS, sekali gus menghalang serangan imun

penyesuaian terhadap neuron DA yang biasanya memacu kemerosotan sistem
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dopaminergik secara progresif. Keupayaan hMT2 dalam mengawal selia persekitaran
imun ini turut diperhatikan melalui modulasi laluan pengisyaratan TCR. Rawatan
hMT2 menunjukkan trend penurunan yang signifikan pada gen pengawal selia themis
(p < 0.001, Rajah 4.30). Memandangkan themis memainkan peranan kritikal dalam
pematangan dan pembezaan sel T kepada sel T CD8, penindasan gen ini mencadangkan
bahawa hMT2 bertindak mengekang fasa pematangan sistem imun yang hiperaktif
akibat aruhan rotenone. Walau bagaimanapun, rawatan hM T2 tidak menunjukkan kesan
penurunan terhadap ekspresi gen Ick berbanding kumpulan rotenone. Keadaan ini
memberikan gambaran bahawa hMT2 mungkin lebih utamakan dalam memodulasi
mekanisme hiliran pengaktifan sel T dan proses pembezaan sel berbanding permulaan
lata fosforilasi awal pada peringkat TCR. Selain itu, pengekalan tahap ekspresidck yang
stabil mungkin mencerminkan kepeﬂuan sel uhtuk mengekalkan pengis&aratan basal
yang kritikal bagi kemandirian sel imun asas. Keadaan ini menun’jul/(kan bahawa hMT2
hanya memodulasi aktiviti keradangan yang agresif t/anpa/ melumpuhkan sepenuhnya
jentera pengisyaratan asas sistem imun. Modu%gsi Selektif ini penting bagi memastikan
homeostasis imun terpelihara sementara flagjle;roinﬂamasi yang merosakkan neuron
DA disekat secara berkesan. Sehubtngan dengan itu, penurunan ketara pada gen gzm3,

A >

cd8a, dan themis mencemﬁhf(e/tn potensi hMT2 dalam meredakan sebahagian tindak
balas neuroinﬂamasi'yar}g aéresif. Kesan modulasi imun ini memberikan perlindungan
terhadap int€griti neuron dengan menyekat lata kerosakan yang dimediasi oleh sel T
sitotoksik. Penemuan ini turut disokong oleh data integratif dalam Jadual 4.4, di mana
intervensi terapeutik (pascarawatan hMT2) didapati lebih unggul dalam menindas
‘penanda neuroinflamasi secara sistemik berbanding intervensi profilaksis. Dengan
mengurangkan beban imun sel dalam CNS, hMT?2 secara tidak langsung menyumbang
kepada pemulihan aktiviti lokomotor dan kelestarian populasi neuron DA dalam model
PD zebrafish ini. Keupayaan hMT2 untuk memelihara kelangsungan hidup neuron DA
turut disokong secara meluas oleh peranannya sebagai modulator imun semula jadi
yang berkesan di dalam CNS. Berdasarkan data transkriptomik, rawatan hMT?2 terbukti
berjaya mengekang gangguan pengawalaturan mikrogliosis dan menyekat lata
pengisyaratan sitokin pro-keradangan yang agresif akibat aruhan rotenone. Manifestasi
utama daripada kesan modulasi ini diperhatikan melalui penurunan ekspresi gen #yrobp

