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OZET

ALFA SINUKLEIN ILE INDUKLENEN IN-VITRO PARKINSON
MODELINDE HiSTON ASETILASYONUNUN MIKROGLIAL ANTIJEN SUNUMU
UZERINE OLAN ETKIiSININ ARASTIRILMASI
Caner GUNAYDIN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Farmakoloji Anabilim Dali,

Doktora Tezi, Nisan/2021
Danisman: Prof. Dr. S. Sirr1 BILGE

Parkinson hastaligi (PH), ¢esitli genetik ve epigenetik faktorlerden etkilenen
kronik bir nodrodejeneratif hastaliktir. Epigenetik faktorler baglaminda, histon
asetilasyonu, Parkinson hastaliginin ilerlemesi ile iliskili mekanizmalardan biridir. Bu
caligmanin amaci, a-siniiklein ile mikroglial hiicreleri indiikledikten sonra farmakolojik
ajanlar ile histon asetilasyon artiginin antijen sunumuna etkilerini arastirmaktir. In vitro
Parkinson hastaligi modeli BV-2 mikroglial hiicre hattina a-siniiklein uygulamasi ile
olusturuldu. Histon asetilasyonunu arttirmak i¢in BV-2 hiicrelerine a-siniiklein
varliginda CUDC-907 ve TMP-195 uygulandi. Antijen sunumu major doku uygunluk
kompleksi-II (MHC-II) ve simnif-II major doku uygunluk kompleksi aktivatorii (CIITA)
ekspresyon seviyelerinin Ol¢giilmesiyle degerlendirildi. Deney sonuglari, a-siniiklein’in
MHC-II ekspresyonunu anlamli olarak artirdigin1 ve bu etkinin a-siniiklein’in 6 saat
uygulamasinda en siddetli oldugunu gosterdi. CUDC-907 ve TMP-195’in a-siniiklein ile
birlikte uygulanmasinda MHC-II seviyelerinin anlamli olarak artti§i ve bu artigin
CUDC-907°de daha siddetli oldugu goriildii. Buna ek olarak a-sintiklein uygulamasina
bagl CIITA ekspresyonun MHC-II’ye benzer sekilde kontrole kiyaslandiginda anlamli
olarak arttig1 goriildii. Bu artistn MHC-II ekspresyonunda oldugu gibi CUDC-907 ve
TMP-195 uygulamasiyla arttigi ve bu artisin CUDC-907’de daha siddetli oldugu
goriildii. MHC-II ve CIITA ekspresyonundaki bu degisiklikler histon asetilasyonun o-
siniiklein veya CUDC-907 ve TMP-195 gibi histon deasetilaz inhibitorleriyle (HDA1)
seviyelerinin artmasi sonucu mikroglial hiicrelerin antijen sunum O6zelliklerinin
artirdigin1  gostermektedir. Bu sonuclar mikroglial antijen sunumunun Parkinson
hastalig1 patolojisinde 6nemli role sahip oldugunu ve a-siniiklein’in bu mekanizmada rol
aldigin1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: o-siniiklein, BV-2 mikroglia, histon asetilasyonu, Parkinson
hastalig1.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF THE HISTONE ACETYLATION ON
MICROGLIAL ANTIGEN PRESENTATION IN THE ALPHA SYNUCLEIN-
INDUCED IN VITRO MODEL OF THE PARKINSON’S DISEASE

Caner GUNAYDIN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Pharmacology
PhD, January/2021
Supervisor: Prof. S. Sirr1 BILGE

Parkinson’s disease (PD) is a chronic neurodegenerative disorder that is affected
by several genetic and epigenetic factors. In the context of epigenetic factors, histone
acetylation is one of the most associated mechanisms with the progression of
Parkinson’s disease. The main aim of this study to investigate the effects of the increase
of histone acetylation with pharmacological agents on antigen presentation, after the
inducing microglial cells with a-synuclein. In vitro Parkinson’s disease model was
created with a-synuclein application to BV-2 microglial cell line. BV-2 cells were co-
treated with CUDC-907 and TMP-195 for increasing histone acetylation in the presence
of a-synuclein. Antigen representation was evaluated with determining expression levels
of major histocompatibility complex-II (MHC-II)) and class-II major histocompatibility
complex (CITA). The experimental results showed that o-synuclein significantly
increased MHC-II expression, and this effect was most severe at 6 hours administration
of a-synuclein. When CUDC-907 and TMP-195 were administered together with o-
synuclein, it was observed that MHC-II levels increased significantly and that increase
was more severe in CUDC-907. In addition, CIITA expression levels were significantly
increased with a-synuclein administration compared to control which were consistent
with MHC-II expression levels. It was observed that increase in the CIITA expression
levels was intensified with the administration of CUDC-907 and TMP-195 with a-
synuclein, and that in line with MHC-II expression results and that increase was more
severe in CUDC-907. These changes in MHC-II and CIITA expression indicate that
histone acetylation increases the antigen presentation properties of microglial cells as a
result of a-synuclein or histone deacetylase inhibitor (HDA1) administration. Our results
show that microglial antigen presentation has an important role in the pathology of
Parkinson's disease and a-synuclein plays a primary role in this mechanism.

Key words: Alpha synuclein, BV-2 microglia, histone acetylation, Parkinson’s disease.



ONSOZ VE TESEKKUR

Parkinson hastalig1 diinyada Alzheimer hastaligindan sonra en sik goriilen ikinci
norodejeneratif hastaliktir. Parkinson hastalig1 tremor, rijidite, akinezi ile karakterize,
hastalar1 ve toplumlari sosyal ve ekonomik olarak etkileyen gilinlimiizde ancak
semptomatik tedavinin saglanabildigi bir hastaliktir. Mevcut tedavilerde goriilen yan
etkiler ve ilaca karst olusan direng yeni tedavi ihtiyaclarinin temelini olusturmaktadir.
Ayrica son yillarda hastalifin temel patolojisine neden oldugu diisiiniilen a-siniiklein
birikimi One ¢ikarak tedavi arayislarini bunu yone kaydirmistir. Parkinson hastaliginin
ve o-siniiklein birikiminin patofizyolojik mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in birgok
deneysel yontem kullanilmaktadir. Ancak hastaligin epidemiyolojisinde ve etyolojisinde
bulunan birgok risk faktorii hastaligin 6zellikle deney hayvanlarinda taklit edilmesini
zorlagtirmaktadir. Ancak patolojinin temel mekanizmasinin basarili bir sekilde taklit
edilebildigi in vitro yOntemlerin varligr olast mekanizmalarin arastirilmasinin Oniinii
acmistir. Epigenetik ve genetik etkenlerin hastaligin patolojisinde oynadigi rol goz
ontline alindiginda hiicresel modellerde bu etkilerin arastirilmasinin yeni tedavi hedefleri
arayislart icin temel olusturacagi diisliniilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda bu tezde
asagidaki sorularin cevaplart aranmistir;

- Mikroglial hiicreler fibril formdaki a-siniiklein’e karsi antijen sunumundan
sorumlu proteinleri sentezliyor mu?

- Mikroglial hiicrelerin fibril formdaki a-siniiklein ile karsilagsmasi antijen
sunumundan sorumlu genetik elementleri etkiliyor mu?

- Mikroglial hiicrelerin fibril formdaki a-siniiklein ile karsilasmasi farmakolojik
ajanlarla olusturulan histon asetilasyonunun artirilmasindan etkileniyor mu?

Elde edilen sonuglar dogrultusunda Parkinson hastaliginin temel bir
mekanizmasi aydinlatilmigtir.  Ayrica bu artis histon asetilasyonunun farmakolojik
ajanlarla artinlmasi durumunda siddetlenmektedir. Bu sonuclar dogrultusunda
epigenetik bir modifikasyon olan histon asetilasyonunun hastaligin  temel
mekanizmalarindan olan antijen sunumunu artirdigin1 géstermektedir. Bu tezden elde
ettiimiz sonuglar yeni tedavi arayislari i¢in olast hedeflerin kazanilmasina katki
sunabilir.

Calismalarim ve egitimim boyunca degerli bilgi, yardim ve katkilariyla beni
yonlendiren, bilime ve akademik hayata kars1 bakis agis1 kazandirarak her zaman destek
saglayan damisman hocam saym Prof. Dr. S.Sirr1 BILGE’ye, tez ¢alismamdaki degerli
bilgi ve katkilar1 i¢in sayin Dog. Dr. Bahattin AVCI hocama, ¢alismam igin gerekli
laboratuvar imkanlarinin saglanmasi ve ¢aligma materyallerinin toplanmasinda 6nemli
katkilar saglayan OMU Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinin degerli gretim iiyesi Prof. Dr.
Nurten KARA’ya, Groningen Universitesi Molekiiler Biyokimya Anabilim Dalmin
degerli 6gretim iiyesi Prof. Dr. Arjan Kortholt’a, Siileyman Demirel Universitesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dalmin degerli 6gretim iiyesi Dr.Ogr.Uyesi Nihan Cankara’ya ve
basta esim Ece Glinaydin olmak {izere, her zaman yanimda olup beni destekleyen aileme
en ig¢ten tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Parkinson Hastaligi (PH) ndrodejeneratif hastaliklar icerisinde en sik goriilen
ikinci ve Avrupa lilkelerinde yaklasik 1000 kisiden birinde goriilen progresif bir santral
sinir sistemi hastaligidir. Lewy cisimcikleri ve 6zellikle substantia nigra pars kompakta
(SNpc) bolgesinde pigmente noronlarin kaybi PH’nin kardinal patolojik 6zellikleri
olarak tanimlanmistir. 1912 yilinda Friedrich Lewy tarafindan intrandronal inkliizyonlar
olarak adlandirilan Lewy cisimcikleri daha sonraki yillarda detayli bir sekilde
arastirtlmis ve igeriginin ¢ogunlugunun bir presinaptik protein olan a-siniiklein’den
olustugu cesitli ¢alismalarda gosterilmistir. Her ne kadar risk faktorleriyle birlikte
hastaligin kalitsal veya mutasyon kaynakli mekanizmalar1 tanimlanmaya calisilmis olsa
da hastaligin temel fizyopatolojisi ve nedeni agiklanamamustir. Ozellikle 2000°1i yillarin
bagindan itibaren ortaya atilan “otoimmiin ve prion-benzeri” hipotezler ile PH’nin
sadece motor semptomlarin kontroliinden sorumlu beyin bolgelerindeki néron kaybi
sebebiyle olugsmadig: ileri siiriilmiis ve bu kompleks hastaligin tedavisinde hiicresel

diizeyde yeni hedeflerin arastirilmasina neden olmustur.