secara signifikan dan drastik dalam kumpulan rawatan hMT2 berbanding kumpulan

rotenone (p < 0.001, Rajah 4.31). Memandangkan protein penyesuai Tyrobp (DAP12)
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bertindak mengikat reseptor permukaan seperti TREM2 untuk memulakan transduksi
isyarat pengaktifan intrasel sel mieloid, penindasan gen tyrobp oleh hMT2 memberikan
petunjuk langsung terhadap penyekatan fasa pengaktifan mikroglia reaktif kepada
fenotip pro-keradangan yang merosakkan. Penurunan ekspresi gen ini menunjukkan
bahawa kehadiran hMT2 mampu memotong isyarat hiliran (downstream) seperti laluan
PI3K-Akt atau MAPK sebelum mikroglia sempat merembeskan faktor neuroinflamasi
kronik yang boleh mempercepat kematian neuron DA. Selari dengan penindasan
mikrogliosis tersebut, rawatan hMT2 turut menunjukkan keupayaan yang signifikan
dalam melemahkan tindak balas kemotaksis dan isyarat sitokin. Keadaan ini dibuktikan
melalui penurunan ekspresi bagi gen kemokin cc/34b.4 (p < 0.05) dan gen sitokin i/2rb
(p < 0.05) berbanding kumpulan rotenone (Rajah 4.31). Penurunan ekspresi ccl34b.4
mencadangkan bahawa hMT?2 berupﬁya mengéwal selia proses kemotaksis leukosit,
yang secara tidak langsung mengurangkan risiko peny‘usupan/ sel imun periferi
berbahaya menerusi BBB yang terjejas. Sementara_ itﬁ;penurunan modulasi i12rb
membayangkan bahawa hMT2 berkesan dal:;;m imelemahkan gelung maklum balas
autokrin dan parakrin bagi proliferasi sel- ngn;dikawal perantara oleh pengisyaratan
reseptor IL-2. Dengan menguyangkan kepekaan reseptor ini, hMT2 secara tidak
langsung menyekat keaktifég//r;{eiampau laluan p38 MAPK yang sering dikaitkan
dengan disfungsi /aiutoifagi\ dan disfungsi mitokondria. Dapatan bersepadu ini
mengesahkan  bahawa rawatan hMT2, terutamanya melalui pendekatan terapeutik
(pascaréwéitan hMT?2) yang terbukti dominan dalam domain neuroinflamasi (Jadual
4.4), mempunyai kapasiti yang unggul untuk melemahkan mikropersekitaran CNS yang
“meradang dan progresif. Melalui tindakan yang menyasarkan penindasan pengaktifan
sel glial (¢yrobp) dan pelemahan paksi pengisyaratan sitokin (i/2rb dan cc/34b.4), A\MT2
berjaya menghentikan lata kerosakan imun sistemik. Seterusnya, penstabilan
mikropersekitaran neuron ini menyediakan ruang optimum untuk pemulihan
pengekspresan gen perlindungan neuron bdnf dan penstabilan jangka panjang bagi

fungsi respirasi mitokondria.

Kemuncak kapasiti perlindungan neuron hMT2 dalam model PD dibuktikan
oleh peranannya dalam memodulasi fasa pelaksanaan apoptosis. Berdasarkan analisis
transkriptomik, kesan intervensi hMT2 terhadap parameter apoptosis didapati sangat

bergantung pada strategi masa rawatan (Rajah 4.32). Hasil kajian menunjukkan bahawa
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hanya intervensi prarawatan hMT2 (profilaksis) yang berjaya menyekat peningkatan
ekspresi gen pro-apoptosis deddl secara signifikan berbanding dengan kumpulan
rotenone (p <0.05, Rajah 4.32). Sebaliknya, intervensi pascarawatan hMT?2 (terapeutik)
tidak menunjukkan kesan penurunan regulasi yang signifikan terhadap ekspresi gen
tersebut. Memandangkan gen dedd! mengekodkan protein domain efektor kematian
pengikat kaspase (caspase-binding death effector domain protein) yang terlibat secara
langsung dalam pembentukan kompleks pengisyaratan pencetus kematian (death-
inducing signaling complex, DISC) bagi laluan ekstrinsik, penindasan awal melalui
pendekatan profilaksis ini mempunyai implikasi biologi yang besar. Kehadiran hMT2
sebagai agen pencegah didapati berupaya untuk menyekat interaksi hulu antara protein
domain kematian (DD) dengan protein domain efektor kematian (DED) /sebélum
kaspase pelaksana utama (seperti : kaspase-g dan kaspase-3) diaktifkan mélalui
pembelahan proteolitik; Dengan merencat ekspresi dedd1, hM"f2 berkesan dalam
memutuskan lata apoptosis pada peringkat awal s/ebelﬁm fragmentasi DNA dan
degradasi protein sel yang tidak berbalik berlaku dalant neuron DA.
€A