Son yilllarda yapilan ¢alismalar PH’de a-siniiklein proteinin fizyopatolojiden
sorumlu oldugunu ileri siirmektedir. o-siniiklein 6zellikle santral sinir sisteminde
ndrotransmitter salimimindan sorumlu bir protein olmasina karsin preklinik arastirmalar
fibril form a-sinlikleinin ndronlar arasinda yayilabildigini gostermistir. Parkinson
hastalarinda yapilan post-mortem analizler sonucunda patolojik a-siniikleinin néronlar
aras1 yayilmasi, ¢cogalmasi ve anatomik bolgelere gore topografik bir diizen gostermesi
patolojinin ana dnciilii olarak bu mekanizmanin aktivasyonunu diisiindiirmektedir. Yakin
zamanda yapilan arastirmalar ve PH’de toksik forma doniisen a-siniiklein fibrillerinin in
vivo ve in vitro olarak uygulanabilir formlarmin yaygilasmasi, a-siniikleinin
yayillimindan sorumlu temel mekanizmalarin arastirilmasina ayrica bir¢ok protein ve

yapinin yayilimindan sorumlu mekanizma olarak one siiriilmesine neden olmustur.

PH’de a-siniikleinin noronlarda ¢ok fazla miktarlarda sentezlenmesinden dolay1
mikroglial aktivasyona sebep oldugu bilinmektedir. Ortaya ¢ikan bu mikroglial
aktivasyonun ndronlar iizerinde olusturdugu geri doniisiimsiiz inflamatuvar etkiler
hastaligin ilerlemesine neden olmaktadir. Bu aktivasyon sonucu mikroglial hiicrelerin

immiin cevaptan sorumlu T-lenfositleri aktive ederek otoimmiin etki ile patolojiyi



kotiilestirmektedir. PH’nin son yillarda 6n plana ¢ikan epigenetik mekanizmalarla
iliskisi bilindiginden bu mekanizmalarin antijen sunumu dolayisiyla periferik ve santral
T-lenfosit aktivasyonuyla olan etkilesiminin arastirilmasi ve olasi etkilerin tanimlanmasi
gerekliligi dogmustur. Ozellikle histon asetilasyonunun immiin sistem iizerine etkileri
bilindiginden histon asetilasyonunu etkileyen farmakolojik ajanlarin mikroglial

hiicrelerde antijen sunumunu olumlu etkileyecegi diistiniilmektedir.

Bu c¢alismada PH tedavisinde yeni bir ilag hedefi olabilecek histon
asetilasyonunun, a-siniiklein ile mikroglial hiicrelerde indiiklenen in vitro PH
modelindeki olast etkileri ve farkli smif histon deasetilazlarin inhibisyonunun

mikroglialar tizerindeki antijen sunma fonksiyonu iizerine olan etkileri arastirtlmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Parkinson Hastahg:

2.1.1. Tanim ve Tarihce

“Parkinson hastalig1 (PH) tremor, rijidte, bradikinezi ve postural instabilite ile
karakterize kompleks, ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir. Ik olarak 1817 yilinda
James Parkinson tarafindan tanimlanmis ve sonrasinda Jean-Martin Charcot tarafindan
karakterize edilmistir (Goetz, 2011). 1800’li yillarin ortasinda Jean-Martin Charcot
tremor ve diger semptomlar1 ayrintili olarak inceleyerek PH’yi multiple skleroz ve daha

sonra kendi tanimladig1 Parkinson-plus hastaligindan ayirmistir (Charcot, 1892).

PH tarihgesine bakildiginda, yaklasik olarak milattan 6nce 10’uncu ylizyilda Hint
ve antik Cin kaynaklarinda benzer norolojik tanimlamalarin varhigi goriilmektedir
(Manyam, 1990; Zhang, Dong, and Roman, 2006). Bu kaynaklarda PH’nin klinik

tablosu su sekilde anlatilmistir:

“Istemsiz titreyen hareket, azalmis kas giicii, desteklenmeyen hatta farkinda
olmayan hareketler, gogiis hizasini ileriye dogru biikme yatkinligi, duyularin ve zihnin

hasar almadig1 halde siirekli olarak kogma ve yiiriime hareketinin birbirini seyretmesi.”

Sylvius de la Boé 1690 yilinda dinlenme halindeki tremorun, Sauvages 1763
yilinda festinasyonun hastalarin klinik seyri igerisindeki semptomlardan oldugunu
sOylemistir (De la Boe, 1690; FB, 1763). Daha sonra 1817 yilinda James Parkinson
hastalarda goriilen semptomlar1 ¢izimler halinde resmetmis ve hastalig1 titreyen felg
(Shaking Palsy) olarak adlandirmistir (Parkinson, 2002). Jean-Martin Charcot 50 yil
sonra hastalig1 daha ayrintili olarak tanimlamis ve bradikineziyi hastaligin kardinal bir
semptomu oldugunu sdylemistir. Ayrica Charcot, titremeli felg isminin hastaligin
tanimlanmasi i¢in kullanilmasini reddederek “Parkinson hastaligi” olarak tanimlanmasi
gerektigini sdylemistir. ilerleyen yillarda William Gowers hastaligin demografik
ozelliklerini tanimlamistir. Modern tibbin ve ndrolojik hastaliklarin arastirmasinin
gelistirilmesiyle Babinski 1921 yilinda motor dalgalanmalari, Foix ve Nicolesco 1925
yilinda mezensefalonda ortaya ¢ikan patolojiyi arastirmistir (Babinski, Jarkowski, and

Plichet, 1921; Foix and Nicolesco, 1925). 1953 yilinda Greenfield ve Bosanquet PH

sonucu ortaya ¢ikan beyin sapi lezyonlarini tanimlamistir (Greenfield and Bosanquet,



1953). 1967 yilinda Hoehn ve Yahr daha sonraki yillarda uluslararast kabul edilecek
olan smiflandirmayr tanimlamigtir. Giliniimiize kadar gelen bu sistemde hastaligin
unilateral (Smif 1), bilateral (II ve V) ve postural reflekslerin bozulmasi (Sinif I1I) olarak

ayrilmasini saglayarak hastaligin klinik 6nemi i¢in doniim noktasini vurgulamigtir

(Hoehn and Yahr, 1967).
2.1.2. Epidemiyolojisi

PH Alzheimer hastaligmin ardindan diinyada en sik goriilen ikinci
norodejeneratif hastaliktir (Tysnes and Storstein, 2017). Diinyada 65-69 yas araliginda
%0.5-1 ve 80 yas ve sonrasinda ise %1-3 siklifinda goriilmektedir (Ascherio and
Schwarzschild, 2016). 2030 yilina kadar prevelans ve insidansin %30’dan daha fazla
artacag1 Ongoriilmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalar ise her bin kisiden 2 kiside
goriildiiglinii ortaya ¢ikarmistir. Yasam boyu PH riskine bakildiginda 40 yas sonrasi
erkeklerde %2 ve kadinlarda %1-3 siklik oranina sahip oldugu goriilmektedir (Ascherio
and Schwarzschild, 2016). Ulkeler ve kitalar arasinda hem prevelans hem de mortalite
acisindan dagilim sikligi incelendiginde Afrika kitasinda Avrupa ve Amerika’ya
kiyaslandiginda da daha az oranda goriildiigii bilinmektedir (Okubadejo, Bower, Rocca,
and Maraganore, 2006; Winkler et al., 2010). Asya kitasinda ise insidansin Avrupa ve
Amerikaya benzer rakamlara sahip oldugu goriilmektedir (Zhang et al., 2005). Fakat
genetik mutasyonlar haricinde 1k ve etnisiteye bagli olarak sabit bir prevelans
goriilmemektedir (Van Den Eeden et al., 2003). Her ne kadar mevcut arastirmalar
erkek:kadin insidans oraninin 1:3 veya 0:2 oldugunu gosterse, cevresel etkiler diger
faktorler nedeniyle bu oranin 0:95 e diistiigii goriilmektedir (Mayeux et al., 1995; Tan et
al., 2004).

2.1.3. Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

PH’nin tam olarak mekanizmasi bilinmese de genetik ve gevresel faktorlerin rol
oynadigr multifaktdriyel bir hastalik oldugu kabul edilmektedir (Lees, Hardy and
Revesz, 2009). PH’de en Onemli risk faktorii yas olarak kabul edilmektedir, fakat
cevresel faktorler gibi bircok ek mekanizma son yillarda tanimlanmistir (Kalia and

Lang, 2015).



Cevresel faktorler gbz oniine alindiginda 6zellikle sigaranin PH ile iliskisi bir¢ok
grup tarafindan arastirilmistir (Hernan et al., 2001; Ma, Liu, Neumann and Gao, 2017).
Bir¢cok epidemiyolojik rapor biiyiik kohortlu c¢aligmalarla uyum gostererek sigara
kullanimmin PH goriilme ihtimalini azalttigin1 gostermistir (Hernan, Takkouche,
Caamano-Isorna and Gestal-Otero, 2002; Ritz et al., 2007). Fakat daha sonra yapilan
caligmalar sigaranin miktar1 ve giinliik tikketimini g6z 6niinde bulunarak degisebilecegini
gostermistir (Breckenridge, Berry, Chang, Sielken, and Mandel, 2016). Her ne kadar
azalan riskin nedeni tam olarak aydilatilmamis olsa da dopaminerjik noronlarda
bulunan nikotinik asetilkolin reseptorlerinin aktivasyonuyla yakindan iligkili oldugu
bilinmektedir (Bordia et al., 2015). Ayrica Parkinson hastalarinda goriilen azalmis
dopamin miktarlar1 nedeniyle bu hastalarin 6zellikle sigara gibi keyif verici maddelere
bagimliligmin azaldig: bu fikri giiclendirmektedir (Srinivasan et al., 2016). Bu hipotez
ayni zamanda Parkinson hastalarinin sigarayr kontrol grubuna kiyaslandiginda daha
kolay birakabildiginin gosterilmesiyle desteklenmistir (Ritz, Lee, Lassen and Arah,
2014).

Bir¢cok calisma sigara gibi kafeininde PH’nin goriilmesinde riski azalttigini
gostermistir (Ross et al., 2000). Ayn1 zamanda deneysel calismalarda kafeinin koruyucu
etkisinin gosterilmesinin ardindan bu fikir, biiyiik iki prospektif epidemiyolojik ve ¢oklu
retrospektif ¢alismalarla desteklenmistir (Ascherio et al., 2001; Benedetti et al., 2000; J.
F. Chen et al.,, 2001). Fakat bu sonuglar sigara ile olan iligkide oldugu gibi temel

mekanizmalarin aydinlatilarak desteklenmesi gerekmektedir.

1983 yilinda 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin  (MPTP)’nin insanda
nigrostriatal dejenerasyona neden oldugu MPTP ile kontamine olan enjektorlerle
uyusturucu kullanan kisilerde goriilmesiyle kesfedilmistir (Langston, Ballard, Tetrud,
and Irwin, 1983). MPTP bir norotoksin ve mitokondriyel kompleks I inhibitérii olan 1-
metil-4-fenilpiridinyum (MPP+)’a metabolize olarak substantia nigradaki dopaminerjik
hiicrelerde selektif olarak hasar ortaya ¢ikardigi anlasilmistir (Xu et al., 2006).
MPTP’nin bu etkisinin goriilmesinden sonra PH’nin ¢evresel toksinlerle ortaya
cikabilecegi fikri yayginlasmis ve cevresel kirliligin en 6nemli nedenleri arasinda

gosterilen pestisitlerle olan iligkisi arastirilmistir. Her ne kadar bir¢ok calisma pestisit



maruziyeti ile PH iligkisini arastirmis olsa da sadece bir vaka calismasinda pestisit
maruziyetiyle artan PH iliskisi gosterilmistir ([Tahmini risk oran1 (OR)] 2.2)(Elbaz et
al., 2009). Daha sonra yapilan g¢alismalar tarim, kuyudan ¢ikartilan sularin tiiketimi,
kaynak yapan kisilerin maruz kaldig1 eriyik metaller, agir metal (demir, bakir, kursun,
aliminyum ve ¢inko) maruziyetinin farkli etkileri oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Tanner et

al., 2011).

Genetik faktorlere bakildiginda PH’nin genellikle idiyopatik olarak ortaya ¢iktigi
goriilmektedir. Hastalarin yalnizca 9%10-15’inde aile Oykiisii ve sadece %5’inde
monojenik kalitim goriilmektedir (Deng, Wang and Jankovic, 2018). Ayrica bireylerin
PH riski tam olarak aydinlatilamayan polijenik risk faktorlerinin iiriinii olabilecegi
diistintilmektedir. PH’ye neden oldugu disiiniilen genler “PARK” kisaltmasiyla
tanimlanmistir. Glinlimiizde 23 adet PARK geni PH ile iliskilendirilmis ve bu genlerin
otozomal baskin (SNCA, LRRK2, VPS32) veya otozomal ¢ekinik (PRKN, PINK1 ve
DJ-1) oldugu gosterilmistir (Schulte and Gasser, 2011). Iliskilendirilen bu genler Tablo
2.1’de dzetlenmistir. Bu risk faktorleri icersinde en onemli olarak gosterilenler GBA1
(glukoserebrozidazlarin hidrolizinden sorumlu B-glukoserebrozidazi kodlayan gen),
HLA-DQBI (major antijen sunumu kompleksi, smif II’yi kodlayan gen) ve MAPT (tau
proteinini kodlayan gen) olarak kabul edilmektedir (Nalls et al., 2014; Sidransky and
Lopez, 2012; Simon-Sanchez et al., 2009).



Tablo 2.1. Parkinson hastaliginda rol alan PARK ile isimlendirilmis genler (Kouli, Torsney, and Kuan,

2018)
‘ PARK GEN Kalitim Tanim
PARKI SNCA (Polymeropoulos et al., O w-siniiklein
1997)
PARK4 SNCA (Puschmann et al., 2009) Op a-siniiklein
PARK2 PRKN (Kitada et al., 1998) Or Parkin RBR ES3 ubikuitin
protein ligaz
PARKS | UCHLI (Nishikawa et al., 2003) Op | Ubukuitin Cenminal hidrolaz
PARK6 PINK 1 (Valente et al., 2004) ox | PTEN-indiklenmis varsayilan
kinaz 1
PARK?7 DJ-1 (Bonifati et al., 2003) O Parkinsonizm ile iliskili
deglikaz
PARKS | LRRK2 (Zimprich et al., 2004) Ob Losin-zengin tekrarlayan
kinaz 2
PARK9 ATP13A2 (Ramirez et al., 2006) Or Katyon tagryan ATPaz 13A2
PARKI1 GIGYF2 (Lautier et al., 2008) Ob GRBIO etkilesen GYF
protein 2
PARKI13 HTRAZ2 (Strauss et al., 2005) Or HtrA serin peptidaz 2
PLGA2G6 (Paisan-Ruiz et al., Kalsiyumdan bagimsiz
PARK14 2009) Or fosfolipaz A2 enzim
PARKI15 FBX07 (Di Fonzo et al., 2009) Or F-kutu protein 7
PARK17 VPS35 (Wider et al., 2008) Op Vakiioler protein siralayici-
iliskili protein 35
EIF4G1 (Chartier-Harlin et al., Okaryotik translasyon
PARKIS 2011) Op baslatici faktor 4 gama 1
PARKI19 DNAJCG6 (Olgiati et al., 2016) Or HSP40 oksilin
PARK20 SYNIJ1 (Quadri et al., 2013) Or Sinaptojanin 1
DNAJCI13 (Vilarino-Guell et al., Reseptor bagiml endositoz 8
PARK21 2014) Op (RME-8)
Vakiioler protein siralayici-
PARK?23 VPS13C (Lesage et al., 2016) Or iliskili protein 13C




2.1.4. Patolojisi

Birgcok mekanizma PH patolojisinin altinda yatan temel neden olarak
tanimlanmis olsa da bu mekanizmalar hastaligin gelismesinde temel neden olan -
sinliklein agregasyonu etrafinda cergcevelenmistir. PH patolojisi SNPc’de hiicre i¢i a-
siniiklein inkliizyonlarmin neden oldugu dopaminerjik néron kaybi1 ve buna bagli olarak

adaptif ve dogal bagisikligin rol oynadigi kompleks bir yapidan olusmaktadir.

Mitokondriyel disfonksiyonun, idiyopatik ve ailesel PH’nin patolojisinde rol
oynadigi kabul edilmektedir (Moon and Paek, 2015). Yapilan post-mortem analizlerde
mitokondriyel kompleks-1’in eksikligi gosterilmistir (Bindoff, Birch-Machin, Cartlidge,
Parker and Turnbull, 1991). Ayrica MPTP’nin kesfedilmesinden sonra mitokondriyel
kompleks-1 inhibitorlerinin bu alanda yapilan aragtirmalarin Oniinii agmas1 PH’de
kompleks-1 inhibisyonunun roliiniin aydinlatilmasin1 kolaylastirmistir (Langston et al.,
1999). Daha sonra yapilan calismalar MPTP’nin okside olduktan sonra dopaminerjik
ndronlarla alinmasinin ardindan mitokondriyel kompleks-1 islevinin bozulmasi sonucu
dopaminerjik néronlarin enerji deplesyonuna bagli olarak 6liimiinii gostermistir (Tanner
et al., 2011). Genetik risk faktorlerinden olan ve mitokondriyel enerji regiilasyonundan
sorumlu olan PINKI ve PARKIN’in (PARK2 ve PARKSO6) ailesel PH’ye neden
oldugunun ortaya ¢ikarilmasi1 mitokondriyel fonksiyonunun hastaligin patolojisindeki
roliinii gostermektedir (Pickrell and Youle, 2015). Ayrica a-siniikleinin mitokondriyel
fonksiyonu bozmasi veya mitokondriyel fonksiyonun bozulmasinin ardindan
agregasyonunun artmast bu iki temel mekanizmanin ortak noktalarini gostermektedir.
Yakin zamanda yapilan ¢aligmalar a-sintikleinin mitokondriyel bir reseptér olan TOM20
ile etkileserek oksidatif strese ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine neden oldugunun

gostermistir (Di Maio et al., 2016).