Keberkesanan selektif prgﬁlgilgs/is 11l clzlam menindas dedd ] adalah berkait rapat
dengan kawalan mikrop@rsélﬁtqfé;l sel yang dibincangkan sebelum ini. Pendekatan
prarawatan hMT2 be'r’tin?lak éeb/agai pelindung awal yang melemahkan lonjakan sitokin
pro-keradangan seperti TNF-a yang dirembeskan akibat pendedahan kepada rotenone.
Mq:mandarigkan TNF-o berfungsi sebagai ligan utama yang mencetuskan reseptor
kematian permukaan, pengurangan sitokin ini secara tidak langsung menghalang
“permulaan laluan apoptosis ekstrinsik yang dikawal perantara oleh dedd!. Kegagalan
fasa terapeutik (pascarawatan hMT2) untuk mengurangkan deddl secara signifikan
menunjukkan bahawa sebaik sahaja rotenone memulakan lata apoptosis ekstrinsik,
jentera kematian sel menjadi lebih sukar untuk direncat pada peringkat genetik. Walau
bagaimanapun, data bersepadu dalam Jadual 4.4 menunjukkan bahawa fasa terapeutik
kekal unggul dari segi parameter sistemik seperti pengurangan tekanan oksidatif
(TBARS) dan pemulihan fungsi motor secara keseluruhan. Keadaan ini menunjukkan
bahawa hMT2 menunjukkan potensi perlindungan neuron yang dinamik yang bertindak
sebagai agen pencegah (profilaksis) yang sangat berkesan dalam memelihara
kemandirian struktur dan populasi neuron DA daripada serangan apoptosis ekstrinsik

(deddl & bdnf), di samping berfungsi sebagai agen pemulihan (terapeutik) yang cekap
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dalam menstabilkan respirasi mitokondria dan memulihkan aktiviti lokomotor pada
zebrafish. Penemuan ini mengesahkan bahawa intervensi awal hMT2 adalah kritikal
untuk merencat laluan apoptosis ekstrinsik bagi mengekang perkembangan

neurodegeneratif yang progresif dalam model PD ini.

Dari aspek bioenergetik, rawatan hMT2 terbukti berjaya membalikkan
kegagalan respirasi mitokondria yang dicetuskan oleh neurotoksisiti rotenone. Analisis
kolorimetri menggunakan plat MitoPlate I-1 menunjukkan pemulihan sensitiviti ETC
terhadap perencat luaran, yang menandakan pengaktifan semula fungsi metabolisme
organel tersebut secara sistematik (p <0.001, Rajah 4.27). Penemuan ini mencadangkan
bahawa hMT2 bukan sekadar agen antioksidan, tetapi juga bertindak sebagai
pemangkin pemulihan enjin-sel yang telah-lumpuh akibat-perencatan kom'/pl/eks I'ETC.
Peningkatan aktiviti mitokendria-yang paling-menonjol diperhatike{n pada pengaktifan
semula kompleks II. Rawatan hMT2 meningkatkan k/adar‘penurunan pewarna redoks
tetrazolium secara signifikan, dengan peningkatan \scbanyak 2.4 kali ganda bagi
prarawatan hMT2 dan 2.2 kali ganda bagi pélg/aaréwatan hMT2 apabila didedahkan
kepada perencat malonat dan k/al[bcjlfs/in P < 0.001, Rajah 4.28). Pemulihan aktiviti
mitokondria sekitar 30 % /darlﬁa(/lé fahap kumpulan rotenone (Rajah 4.29) membuktikan
bahawa hMT2 berj'ayaI mehy;mbung semula aliran elektron yang terputus pada
peringkat hulu ETC. Secara mekanistik, hMT2 berkemungkinan besar memulihkan
int/egriti’ protein suksinat dehidrogenase (SDH) dan memastikan ketersediaan substrat
suksinat untuk dioksidakan, yang seterusnya membolehkan mitokondria menjana

“potensi membran walaupun dalam kehadiran perencat kompleks I oleh rotenone.

Selain pemulihan kompleks II, rawatan hMT2 menunjukkan impak yang
signifikan terhadap penstabilan metabolisme fosfolipid melalui laluan Kennedy. Data
menunjukkan rawatan hMT2 meningkatkan kadar penurunan pewarna redoks
tetrazolium sehingga 2.9 kali ganda bagi prarawatan hMT2 dan 2.3 kali ganda bagi
pascarawatan hMT2 apabila didedahkan kepada perencat meklizin (p < 0.001, Rajah
4.28). Keupayaan hMT2 mengekalkan aktiviti respirasi sehingga 68 % berbanding
hanya 23 % dalam kumpulan rotenone (Rajah 4.29) yang mencadangkan bahawa hMT2

mampu mengurangkan gangguan pada enzim PCYT2. Dengan menstabilkan semula
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biosintesis PE, hMT2 memastikan integriti struktur membran dalaman mitokondria

kekal sempurna untuk menyokong susunan "superkompleks" respirasom.