Hiicre icerisinde proteinlerin katlanmasindan ve islevsiz proteinlerin
uzaklastirilmasindan sorumlu iki temel mekanizma olan ubikuitin-proteazom ve otofaji-
lizozom yolaklarinin PH’de rolii genetik faktdrler ve deneysel arastirmalarla
gosterilmistir (McKinnon and Tabrizi, 2014). Ozellikle proteinlerin katlanmasindan
sorumlu saperon proteinleri yardimiyla otofajinin islevsiz ve anormal proteinlerin temel

hiicresel yikim mekanizmalarindan biri oldugu anlasilmistir. Ardindan otofajinin PH’de



a-sintiklein ile olan etkilesimin arastirilmasint ve bu dengenin bozuldugunun ortaya
¢ikartilmasim1 saglamistir (McNaught and Jenner, 2001). Ozellikle monomerik o-
siniikleinin her iki yol ile hiicreden uzaklagtirilirken fibril formunun bu mekanizmalarla
uzaklastirilamayarak agrege oldugunun gosterilmesi fibril formdaki o-siniikleinin

patolojiden olas1 sorumlu bir mekanizmay1 daha etkiledigini gdstermistir.

a-siniiklein kiigiik (14 kDa), ¢oziinebilir, Lewy cisimciklerini olusturan,
monomer formda katlanmamis sekilde tersiyer yapiya sahip ve agregasyona karsi
direngli bir proteindir. Negatif yiikli lipidler ve fosfolipidlerlerle etkileserek o-heliks
yapisina N-terminal ucu dogrultusunda katlanir. PH’de o-siniiklein [(-yaprak
konformasyonundan zengin amiloid benzeri yapilara agrege olmaya yatkindir. Sonug
olarak 5-10 nm boyutlarinda uzun filamentler halinde lewy cisimciklerinin yapisini
olustururlar (Burre et al., 2013). Bu konformasyonel degisim i¢in bircok mekanizma
arastirtlmis ve serin 129°dan fosforilasyon, ubukitinasyon, C-ucu kesimi on plana
cikmistir (Fujiwara et al., 2002). Fakat Parkinson hastalarinin post-mortem beyinlerinde
a-sinlikleinin katlanmamis monomeri, ¢oziilebilir oligomer, protofibriller ve yiiksek
molekiiler agirlikli ¢oziinmeyen fibriller gibi farkli formlarina rastlanmistir. Ayrica
mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamis olmakla birlikte monomer o-siniiklein’in
agregasyona yatkin forma transforme olabildigini ve ara formlar olusturduktan sonra
(protofibriller) fibrillere doniistiigli gosterilmistir (Caughey and Lansbury, 2003). Deney
hayvanlarinda yapilan ¢alismalar ¢oziinmeyen a-siniiklein fibril formunun noérotoksik
oldugunu gostermistir (Barrett and Timothy Greenamyre, 2015). Ayrica oligomerik
formun anormal protein agregasyonunu hizlandirarak beyin cerisinde yayilim
mekanizmasmi taklit etti§i gosterilmistir (Baba et al., 1998). Ozellikle nigral
agregatlarda a-siniiklein’e kars1 immiinoreaktivite ve artmis mikroglial hiicrelerin varligi
PH patolojisinde noroinflamasyonun 6nemli roliinii hatirlatmaktadir (Yamada, McGeer,

and McGeer, 1992).
2.1.5. Mikroglialar ve Mikroglial Aktivasyon

Mikroglia santral sinir sistemine Ozgii eritromyeloid prekiirsorlerde ve fetal
karacigerde tiretilen, erken beyin gelisiminde santrale go¢ ederek yetiskin mikroglia olan

makrofaj benzeri hiicrelerdir. Ozellikle nérodejeneratif hastaliklardaki — rolii



gosterildikten sonra transkripsiyonel ve fizyolojik kosullardaki regiilasyonu iizerine
bir¢ok arastirma yapilmistir (Holtman, Skola, and Glass, 2017). Parkinson hastalarinda
yapilan postmortem analizlerde mikroglial aktivasyon, kompleman aktivasyonu, T-
lenfosit infiltrasyonu ve ozellikle SNPc ve striatal bolgede yiiksek miktardaki pro-
inflamatuvar  sitokinlerin  varligt PH’nin  patolojisinde  ndroinflamasyon ve
néroimmunolojik disregiilasyonun roliinii isaret etmektedir (Hirsch and Hunot, 2009).
PH’nin erken doneminde beyin sapi, bazal ganglia, frontotemporal ¢ekirdekler, parietal
ve oksipital ¢ekirdeklerde artmis mikroglial aktivasyonun varligi bir radioligand olan
[11C]-PK11195 ile yapilan pozitron emisyon tomografi (PET) aracilifiyla gosterilmistir
(Edison et al., 2013; Gerhard et al., 2006). Her ne kadar mikroglial aktivasyon sekonder
bir etken olarak diigiiniilse de yapilan deneysel ¢aligmalar hastaligin erken donemlerinde
ortaya ¢ikmasindan dolayr mikroglial aktivasyonun primer sebeplerden olabilecegini
diistindiirmektedir. Mikroglialar iizerinde antiinflamatuar o6zellik tasyan bilesiklerin
noroprotektif etki gdstermesi ve norodejenerasyonu yavaslatmasi bu fikirleri
desteklemektedir (He, Appel, and Le, 2001). Son zamanlarda yapilan caligsmalarda
gosterilen o-siniikleinin mikroglial aktivasyonu direkt olarak baglatarak inflamatuvar
yolag1 aktive etmesinin bu temel mekanizmalarin ortak noktasi oldugu goriilmektedir
(Su et al., 2008). Bunlara ek olarak yapilan ¢aligmalarda insan 16kosit antijen sinif-2
(HLA-II)’nin PH patolojisi i¢in bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (Saiki et al., 2010).
Ayni dogrultuda genetik nedenlerden hareketle inflamasyon sonucu veya dogrudan
ortaya c¢ikan immiin aktivasyonun bu kompleks mekanizmada rolii oldugunun
gosterilmesi bu noéroinflamatuvar-néroimmiin  etkilesiminin  a-siniikleinle olan

baglantisinin arastirilmasinin 6niinii agmastir.

PH post-mortem analizlerinde mikroglial aktivasyonun gdsterilmesi ve artmis
major histokompatibilite kompleks ekspresyonunun, a-siniikleinin birikmesiyle birlikte
substantia nigrada dopaminerjik néronlarin dliimiinden sorumlu olduklar1 gosterilmistir
(Decressac, Mattsson, Lundblad, Weikop, and Bjorklund, 2012). Son yapilan
aragtirmalar a-sintliklein epitoplarinin T-hiicreleri tarafindan sunuldugunu gostermistir
(Sulzer et al., 2017). Yapilan immiinogenetik analizler MHC-II’'nin PH’deki roliinii
gostermistir. Teknolojik ilerlemelerle birlikte yapilan genom c¢apinda iligkilendirme

caligmalar1 MHC-II hakkindaki bu bulgular1 giiclendirerek bu genetik noktalarin
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saptanmasini saglamistir(Hamza et al., 2010). Ozellikle antijen sunumundan sorumlu
immdiin iligkili genlerin bu genetik noktalarda bulunmasi1 daha sonra yapilan ¢alismalarin
onlinii agmistir. PH’de genetik bir risk faktorii olarak kabul edilen ve yapilan genom
boyu iligkilendirme (GWAS) calismalariyla tanimlanan HLA bdlgesinin ayn1 zamanda
otoimmiin hastaliklarla direkt olarak iligkisinin olmas1 PH’ nin immiin terapilerle tedavi
edilip edilemeyecegi sorularini ortaya ¢ikarmistir (Simon-Sanchez et al., 2011). Bir¢ok
calisma HLA sinif II’deki polimorfizmleri incelemis ve bu genin PH ile direkt olarak
iligkili oldugunu kanitlamistir (International Parkinson Disease Genomics et al., 2011).
Mikroglial aktivasyonla birlikte antijen sunumunun PH’de temel patolojilerden biri
oldugu fikri giliclenmistir.  Periferal ve santral immiin hiicrelerdeki degisiklerin

hastaliktaki rolii genetik ve molekiiler diizeyde arastirilmistir.
2.1.6. Otoimmiinite

PH’yi tanimlamada monogenik nedenlerin yetersizligi ve kompleks genetik
etkenlerin roliiniin olmasinin yani sira risk faktorlerin etkilerinin gdsterilmesi, ¢evresel
etkenlerin hastaligin patolojisini modifiye ettigi fikrini ortaya ¢ikarmustir. Ozellikle
inflamasyon ve risk faktorleri arasindaki giiclii baglantinin varligi ve immiinogenetik
iliskinin g¢evresel etkenlerle nasil etkilestigine dair mekanizmalar yeni aydinlatilmaya
basglanmigtir. 2003 yilinda Braak ve arkadaslari Parkinson hastalarinin post-mortem
beyin dokularini a-siniiklein i¢in immiinoisaretleme ile incelendiginde, dokulari
patolojinin seviyesi olarak diisiindiigii temel siniflara ayirmistir (Braak et al., 2003). Bu
siiflandirmay1 ise a-siniiklein’in yayilimina gore yapmistir. PH’nin yabanci bir etkenle
gastrointestinal sistem veya burun boslugu yoluyla baslayarak vagus veya olfaktor
sinirler vasitasiyla santrale dogru yayilim gdsteren ve son seviyesinde neokorteksi
etkileyen bir prion benzeri hastalik olabilecegi fikrini 6ne slirmiistiir (Del Tredici and

Braak, 2016)(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. a-siniiklein'in enterik sistemden santral sinir sistemine dagilim hipotezinin gosterilmesi (Van
Den Berge et al., 2019).

Parkinson hastalarinin post-mortem beyin dokularinda mikrogliozisin yaninda
yiiksek miktarda T hiicre infiltrasyonun gosterilmesi ve hatta bu T hiicrelerin periferal
kaynakli oldugunun gosterilmesinin ardindan otoimmiin hipotez 6nem kazanmistir
(Lionnet et al., 2018). T hiicrelerin dogas1 geregi otoreaktif olmalar1 ve herhangi bir
hastalik kaynakli degisen proteinlere karsi proinflamatuvar yanit olusturmalari
otoimmiin hipotezi gii¢lendirmektedir. Ozellikle enterik sinir sisteminde de aym a-
siniiklein’e karsi T hiicre otoimmiin reaktivitesinin varligi bu fikri desteklemektedir.
Parkinson hastaliinin erken sathalarinda intestinal gecirgenligin ve lenfosit
aktivasyonunun varligr gosterilmistir (Scheperjans et al., 2015). Bu nedenle o-
siniiklein’e kars1 santral ve periferal T hiicre cevabinin olusumu ve siirekliligi PH
patolojisinde immiinogenetik hipotez dogrultusunda otoimmiinitenin 6nemli roliinii
gostermektedir. Otoimmiin hipotezin ve a-siniliklein’e karst olusan cevabin temel
nedeninin hiicresel ve hiimoral bagisiklik aktivasyonu oldugunun gosterilmesinin
ardindan o-siniikleinle karsilasan bagisiklik sistemi hiicrelerinin antijen sunumu
kabiliyetleri aragtiritlmis ve MHC-II’nin bu hipotez dogrultusundaki rolii gosterilmistir.
Ornegin HLA-DRA geninde rs3129882 tek nokta polimorfizminin (SNP) artmis MHC-
I ekspresyonuna neden oldugu bilinmektedir. Ayrica bu polimorfizimin c¢evresel
pteroidlerle PH riskinde anlamli artisa neden oldugunun gosterilmesi bu hipotezi
destekleyerek bu etkilesimin roliinii ve olasi tedavi arayiglarinda diistintilmesi gerektigini
gostermektedir (Kannarkat et al., 2015). 2012 yilinda Depboylu ve arkadaglari T
lenfositlerin dejenere olan dopaminerjik néronlar ve MHC-II ekprese eden mikroglialar

ile temas halinde oldugunu gostermislerdir (Depboylu et al., 2012). Daha sonra yapilan
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caligmalarda a-siniiklein’in fibril formunun yani sira hiicre icerisinde oksidatif strese
veya modifikasyonlara bagli patolojik formlarda olmasmin farkli cevaplar
olusturabildigi gosterilmistir. Ozellikle a-siniikleinin nitratlanmis formunun immiin
cevap olusturmasi ve dopaminerjik ndronlarin 6liimiine baglh ortaya ¢ikan ndéromelanin
pigmentlerinin antijenik cevaba yol agmasi bu fikri desteklemektedir (Oberlander et al.,
2011). Ayrica post-mortem analizlerde gosterilen striatal bolgede ve substantia nigrada
immiinoglobulin kiimelenmeleri otoimmiin hipotezi gliglendirmektedir (Garretti,
Agalliu, Lindestam Arlehamn, Sette, and Sulzer, 2019). Bu bilgiler 1s18inda santral sinir
sisteminin immiinolojik yanitindan sorumlu olan glial hiicrelerden mikroglialarin,
yapisal olarak MHC-II eksprese etmemesine ragmen, insanlarda yaslanmaya bagli ve
bir¢ok santral sinir sistemi patolojisinde up-regiile oldugu bilindiginden immiin sistemin
rolii 6ne ¢ikmaktadir (Imamura et al., 2003). Ayrica MHC-II pozitif mikroglialarin farkli
beyin bolgelerinde aktivite gostererek uzantilarini a-siniiklein’in pozitif lewy cisimcigi
bulunan dejenere olmus noronlara kadar ulastirmasi mikroglialarin ve periferik immiin

hiicrelerin roliiniin 6nemini daha da artirmaktadir (Sekil 2.2).

| cD4'T

Antijenik peptid ..
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Sekil 2.2. Mikroglial gézlem ve aktivasyonunun noronlar ile etkilesimi ve T-lenfositlere sunumunun
mekanizmasi (Subramaniam and Federoff, 2017)

Yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalar a-siniikleinin bagigiklik sistemi hiicrelerini
aktiflestirme mekanizmalarint aragtirmistir. Fibril formdaki a-siniikleinin makrofajlar
tarafindan hizli bir sekilde fagosite edildigi ve ekstraselliiler bosluktaki anormal o-

siniikleinin vezikiillerle hiicre igerisinde alinarak patolojiye karsi olugan immiin cevabi
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olusturdugu ileri siiriilmiistir (Hughes et al., 2019). Fibril formdaki a-siniikleinin
kimyasal cekici oldugunun anlasilmasindan sonra, T ve B lenfositleriyle olan olasi
etkilesimleri ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmis ve farelerde a-siniiklein ile aktive olmus T
hiicrelerinin adoptif transferinin saglikli farelerde patolojiyi olusturdugu gosterilmistir
(Reynolds et al., 2010). Ayrica CD4-/- farelerde MPTP ile olusturulan Parkinson
modelinde a-sintikleine kars1 olusan yanitin gézlemlenmemesi bu hiicrelerin patolojideki
asil roliinii gostermistir (Brochard et al., 2009). Bu bilgilerin yani sira T hiicrelerinin
inflamatuvar mediyatorlerin salinimindan sorumlu oldugunun bilinmesi dopaminerjik
noron kaybini hizlandiran néroinflamatuvar yanitin ana bileseni olmasindan dolayi, a-
siniiklein’e kars1t olusan bu cevabin azaltilmasinin deney hayvanlarinda goriillen PH

patolojisini hafiflettigi daha 6nce yapilan ¢aligsmalarla uyusmaktadir.

PH’de baglayan mikrogliozisin a-siniikleine karsi olusan immiin cevaptaki
roliiniin arastirilmas1 onemli hale gelmistir. Her ne kadar o-siniiklein ile mikroglial
etkilesimin siddeti ve rolii tam olarak aydinlatilmis olmasa da yapilan arastirmalar,
bir¢ok mekanizmanin patolojinin baglangici i¢in énemli rol oynadigim1 gostermektedir
(Fellner et al., 2013; Wang et al., 2015). Ozellikle mikroglial hiicrelerin agrage olan -
siniikleini yiliksek miktarlarda fagosite edebilme kapasitelerinin bilinmesi aslinda bu
hiicrelerin hastaligin patolojisinde antijen sunumu haricinde patolojiye karsi savasan
hiicreler oldugu fikrini de desteklemektedir. Fakat a-siniikleinin bir siire sonra yiiksek
miktarlarda ortaya cikmasi ve mikroglial kapasitenin asilmasmin bu hiicreler i¢in
oldiirticii etkilere sahip olmasi hastaligin baslangic sathalarinda mikroglial cevabin daha
kritik oldugunu gostemektedir (Koller, Brooks, Golde, Giasson and Chakrabarty, 2017).
Mikroglialarin antijen sunumu i¢gin MHC-II molekiilerini kullandig1 bilinmektedir
(Martin et al., 2016). Ayrica MHC-II proteinlerin yapist geregi eksojen faktorlere karsi
yanit olusturdugu bilindiginden a-siniikleine kars1 mikroglial MHC-II sunumunun temel
mekanizmalar1 ve bu mekanizmalarin modiilasyonlart aragtirilmistir. Yapilan in vitro
caligmalarda o-siniikleinin mikroglialarda MHC-II  kompleksini aktive ettigi
gosterilmistir. Genetik olarak MHC-II kompleksinin silinmesinin o-siniiklein ile
indiiklenen aktivasyonun, antijen sunumunun, IGg depoziyonunun ve dopaminerjik
ndronlarin dejenerasyonunun ortadan kalkmasina neden oldugu goriilmiistiir (Orr, Rowe,

Mizuno, Mori and Halliday, 2005). Bu nedenle otoimmiin ve ndroinflamatuvar
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mekanizmalardan hareketle, a-siniiklein ile indiikklenen MHC-II kompleks aktivitesinin
CD4+ T lenfositlerinin aktivasyonuna, inflamatuvar sitokin salnimindan sorumlu
kaskadin baglamasina neden oldugu ve bu kaskadin modifikasyonun hastalikta tedavi

hedefi olabilecegi fikrini giiclendirmektedir.
2.1.7. Epigenetik

Epigenetik modiilasyon prenatal donemde baslayan, hayat boyu devam eden,
yasam tarzina, ¢evresel etkenlere ve genetik yapiyla birlikte PH’de risk faktorlerine
neden oldugu digiiniilen 6nemli bir etkendir. Cevresel etkilerin genom diizeyindeki
farkliliklara neden olabildiginin gosterilmesinin ardindan epigenetik mekanizmalarin
PH’nin patolojisindeki rolii énem kazanmustir. Ozellikle PH’nin her ne kadar klinik
semptomlar1 dopaminerjik noronlarin %70’inin kaybi sonrasi belirginlesmeye baslasa da
patolojinin yaklasitk 20 yil once basladigi hipotezi epigenetik bir siire¢ olarak
diisiiniilmesi fikrini desteklemektedir (Ammal Kaidery, Tarannum a -nd Thomas, 2013).

Histon modifikasyonlar1 epigenetik mekanizmalarin temelini olugturmaktadir.
Histon yapisi temel olarak H2A, H2B, H3, H4 ve baglayict H1 ile birlikte 147 baz sayili
DNA’y1 1.65 kez saran bir kompleksten olusmaktadir. Herbir histon proteini DNA’dan
uzanan N-terminal ucuna sahiptir ve bu sayede post-translasyonel modifikasyona olanak
saglayan linear bir aminoasit dizisi olusturmaktadir (Luger, 2003). Bu dinamik histon
yapist kromatin remodeling ve sonug olarak gen regiilasyonunu saglamaktadir. Her ne
kadar histon modifikasyonlar1 asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubukitinasyon,
nitrozilasyondan olustugu diisiiniilse de giin gegtikce yeni modifikasyonlar literatiire
girmektedir. Bunlarin arasindan asetilasyon and Roth, 2001). Histon deasetilasyon
inhibitorleri gen ekspresyonunun epigenetik modiilasyonu yoluyla etki gosteren ve
sistemik immiin aktivasyon sonucu ortaya ¢ikan inflamatuvar cevabi baskilayan yeni
nesil ajanlardir (Bose et al, 2014). Her ne kadar histon deasetilaz inhibitorleri in vitro ve
in vivo ¢alismalarda ndroprotektif ve anti-inflamatuvar etkileri ile 6ne ¢iksa da histon
asetilasyonunun tiimor hiicrelerine karsi olusan immiin cevabi artirarak antiproliferatif
etki gOstermesi, bu ajanlarin etkilerinin ve etki mekanizmalarinin daha derin
aragtirtlmasina olan ihtiyac1 ortaya koymaktadir. Kromatin sekillenme dinamikleri

transkripsiyonel aktivasyon ve gen ekspresyonu i¢in hayati onem arz etmektedir. Bu
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dinamiklerin agiklanmasinda histon asetilasyonu diger mekanizmalara gore daha detayl
olarak arastinlmistir. Histon asetilasyonu, asetil-koenzim A’da bulunan asetil
gruplarinin histon kuyruklarinin lizin kuyruklarma transfer edilmesi ve bu sayede
niikleozomlar {izerinde elektrostatik itme kuvvetlerinin olusmasini saglayarak kromatin
gevsemesiyle sonuc¢lanir. Bunun sonucunda ise transkriptor regiilator faktorlerin
baglanmasina ve RNA pol-II aktivasyonuna neden olur. Gen transkripsiyonunun
baskilayicisi olan bircok molekiil promotér bolgelere baglanarak kromatin sikismasina

ve gen susturulmasina neden olur (Sekil 2.3).