Pemulihan "suis homeostasis" ini sangat kritikal dalam konteks PD. Apabila
hMT2 mengimbangi semula metabolisme lipid dan respirasi, pirau G3P kembali
berfungsi sebagai laluan sandar (backup route) yang berkesan untuk menyalurkan
elektron ke dalam takungan CoQ. Keadaan ini menghalang pengumpulan toksik G3P
dan PEtn yang sebelum ini dikesan dalam kumpulan rotenone. Keberkesanan intervensi
prarawatan hMT2 yang lebih tinggi (2.88 kali ganda) berbanding pascarawatan hMT2
(2.25 kali ganda) dalam parameter ini mengukuhkan peranan hMT2 sebagai agen
profilaksis yang mampu menyediakan mitokondria dengan ketahanan membran yang
lebih tinggi sebelum serangan neurotoksik-bermula. Secara keseluruhanny/a,/pemlﬂihan
kecekapan ETC dan pemulihan-metabolisme-fosfolipid-oleh hMT?2 menyediakan asas
bioenergetik yang kukuh bagi menyokong kemandi/rian neuron DA. Keberkesanan
hMT?2 dalam memulihkan respirasi mitokondria ini metjelaskan mekanisme biokimia
di samping pengurangan tekanan oksidaﬁf(Réth 4.26), pemulihan tahap bdnf (Rajah
4.22), dan pemulihan fungsi motor, /zébraﬁsi (Rajah 4.17) yang diperhatikan dalam
kajian ini. )

>
)
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Di samping itu, rawatan dengan hMT2 menunjukkan peningkatan dalam kadar

penurunan” _pewarna ujian respirasi mitokondria menunjukkan bahawa hMT2
mémpunyai potensi untuk memulihkan fungsi mitokondria (Rajah 4.29). Mekanisme
“ini berkemungkinan berkaitan dengan peningkatan aliran elektron dalam ETC, yang
membantu mengurangkan kesan perencatan yang disebabkan oleh rotenone. Pemulihan
yang lebih tinggi dalam kumpulan prarawatan hMT2 berbanding pascarawatan hMT2
mencadangkan bahawa rawatan awal mungkin lebih berkesan dalam melindungi
mitokondria daripada kesan toksik rotenone. Selain itu, kumpulan hMT2 menunjukkan
tahap pemulihan dalam pemantauan masa nyata sepanjang enam jam (Rajah 4.29).
Keadaan ini mencadangkan hMT2 dapat memperbaiki gangguan ini, tetapi tidak
sepenuhnya memulihkan kecekapan pengangkutan elektron ke tahap normal.
Tambahan pula, rawatan dengan hMT2 menunjukkan potensi dalam mengurangkan
kesan perencatan kompleks I, terutamanya dalam kumpulan prarawatan yang

menunjukkan peningkatan dalam kadar penurunan pewarna merentas semua perencat
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yang diuji (Rajah 4.21). Keadaan ini menunjukkan bahawa hMT2 mungkin bertindak
sebagai agen perlindungan yang membantu mengekalkan aktiviti mitokondria sebelum
terjadinya perencatan kompleks I. Walau bagaimanapun, pemulihan dalam kumpulan
pascarawatan hMT2 hanya diperhatikan dalam kebanyakan perencat tetapi tidak dalam
kes berberin dan celastrol. Keadaan ini mencadangkan bahawa keberkesanan hMT2
mungkin bergantung kepada mekanisme perencatan kompleks I yang spesifik bagi
setiap perencat yang digunakan. Di samping itu, kadar penurunan pewarna yang tidak
mencecah 30 % dalam semua kumpulan menunjukkan bahawa perencatan kompleks I
secara umumnya menyebabkan pengurangan aktiviti ETC yang ketara, di mana rawatan

dengan hMT2 hanya memberikan pemulihan separa.