Transkripsiyon Aktif

~&— Asetillenmis Histonlar

Histon Oktameri —3»

«€— Unmetile Sitozinler

€ Metile Sitozinler

Transkripsiyon inaktif

Sekil 2.3. Gen ifadesinin histon asetilasyonu ve metilasyonuyla diizenlenmesi

Histon asetilasyonu histon asetiltransferazlar (HAT) tarafindan gen ifadesinin
aktivasyonu ve histon deasetilazlar (HDA) tarafindan gen ifadesinin represyonu olmak
tizere iki temel mekanizma ile regiile edilmektedir. HAT lar histon kuyruguna asetil
koenzim A’da bulunan asetil grubunun lizin rezidiisiine transfer edilmesinden sorumlu
kisith sayida enzim grubundan olusmaktadir. Fakat giiniimiizde 18 adet farkli histon
deasetilaz tanimlanmistir. 4 farkli smmifa ayrilan bu enzimler kofaktorleri ve hiicresel
fonksiyonlar1 acisindan farkliliklar géstermektedir. Sinif I (HDA 1,2,3 ve 8), smif 1I
(HDA 4,5,6,7,9 ve 10), smf III (sirtuinler 1,2,3,4,5,6,7) ve smf IV (HDA 11)’den
olusmaktadir. Siif III’te bulunan HDA'lar ise aktif bolgeleri i¢in NAD+’ye ihtiyag
duyarken diger tim smiflar aym1 bolgede aktivasyon igin ¢inkoya bagimhidir
(Dokmanovic, Clarke, and Marks, 2007). Hiicresel ve dokusal dagilim olarak farklilik
gosteren bu enzimlerden HDA2’nin ¢ogunlukla ndronlarda, HDA1’in ise glial

hiicrelerde oldugu gosterilmistir (MacDonald and Roskams, 2008). CUDC-907
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(fimepinostat) HDA (1, 2, 3, 6, 10, 11) inhibitdrii olan ayn1 zamanda fosfoinositid 3
kinaz (PI3K) enziminide inhibe ettigi bilinen bir histon deasetilaz inhibitoriidiir.
Calismamizda kullanmay1 plandigimiz diger bir inhibitér olan TMP-195’in ise HDA 4,
5, 7, 9 smuflarint inhibe ettiginden sinif Ila spesifik histon deasetilaz inhibitdrii olarak
adlandirilmaktadir. Ozellikle diger smmiflarin etkileri ve dagilimlari arastiriliyor olsa da
her gecen giin literatiire bu modifikasyonlar ve fizyolojik etkileri hakkindaki bilgiler
eklenmektedir. Fakat PH ve epigenetik iligskinin sporadik ve ailesel formlardaki rolleri
hakkindaki bilgiler halen kisithidir. Varolan bilgiler 1s181inda ailesel PH’de rol oynayan
SNCA diger genler arasinda 6ne ¢ikmaktadir (Satake et al., 2009). Bu genin primer
iriini ve PH’nin patolojisinin temel elemani olan o-siniikleinin epigenetik olarak
etkilestiginin bilinmesi bu yonde yapilan arastirmalarin 6niinli agmistir. Fakat daha sonra
yapilan arastirmalar o-siniikleinin kendisinin histon modifikasyonlarina neden
olabildigini ve hatta niikleer ve sitoplazmik formlarinin farkli etkilere sahip oldugunu
gostermistir. Nilkleer hedefli a-siniikleinin SH-SYSY hiicrelerinde toksisiteye neden
olmasi ve HDA inhibitorleriyle bu toksisitesinin engellenmesi HDA’larin terapdtik
amacl kullanilabilecegi hakkinda ilk bulgular1 saglamistir (Kontopoulos, Parvin, and
Feany, 2006). Ayrica oksidatif stresin a-siniikleinin niikleer transportuna ve bir
promotdr element olan peroksizom proliferator aktive reseptor gama koaktivator-lo
(PGC-1a)’ya baglanarak histon deasetilasyonuna neden olmasi PGC-1o’nin azalmasina
ve dolasiyla oksidatif stres kaynakli hiicre hasarmin artmasma neden olmaktadir
(Siddiqui et al., 2012). Bunlara ek olarak, histon deasetilaz inhibitrleri Treg
hiicrelerinin proliferasyon ve baskilayici aktivitelerini arttirdigi bilinmektedir (Liu vd.,
2010). Ozellikle post-mortem analizlerde PGC-la’nin anlamli derecede azaldiginin
gosterilmesi a-sintikleinin, PH’nda deasetilasyonla hiicresel 6liime neden oldugu fikrini
giiclendirmektedir. Ayrica son yapilan c¢alismalarda HAT/p300’iin prion-benzeri
bolgeler igerdigi ve kolay bir sekilde modifiye olabildigini gostermistir (Kirilyuk et al.,
2012). Bu bolge bir¢ok katlanma problemi olan ve hiicre igerisinde akiimiile olabilen
bolgeyle etkileserek agregasyona neden olmaktadir. HAT/p300’iin vitro modellerde a-
siniikleinin agregasyonuna neden oldugu gosterilmistir (Kirilyuk et al., 2012). Buna ek
olarak insan o-siniikleinin fizyolojik kosullarda dopaminerjik hiicrelerde izoform

bagimli olarak oksidatif streste onemli rol oynayan bir kinaz olan protein kinaz C-
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delta’nin (PKCd) transkripsiyonel supresyonunu sagladigi bilinmektedir (Jin et al.,
2011). Azalmis PKCo transkripsiyonu yapisal NF-kB aktivitesinin baskilanmasiyla
saglanir. Azalan NF-kB sayesinde p65 asetilasyonu a-siniiklein ile indiiklenen p300
seviyelerini ve a-siniikleinin HAT aktivitesini azaltarak dopaminerjik nodronlar
apopitozdan korumaktadir. Bu bilgiler o-siniikleinin potensiyel olarak histon
modifikasyonlariyla hastaligin patolojisinde Onemli rol oynadigi gostermektedir.
Epigenetik mekanizmalarin o-siniiklein ile etkilesmelerinin aragtirmalarindan biri olan
Yan Xiao ve arkadaglarinin c¢alismasinda, Treg hiicrelerinin islevini diizgiin
siirdlirebilmesi i¢in Forkhead box P3 (Foxp3) iceren kisimlarinda bulunan lizin
bolgelerinin asetilasyona ugramasi gerektigi gosterilmistir (Xiao vd., 2010). Buna ek
olarak, 2006 yilinda Kontopoulos ve arkadaslari ise a-siniikleinin histonlarla olan
iligkisini incelemis ve a-siniikleinin histon deasetilasyonunu inhibe ettigini gostererek
“liclii hipotezi“ desteklemistir (Kontopoulos vd., 2006). 2018 yilinda Harrison ve
arkadaglari, a-siniikleinin histon proteinlerinin asetilasyon bolgelerini maskeledigini ve
histon asetiltransferaz enzim aktivitesini engelleyerek dinamik gen regiilasyonunu
engelledigini gdstermistir (Harrison vd., 2018). Ayrica in vitro dejenere olmus
dopaminerjik ndronlarin histon hipoasetilasyonu gosterirken aktive olan mikroglialarin

histon hiperasetilasyon gosterdigini bildirmistir.
2.1.8. Parkinson hastali@inda histon asetilasyonu

Histon asetilasyonundan sorumlu her iki enzimin de (HAT ve HDA) PH
patolojisinde rol aldig1 goriilmektedir. PH deneysel modellerinde kullanilan parakuat ve
rotenonun HDA aktivasyonunu azaltarak histon asetilasyonunu artirdigi, diledrinin ise
HAT aktivitesini artirdi@inin gosterilmesi histon asetilasyonunun PH da farkli sonuglara
neden oldugunu diisiindiirmektedir (Van Maele-Fabry, Hoet, Vilain, and Lison, 2012).
Ayrica parakuatla in vivo olarak indiiklenen o-siniikleinin histon hipoasetilasyonuna
neden olmasi histon asetilasyonunun karisik mekanizmasina bir soru daha eklemektedir
(Song, Kanthasamy, Anantharam, Sun, and Kanthasamy, 2010; Song, Kanthasamy, Jin,
Anantharam, and Kanthasamy, 2011). Tiim bu zitliklar deneysel modellerde hem HAT
inhibitorlerinin hem de HDA inhibitdrlerinin noroprotektif etkiler gostermesiyle

desteklenmektedir. Daha sonra yapilan calismalarda histon asetilasyonunun idiyopatik
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ve genetik farkliliklar1 ve bu farkliliklarin histon diizeyinde etkileri arastirilmis ve her

smifta bulunan enzim i¢in farkl etkiler ortaya ¢iktig1 gézlemlenmistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2.Giinlimiize kadar tanimlanmuis ilag ve ¢evresel etkenlerin neden oldugu epigenetik

modifikasyonlar
‘ Kimyasal Epigenetik modifikasyon Referans
Toksinler
MPTP Demetilasyon (Nicholas et al., 2008)
Parakuat H3 hiperasetilasyon (Song et al., 2010; Song et al., 2011)
Bilinmeyen mekanizma
Rotenon fakat HDA inhibitori (St Laurent, O'Brien, and Ahmad, 2013)
toksisiteyi inhibe ediyor
Dieldrin H3, H4 hiperasetilasyon (Song et al., 2010)
lac¢
Levodopa HAKS, K8., Ki2, K16 (Nicholas et al., 2008)
deasetilasyon
HATiI
Anzzll;?trdlk Deasetilasyon (Song et al., 2010)
HDAI
H3 .
Valproik hiperasetilasyonu/Promotor (H. Chen, Dzitoyeva, and Manev, 2012; P. S.
aEit P aktiva Y nw/Di- Chen et al., 2007; Kidd and Schneider, 2011;
rvasyon. Marinova et al., 2009; Peng et al., 2005)
trimetilasyon
S;;?EEI Hiperasetilasyon/Promotor
. . aktivasyonu/Di- (H. Chen et al., 2012; Marinova et al., 2009)
hidroksamik trimetil
asit (SAHA) rimetilasyon
(H. Chen et al., 2012; Kidd and Schneider,
Sodyum Hiperasetilasyon/Promotor 2011; Leng, Marinova, Reis-Fernandes, Nau,
butirat aktivasyonu and Chuang, 2010; Marinova, Leng, Leeds,
and Chuang, 2011; Marinova et al., 2009)
AGK2 Hiperasetilasyon (St Laurent et al., 2013)
Promotor aktivasyonu/Di- (Leng et al., 2010; Marinova et al., 2011;
MS-275 .. .
trimetilasyon Marinova et al., 2009)
Fenil butirat Promotor aktivasyonu (Roy et al., 2012; Zhou et al., 2011)
Urokortin Hiperasetilasyon (Huang et al., 2011)
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PH’nin immiinogenetik ve ndroinflamatuvar mekanizmalart gbz Onilinde
bulunduruldugunda hastaligin erken safhalarinda baslayan mikrogliozis ve mikroglial
davranisin bu epigenetik modifikasyonlardan nasil etkilendigi ayrica arastirilmustir.
Ancak HAT ve HDA kaynakli etkilerin karigik ve zit yonlii olmasi nedeniyle glial
fenotip ve davranig iizerindeki sonuglar1 tam olarak aydinlatilmamistir. Yapilan bir¢cok
calisma hastaliZin patolojisinde Onemli rol oynayan bir bagka glial hiicre olan
astrositlerin mikroglialarla birlikte PH’de ortaya ¢ikan bu karistk immiin cevaptaki
rollerini arastirmistir. Faraco ve arkadaslar1 yaptig1 ¢alismada fare glial hiicrelerde HDA
alt tiplerini ve LPS ile indiiklenen kiiltiirlerde histon asetilasyonun roliinii aragtirmigtir
(Faraco et al., 2009). Arasgtirmada kullandigt SAHA ve ITF2357 ile histon
asetilasyonunu = sitotoksisiteye neden olmadan dramatik diizeylerde arttigin1 ve
deksametazonla indiiklenen immiinosiipresif etkinin giliglendigini ortaya cikarmustir.
Fakat ortaya ¢ikan anti-inflamatuvar ve immiinosiipresif bu etkinin HDA ile indiiklenen
immiinosiipresan proteinlerin transkripsiyonun artmasindan dolayr degil, transkripsiyon
faktorlerinin DNA’ya baglanarak aktive olmasindan kaynakli oldugunu géstermistir. Her
iki HDA inhibitoriiniin de lipopolisakkarit (LPS)’e maruz kalmis mikroglial hiicrelerde
NF-kB bagimlhi IkBo’nin yeniden sentezini bozarak DNA’ya c-FOS, c-JUN ve fos-
iligkili antijen-2 (FRA2)’nin baglanma aktivitesini bozdugunu kanitlamistir. Calisma
sonucunda fare glial hiicrelerinin bazal HDA aktivitesine sahip oldugunu ve bu
aktivitenin  inhibisyonunun ndéroinflamatuvar cevabi transkripsiyon diizeyinde
etkileyerek baskiladigini sdylemistir. 2018 yilinda Harrison ve arkadaslar1 PH’de histon
asetilasyonunu arastirmis ve mikroglial aktivasyondan sorumlu histon deasetilazlar
tanimlamaya ¢alismistir (Harrison, Smith, and Dexter, 2018). a-siniikleinin birikiminden
sonra histon proteinlerinin asetilasyon bolgelerini maskeleyerek HAT ve HDA’larin
dinamik denge halini bozdugunu sOylemistir. Ayrica daha Onceden yapilan
arastirmalarda HDA’larin ndroprotektif etkilerinden yola ¢ikarak, post-mortem SNPc
orneklerini aragtirmis ve histon asetilasyonunun hastalif1 seviyesi ve derecesine bagl
olarak degistigini sOylemistir. Ayrica deneysel modellerde bir ubikuitin-proteozom
inhibitorii olan laktastatine ile olusturulan Parkinson benzeri patolojide histon
hipoasetilasyonunun varligindan bahsetmis fakat smiflandirmanin ve histon

deasetilazlarin alt tiplerinin Onemini vurgulamistir. Yaptiklart ¢alismada histon
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asetilasyonunun Braak derecelendirmesine gore korelasyon gosterip gostermedigini
aydinlatmaya ¢aligmis ve histon asetilasyon seviyelerinin dejenere olan dopaminerjik
ndronlar ve aktive olmus mikroglialarla patolojinin tersine etki ettigini sdylemistir.
Mikroglial aktivasyonun anlamli sekilde histon asetilasyonunu artirdigini ve bu etkinin
HLA-DPal ekspresyonuyla korelasyona sahip oldugunu gostermistir. Her ne kadar
mikroglia ve astrositlerde daha yogun bulunan alttiirler aydinlatilmis olsa da her bir
enzimin veya enzim smifinin o-siniiklein nedeniyle ortaya ¢ikan mikroglial MHC-II

iizerinde nasil rol oynadigini gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Ozellikle simif-2 majoér doku uygunluk kompleksi transaktivatorii (CIITA) nin
MHC-II ekspresyonunun kontroliinde temel mekanizmalardan biri olmasi bu
mekanizmalarin derinden arastirilmasini gerektirmektedir. MHC-II gen regiilasyonu
normalde transkripsiyonel seviyelerde gerceklesirken DNA’ya baglanmadan etki
gosteren CIITA MHC-II ekspresyonunu regiile ettigi bilinmektedir (Sekil 2.4) (Wright
and Ting, 2006). MHC-II genlerinin transkripsiyonun CIITA tarafindan kontrol edilmesi
ve CIITA’nin epigenetik modifikasyonlarla cesitli hiicresel yanitlar olusturabilmesi
histon asetilasyonunun MHC-II ekspresyonu {izerinde dolayl: etkilere sahip olma fikrini
olusturmaktadir. Mikroglial hiicrelerde normalde diigiik diizeyde MHC II protein
ekspresyonu gozlemlenirken, inflamatuvar, immiin ve norodejeneratif durumlarda bu

ekspresyonun potent bir sekilde arttig1 bilinmektedir (Wojtera et al., 2012).

Sekil 2.4. CIITA ve MHC-II ekspresyonunun interferon-y (IFN-y) ile uyarilmasi ve aktivasyonu sonucu
membrana transportu (Tang et al., 2008)
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Gerecler
3.1.1 Kullanilan Malzemeler

- Dulbecco’s modified eagle medium/Ham’s F12 medium (DMEM/F12, Gibco,
12-634-028)

- Fetal s1g1r serumu (FBS, Gibco, 11550356)

- Penisilin/streptomisin (10003927)

- Tripsin-EDTA (Gibco, 25200072)

- Dimetilstilfoksit (DMSO, Sigma, D8418, CAS: 67-68-5)

- 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir (MTT, M5655, CAS:
298-93-1)

- Sigma steril enjektor filtresi 0.22 um, metanol (Sigma, 34860)
- Etanol (Sigma, 32205, CAS: 64-17-5)
- Dulbecco’s phosphate buffered saline (dPBS, Gibco, 14190144)

- 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Thermo Scientific, 62248, CAS: 28718-90-
3)

- Prolong Gold® Antifade Reagent (Thermo Scientific, P36934)
- Ibidi® 12-well slide (ibidi, 81201)

- CUDC-907 (adooQ, A11153, CAS: 1339928-25-4)

- TMP-195 (adooQ, A14326, CAS: 1314891-22-9)

- a-siniiklein (rPeptide, S-1001-1)

- MHC-II rekombinant primer antikor (abcam, ab25333)



- Alexa-flour 488 sekonder antikor (abcam, ab150077)

- Nucleospin® RNA izolasyon kiti (Macherey-Nagel, 740955.50)

- Tagman® universal master mix with UNG (Applied biosystems, 4440044)

- iScript™ cDNA synthesis kit (Bio-rad, #1708891)

- GAPDH i¢in qRT-PZR primer probu (Thermo scientific, Mm99999915 g1,

4331182)

- CIITA icin qRT-PZR primer probu (Thermo scientific, Mm00482914 ml,

4331182).

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Otoklav (Niive OT 4060, Tiirkiye)

Is1 blogu (VWR, ABD)

Vorteks (Clifton Cyclone, ingiltere)

Santrifiij (Niive NF048, Tiirkiye)

DNA sayaci: Nano-drop (Jenway Genova Nano, Ingiltere)

Is1 dongii cihazi: Thermal Cyler GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems, ABD)

Hassas terazi (Shimadzu, Japonya)

CO2’li inkiibator (Thermo scientific, ABD)

Laminar akimli sinif II kabin (Niive, Tiirkiye)

Kantitatif es zamanli PZR cihazi: Agilent Stratagene Mx3000P (Agilent,
ABD)

Faz konstrat-floresans mikroskop (Olympus B51, Japan)

Sonikasyon cihazi (NUVE, Tiirkiye)

S1v1 azot tanki (International cryogenics, ABD)

Ultrasogutucu (NUVE, Tiirkiye)

Hiicre sayma cihazi (Bio-rad TC20, ABD)

Su banyosu (Memmert, ABD)
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e Mikroplaka ¢alkalayici (Heidolph Titramax 1000, Almanya)
e Invert mikroskop (Zeiss Axiovert, Almanya)

e Mikroplaka okuyucu (TECAN, Isvigre)

e Mikropipet seti (Eppendorf, Almanya)

3.2. Yontemler
3.2.1 Hiicre Kiiltiirii

BV-2 hiicre hatti yeni dogan farelerden izole edilerek raf/myc-immortalize
edilmis ve primer mikroglialar yerine aragtirmalarda en ¢ok kullanilan hiicre hatlarindan
biridir (Henn et al., 2009). In vitro ortamda o-siniiklein ile olusturulacak olan PH modeli
icin kullanilan BV-2 hiicre hatt1 bagis yoluyla temin edilmistir. Mikroglial hiicrelerin
kiiltiirii ve a-siniiklein varliginda aktivasyonu deneyler dncesi a-siniiklein uygulamasiyla
denenmistir (Sekil 3.1). Deneyler Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’'nda bulunan steril hiicre kiiltiirii  laboratuvarinda

gergeklestirilmistir.