Di samping itu, rawatan dengan hMT2 turut menunjukkan penin'gk/atan dalam
kadar penurunan pewarna-secara-signifikan-yang mencerminkan pemulihan fungsi
mitokondria yang terjejas akibat rotenone, khusus/nya‘ ‘dalam kehadiran perencat
kompleks II mitokondria, termasuk malonat, karboksin,darn juga meklizine (Rajah 4.29,
4.31). Kesan hMT?2 terhadap perencat korrﬁ)lélz,g Ii ini berkemungkinan berkait rapat
dengan peranannya dalam menggkalk/a;l prosé/s pengoksidaan suksinat, yang khususnya
terjejas oleh disfungsi rr;itol{on/cff;a akibat pendedahan kepada rotenone. Walaupun
bukti eksperimen me’ngepai I;er;nan MT dalam fungsi utama mitokondria masih terhad,
kajian yang~lepas melaporkan bahawa ekspresi MT1A dalam mitokondria sel
negroblastbma SH-SYSY yang diberi MPP+ dapat mengurangkan kerosakan
mitokondria dengan memulihkan tahap ATP, aktiviti NADH dehidrogenase, dan tahap

“superoksida mitokondria (Kang et al. 2018).

MT dihasilkan terutamanya oleh astrosit dalam otak dan dirembeskan ke ruang
ekstrasel (Saenz - Antofianzas et al. 2024). Kajian yang lepas menunjukkan bahawa
MT yang dirembeskan ini berpotensi melindungi neuron DA daripada ketoksikan 6-
OHDA (Isooka et al. 2020). Oleh itu, pemberian hMT2 eksogen dipercayai berfungsi
dalam ruang ekstrasel dan dapat memberikan kesan perlindungan kepada neuron
melalui sifat antioksidan dan anti-keradangan yang dimilikinya. Namun begitu, terdapat
bukti yang menunjukkan bahawa MT yang dirembeskan oleh astrosit boleh diserap ke
dalam neuron melalui interaksi dengan reseptor permukaan, iaitu low-density

lipoprotein receptor (LDL-R)-related proteins (LRP), seperti LRP-1 dan LRP-2
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(megalin). Jakovac et al. (2018) melaporkan bahawa neuron yang mengekspresikan
megalin turut menunjukkan kereaktifan imun terhadap MT dalam membran dan
sitoplasma neuron yang seterusnya mengaktitkan laluan pengisyaratan AKT1/Protein
kinase B, yang diketahui mengekalkan kelangsungan hidup neuron. Oleh itu, pemberian
hMT2 berpotensi untuk bertindak sebagai agen perlindungan neuron dalam ruang

ekstrasel serta merencat laluan patogenik intrasel dalam neuron.

Perbandingan Efikasi Antara Intervensi Profilaksis dan Terapeutik hMT2

Penentuan fasa intervensi rawatan hMT2 yang optimum merupakan langkah penting
dalam memahami aplikasi mekanistik protein ini sebagai agen neuroprotektif. Hasil
kajian ini mengesahkan bahawa hMT2 mempunyai efikasi neuroprptekﬁf ‘yang
dinamik, berfungsi sama ada sebagai agen pencegahan (profilaksis) atau agen
pemulihan (terapeutik) susulan kecederaan neuron. Pg:rbandingan /komprehensif
menunjukkan bahawa intervensi terapeutik (pascarawate/lﬁ hMT?2) lebih unggul dalam
aspek fungsi dan biokimia akut, manakala inte;rA\;ensi /proﬁlaksis (prarawatan hMT?2)

menawarkan kelebihan dalam inte g;@ti strhktu; dgn kestabilan bioenergetik (Jadual 4.4).

Intervensi terapeut/il:(//(,paé‘carawatan hMT2) didapati lebih dominan dalam
memulihkan param/ert’er fungsi dan biokimia pasca-kecederaan. Keunggulan fasa ini
dibuktikan melalui pemulihan aktiviti lokomotor yang signifikan, yang menyaksikan
jumlah jarak berenang diperbaik sehingga melampaui tahap kumpulan rotenone dan
menghampiri profil kumpulan kawalan (Rajah 4.17). Dari sudut mekanistik,
/keberkesanan terapeutik ini didorong oleh keupayaan hMT2 yang lebih drastik dalam
menindas lata sitokin pro-keradangan (il-la, cox-2, dan tnf-a) (Rajah 4.21) serta
mengurangkan tekanan oksidatif (TBARS) sebanyak 85% (Rajah 4.26). Penurunan
beban sitotoksik yang pantas ini secara langsung mengurangkan keperluan sel untuk

mengekspresikan gen pertahanan endogen (mt2 dan smtb) secara berlebihan (Rajah

4.20), sekali gus menstabilkan mikropersekitaran neuron dengan lebih efisien.

Sebaliknya, intervensi profilaksis (prarawatan hMT2) menunjukkan kelebihan
yang nyata dalam mengekalkan integriti struktur dan kelestarian fungsi jangka panjang.
Kehadiran awal hMT2 sebelum pendedahan rotenone bertindak sebagai "perisai

biokimia" yang mengekalkan kepadatan populasi neuron DA secara signifikan merentas
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kelima-lima bahagian utama otak (Rajah 4.25). Kelebihan fasa profilaksis ini berkait
rapat dengan keupayaan hMT2 dalam memacu peningkatan ekspresi gen neuroprotektif
BDNF (Rajah 4.22) dan pengangkut DA DAT (Rajah 4.23) pada tahap yang lebih tinggi
berbanding fasa terapeutik. Dari aspek bioenergetik, profilaksis didapati lebih unggul
dalam memelihara kecekapan respirasi mitokondria, yang menunjukkan integriti ETC
dan laluan Kennedy dikekalkan daripada gangguan awal, sekali gus menghalang krisis

tenaga sistemik (Rajah 4.29).

Secara keseluruhan, perbandingan ini memberikan perspektif baharu bahawa
rawatan terapeutik menawarkan penyelesaian pantas terhadap gejala motor dan
kerosakan oksidatif reaktif, manakala pendekatan profilaksis merupakan fasa yang
optimum bagi kelestarian—ncuroprotektif. Keupayaan— prarawatan hMTZ dalam
meminimumkan kehilangan—neuron—DA-—dan-menstabilkan resi)iras'r mitokondria
sebelum patologi berkembang adalah kunci utama Eialarh menyekat lata kerosakan
neuron dengan lebih berkesan. Penemuan ini mengukutikan kedudukan hMT2 sebagai
modaliti rawatan yang holistik, yang buk@l}fsghaja mampu bertindak sebagai agen
penyelamat untuk memulihkan fu\ngs/i,/ tetaprjuga sebagai agen neuroprofilaktik yang

unggul dalam mengekalkan irfte/g;ﬁi sistem dopaminergik dalam model PD.
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BAB VI

RUMUSAN DAN CADANGAN

6.1 RUMUSAN

Kajian ini berjaya mencirikan profil patologi PD yang dicetuskan oleh neurotoksin
rotenone serta menunjukkan potensi hMT2 dalam perlindungan neuron deﬁgan
menggunakan model Dario rerio. Mélalui pen&repaduan parameter aktiviti lokoﬁ;btor,
biokimia, imunohistokimia, pengekspresan genetik, dan analisis fnii<rosu/sun, kajian ini
menyediakan kesimpulan yang holistik dan mendalgrrfﬁi’endedahan kronik kepada
rotenone terbukti berjaya memanifestasikan giriiéiri Utama patogenesis PD klinikal
seperti yang diperhatikan pada manusia. Ne‘G@teT%sisiti ini didapati memacu disregulasi
sistemik yang teruk, bermula dz}riﬁada penurunan drastik dalam aktiviti lokomotor
(pengurangan dalam jumlziﬁ\/j’@];akT berenang) yang disertai oleh manifestasi fenotip
keresahan yang ketara. Pada peringkat organel, rotenone mengganggu ETC dengan
merencat respirasi kompleks I dan II, kemudiannya mencetuskan peningkatan drastik
dalam perﬁperoksidaan lipid seperti yang dibuktikan oleh lonjakan tahap TBARS.
Kesan buruk ini seterusnya mengurangkan sokongan neurotropik penting (bdnf),
mengganggu homeostasis dopaminergik (dat, thl, dan th2), serta menyebabkan
kematian fizikal neuron DA di kawasan otak yang kritikal. Kemusnahan neuron ini
diburukkan lagi oleh tindak balas neuroinflamasi secara progresif melalui pencetusan
sitokin pro-keradangan (il-/a, il-1b, cox-2, tnf-a), pengaktifan mikrogliosis reaktif
(tyrobp), dan serangan agresif daripada populasi sel T sitotoksik CD8* (gzm3, cd8a,
themis, dan Ick). Kemuncak kerosakan neuron ini dikawal perantara oleh peningkatan
ekspresi gen deddl yang bertindak mengikat kaspase untuk memulakan pemecahan

protein struktur dan fragmentasi DNA neuron melalui laluan apoptosis ekstrinsik.

Intervensi rawatan dengan protein hMT2 eksogen telah terbukti menunjukkan

neuroprotektor multisasaran yang sangat berkesan dalam memulihkan homeostasis
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biokimia dan sel yang terjejas. Bagi gejala PD, hMT2 berjaya menstabilkan parameter
lokomotor dan mengurangkan fenotip keresahan zebrafish kepada tahap normal. Pada
peringkat molekul, h(MT2 melemahkan mikropersekitaran CNS yang meradang secara
berkesan melalui penindasan sitokin pro-keradangan, perencatan mikrogliosis reaktif
(tyrobp, il2rb, dan ccl34b.4), serta penormalan gen pengaktifan sel T (gzm3, cd8a, dan
themis) bagi mengekang serangan imun adaptif patogenik. Kesan imunomodulasi
selektif ini adalah selaras dengan penurunan tekanan oksidatif (TBARS), pemulihan
kecekapan respirasi mitokondria, dan perangsangan rembesan faktor neurotropik
(bdnf), yang secara kolektif berfungsi untuk mengekalkan integriti struktur, merencat

tindak balas apoptosis ekstrinsik, dan mengekalkan kepadatan populasi neuron DA.

Dapatan paling berimpak dalamKajian ini-menyimpulkan bah/av;/a kapasiti
perlindungan neuron hMT2-adalah-dinamik-dan-bergantung secara signifikan pada
strategi rawatan yang digunakan (kecekapan befsandarkan masa). Pendekatan
profilaksis (prarawatan hMT2) didapati unggul dan dominan dari segi perlindungan
struktur sel hulu (upstream cellular Structﬁa} Eroiection). Pendekatan profilaksis ini
bertindak sebagai pelindung /gWaJ/ yangj mengekalkan populasi neuron DA,
menstabilkan kecekapan r/espﬁas/i/h‘qitokondria, mengekalkan ekspresi gen bdnf dan dat,
serta berupaya menyékait fasa E)elaksanaan apoptosis pada peringkat genetik melalui
penindasan mutlak pengekspresan gen dedd! sebelum lata kematian sel yang tidak
berbalik berlaku. Sebaliknya, pendekatan terapeutik (pascarawatan hMT2) didapati
unggul dan dominan dari segi pemulihan berfungsi hilir (downstream functional
“recovery). Intervensi pascarawatan hMT2 ini memberikan keberkesanan maksimum
dalam meringankan beban tekanan oksidatif sistemik (TBARS), menyekat lata sitokin
keradangan akut, dan mengaktifkan sistem pertahanan endogen zebrafish (m¢2 dan
smtb), yang akhirnya diterjemahkan kepada pemulihan aktiviti lokomotor luaran yang
lebih cekap. Kesimpulannya, data daripada model zebrafish ini memberikan asas
praklinikal yang kukuh untuk mencadangkan hMT2 sebagai modaliti rawatan dwi-
fungsi (profilaksis dan terapeutik) yang berpotensi tinggi, serta mempunyai potensi
terapeutik dalam memperlahankan atau menghentikan perkembangan neurodegeneratif

yang progresif demi pengurusan PD pada masa hadapan.
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6.2 LIMITASI KAJIAN

Walaupun kajian ini memberikan pemahaman baharu tentang potensi perlindungan
neuron protein hMT2, terdapat beberapa had metodologi yang perlu diakui bagi
membimbing penterjemahan data dan hala tuju penyelidikan pada masa hadapan.
Antara had utama dalam reka bentuk kajian ini termasuklah ketiadaan kumpulan
kawalan pembawa (vehicle control group) khusus untuk prosedur rawatan hMT?2.
Kumpulan kawalan pembawa amat kritikal dalam kajian farmakologi bagi memastikan
bahawa kesan perlindungan neuron atau sebarang perubahan fenotip yang diperhatikan
adalah benar-benar dicetuskan oleh molekul aktif (iaitu hMT?2 eksogen) dan bukannya
akibat kesan daripada larutan pembawa (penimbal) atau medium pelarut yang
digunakan. Walaupun kumpulan kawalan nermal (tanpa rawatan) telah /di/gunakan
sebagai garis dasar untuk membandingkan kesan rotenone dan intervensi tersebut,
ketiadaan kumpulan kawalan pembawa mengehadkan keupayaan kajian ini untuk
menolak sepenuhnya kemungkinan kesan biokirﬁi;\ minimum yang mungkin

disumbangkan oleh komponen pelarut ekso/gen kepada sistem fisiologi zebrafish.
p - )

Di samping itu, kajlan /mf ;ugef tidak melibatkan penggunaan kumpulan kawalan
positif dalam pengurusan PD %epertl ubat L-DOPA (levodopa) atau agonis DA yang
biasa digunakan- dalam kajian klinikal dan praklinikal. Penggunaan kawalan positif
amat pe,nti_’ng/ untuk berfungsi sebagai piawaian rujukan atau penanda aras kecekapan
bagi menilai magnitud' perlindungan neuron dan pemulihan motor oleh hMT2

‘berbanding dengan modaliti rawatan sedia ada di pasaran. Ketiadaan parameter
perbandingan langsung ini menyebabkan penilaian tahap keberkesanan terapeutik
hMT?2 bersifat relatif kepada kumpulan kawalan dan kumpulan rotenone sahaja, tanpa
keupayaan untuk mengesahkan sama ada kapasiti pemulihan hMT2 adalah setara, lebih
rendah, atau lebih unggul berbanding dengan standard emas semasa bagi rawatan PD.
Walau bagaimanapun, ketiadaan kumpulan kawalan positif ini diimbangi secara
konseptual oleh kewujudan beberapa kajian terdahulu yang telah mendokumentasikan
kesan dan parameter rawatan protein hMT2 dalam model haiwan zebrafish. Data
literatur yang sedia ada ini telah memberikan asas rujukan (Mohamad Najib et al. 2023;
Teoh 2016) yang kukuh mengenai profil keselamatan, pengoptimuman dos, dan
bioaktiviti asas hMT2 dalam sistem fisiologi zebrafish. Oleh itu, walaupun

perbandingan silang dengan ubat klinikal semasa tidak dapat dilakukan secara langsung
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dalam reka bentuk eksperimen ini, penilaian kecekapan hMT2 tetap mempunyai
kesahan saintifik yang tinggi kerana penilaian tersebut bersandarkan penanda aras

mekanistik yang telah disahkan oleh kajian-kajian terdahulu.

6.3 CADANGAN KAJIAN LANJUTAN

Bagi mengukuhkan dan memperluas skop dapatan yang diperoleh daripada kajian ini,
beberapa kajian susulan yang strategik boleh dipertimbangkan untuk penyelidikan pada
masa hadapan. Skop kajian molekul boleh diperluas dengan melibatkan kumpulan
kawalan positif seperti levodopa (L-DOPA) atau agonis dopamin yang lain, di samping
memastikan kehadiran kumpulan kawalan pembawa khusus untuk larutan pembawa
hMT2. Kehadiran kumpulan perbandingan langsung ini bukan /sahaja “akan
meningkatkan kesahan dalaman bagi reka bentuk eksperimen; tetapijuga mémbolehkan
penanda aras kecekapan dilakukan untuk membandingkan tahap perlin(iungan neuron
dan keselamatan hMT?2 relatif kepada rawatan standard emas komersial semasa. Selain
itu, kajian kinetik tindak balas dos hMT2 yangjblh luas juga perlu dijalankan untuk
mengenal pasti julat tetingkap terapeu’uk yaﬁg paling selamat dan optimum sebelum

sebarang penterjemahan klinikal diusahakan.
s v P,

>
)

Di samping /it’l’l, bagi meningkatkan nilai penterjemahan protein hMT2 daripada
model akugﬁk ke;pada aplikasi mamalia dan manusia, penyelidikan ini perlu dimajukan
ke- peringkat model in vivo yang lebih tinggi. Kajian lanjut menggunakan model
mamalia seperti rodensia yang dicetuskan oleh neurotoksin sama ada rotenone atau

/MPTP merupakan langkah kritikal yang seterusnya. Melalui model mamalia,
penyelidik boleh meneliti isu farmakokinetik yang lebih kompleks termasuklah
keupayaan protein hMT2 untuk menembusi BBB mamalia yang lebih ketat, profil
biodistribusi, kadar perkumuhan, serta potensi imunogenisiti atau kesan sampingan
jangka panjang. Penerokaan model praklinikal yang lebih maju ini akan menyediakan
asas data bioperubatan yang lebih teguh dan holistik untuk merealisasikan potensi
hMT2 sebagai modaliti terapeutik atau profilaksis moden yang inovatif bagi merawat

PD.
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