Sekil 3.1 a-siniiklein ile aktive edilmis BV-2 mikroglial hiicreler. Mavi oklar aktive olmaya baglayan
mikroglialarin ameoib sekillere biiriinmeye bagladig1 zaman araligindaki gortiniimlerini belirtmektedir
(Goriintiiler o-sintiklein uygulamasini takiben herhangi bir zamanda kontrol amacli alinmigtir)
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3.2.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi ve a-siniiklein Fibrillerinin Olusturulmasi

Hiicreler ¢oziildiikten sonra 25 ve 75 cm2’lik flasklarda ¢ogaltilarak uygun say1
ve konfluansa gelene kadar, %10 fotal sigir serumu, %1 penisilin/Streptomisin igeren
DMEM/F12 vasatinda, %5 karbondioksit (CO2) ve 37°C inkiibatérde bekletildi.
Hiicrelerin konfluansi %80 ve {izerine ulastiginda tripsin/EDTA yardimiyla pasajlanarak
uygun plaka ve petrilere ekildi. a-siniiklein’in toksik formu olan fibriler formu
literatiirde bulunan metodlar yardimiyla steril PBS’te sulandirildiktan sonra monomer
sekilinin 7 gilin boyunca 37°C’de calkalayicida 1000 rpm’de inkiibe edilmesiyle elde
edildi (Lee et al., 2010). Daha sonra kullanilacak olan fibriller 1 dakika sonikasyona
maruz birakilarak ¢Oziinmeyen partikiillerin ¢6ziinmesi saglandi. Daha sonra
kullanilacak olan fibriller formadaki a-siniiklein deneylerin gergeklestirilmesine kadar -

80°C’de muhafaza edildi.
3.2.3 Sitotoksisite Testleri

Hiicre canliligmin Olciilmesi 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5
difeniltetrazolyumbromiir (MTT) testi yardimiyla yapildi. MTT normal sartlarda sulu
cozeltileri sar1 renkli olan fakat mitokondriyel rediiktaz aktivitesi sonucunda suda
coziinmeyen mor renkli formazan’a doniisiir. Bu sayede canli hiicrelerde goriilen
mitokondriyel rediiktaz aktivitesi sayesinde olugan mor renk kolorometrik prensip ile
kantitatif olarak Olciiliir. Bu test sonucunda elde edilen verilerde hiicre canliliginin
%70’in altina diistiigli durumda arastirilan ajan sitotoksik olarak kabul edilir. BV-2
hiicreleri uygun yogunluga ulastiktan sonra tripsin/EDTA ¢ozeltisi yardimiyla kaldirdi.
Kaldirma islemi 151k mikroskopu kullanilarak dogrulandiktan sonra taze hiicre besiyeri
eklenerek reaksiyon durduruldu. Olusan ¢o6zelti 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatant atilarak pellet 1 ml besiyeri igerisinde ¢oziildii. Hiicre
sayimi1 hiicre sayim cihaziyla yapildiktan sonra, her kuyucuga 100 pl’de 104 96
kuyucuklu plakalara ekim yapildi. Hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edildikten sonra
kuyucuklardan vasat uzaklastirilarak hiicreler farkli zaman ve konsantrasyon dahilinde
tastyici (%0,1 DMSO), CUDC-907 (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 nM), TMP-195
(0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 nM), a-siniiklein (62.5, 125, 250, 500, 750, 1000

nM) uygulanarak deney gruplart olusturuldu. o-siniiklein’in uygulanacak olan
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konsantrasyonlar1 molekiiler agirliginin (14.4 kDA) mg/mmol cinsine ¢evrilmesinden
hareketle hesaplandi. Belirlenen siire sonunda hiicrelerden vasat uzaklastirildi ve MTT
hiicre vasatinda 5 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde seyreltilerek her bir kuyucuga
eklendi. Daha sonra plakalar karanlik ortamda 37°C’de 3 saat inkiibe edildi ve siire
sonunda vasat aspire edilerek uzaklastirildi. Plaka tabaninda olusan c¢oziinmemis
kristallerin tizerine 100 ul DMSO eklenerek karisim homojen bir kivama gelen kadar
pipetaj yoluyla karistirildi. Olusan homojen karisimin 570 nm’deki absorbanslari

kuyucuk okuyucu cihazinda belirlendi.

3.2.4 immiinofloresans Analizler

BV-2 hiicreleri uygun konfluansa ulastiktan sonra tripsin/EDTA ¢ozeltisiyle
muamele edilerek kaldirildi. Kaldirilan hiicreler, immiinsitokimyasal analizler i¢in 12-
kuyucuklu mini ¢ember lamlarin (ibidi®) {izerine ekildi. Hiicreler 24 saat inkiibe
edildikten sonra, canlilik analizlerinden elde edilen sonuglardan harcketle, hiicrelere
CUDC-907 (10 nM), TMP-195 (100 nM) ve a-siniiklein (125, 250, 500 nM) uygulandi.
Uygulama yapilan deney gruplart tablo 3.1°teki gibi dizayn edildi. MHC-II’nin
membran spesifik ekspresyonunun gozlemlenmesi i¢in MHC-II'nin rekombinant
antikoruyla immiinfloresans yontemle arastirilmasi tercih edilmistir. Immiinofloresans

analizleri standart protokoller dogrultusunda asagidaki sekilde gerceklestirildi;

1- Ilag uygulamasm takiben ¢ember lamlardan vasat uzaklastirildi ve her bir
kuyucuk 3 kez 5’er dakika dPBS soliisyonuyla yikandi.

2- Yikamay: takiben kuyucuklara -20°C’de bekletilen metanol eklenerek 20
dakika boyunca -20°C’de fiksasyon i¢in bekletildi.

3- Fikse edilen hiicreler 3 kez 5’er dakika dPBS soliisyonuyla yikanarak
metanolliin tamamen uzaklastirilmasi ve hiicrelerin rehidrete olmalari
saglandi.

4- Hiicreler bloklama tamponu (%1 BSA+ 22.52 mg glisin+%0.1 Tween-20)
kullanilarak non-spesifik baglanmanin 6nlenmesi icin 30 dakika boyunca
bloklandi.

5- Bloklama islemini takiben 3 kez 5’er dakika dPBS ile yikama basamagi
tekrarlandu.
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6- Hiicreler bloklama soliisyonunda diliie edilen MHC-II rekombinant primer
antikor ile gece boyu +4°C’de inkiibe edildi.
7- Inkiibasyonu takiben primer antikor geri alinarak, hiicreler 3 kez 5’er dakika

dPBS ile yikandi.
8- Ortamdan dPBS aspire edildikten sonra uygun dalga boyunda goriintiileme
isleminin yapilabilmesi i¢in Alexa-flour-488 sekonder antikor ile 1 saat

boyunca inkiibe edildi.

\O
1

Yikama isleminin tekrarlanmasindan sonra ¢ekirdek isaretlemesi icin her bir

kuyucuga DAPI boya soliisyonu uygulandi.

10- Tekrar yikama yapilarak DAPI soliisyonu ortamdan uzaklastirildi ve lam
yapistirma sivist yardimiyla lamelle kapatilarak en fazla 30 dakika igerisinde
floresans mikroskop (Olympus, Japan) altinda incelendi.

11- Lamlardan elde edilen fotograflar bilgisayar ortamina aktarilarak Imagel

programiyla incelendi. Her bir hiicredeki floresans yogunlugu kontrol

grubuna gore normalize edildi.

Tablo 3.1. Deney gruplarinin olusturulmasi

Kimyasal ad1 a-siniiklein CUDC-907 TMP-195
Grup ad1
o-siniiklein 125 (n=6) 125 nM
o-siniiklein 250 (n=6) 250 nM - -
a-siniiklein 500 (n=6) 500 nM - -
o-siniiklein 250+ 250 nM 10 nM -
CUDC-907 (n=6)
a-siniiklein 500+ 500 nM 10 nM -
CUDC-907 (n=6)
o-siniiklein 250+ 250 nM - 100 nM
TMP-195 (n=6)
a-siniiklein 500+ 500 nM - 100 nM
TMP-195 (n=6)

3.2.5 Total RNA izolasyon yontemi

QRT-PZR analizlerinde kullanilacak olan RNA’lar, hiicrelere a-siniiklein,
CUDC-907 ve TMP-195 uygulandiktan sonra, Nucleospin® RNA izolasyon Kkiti ile

hiicrelerden izole edildi. Ilag uygulamasini takiben flasklardan kaldirilan hiicreler 1000
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rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ortamdan serum ve tripsin gibi aktif molekiillerden

arindirildi.

Hiicre pelleti dPBS’te ¢oziilerek homojenize edildi ve RNA izolasyon kitinin

kullanma kilavuzu dogrultusunda asagidaki islemlerden gecirildi;

1-
2

(@)
I

o0
1

10-

11-

12-

Hiicre siispansiyonu 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij tiiptindeki hiicre pelleti “350 pl Nucleospin® Buffer RA1 ve 3.5 pl
B-merkaptoetanol” ile parcalanarak kuvvetli sekilde vorteks edildi.

Olusan lizat “NucleoSpin® Filter” kullanarak 11000 g’de 1 dakika boyunca
santrifiij edilerek kolleksiyon tiipiine (2 mL) aktarildi.

- “NucleoSpin® Filter” uzaklastirild1 6rnege 350 pl %70’lik etanol c¢ozeltisi

eklendi ve pipetaj yoluyla homojenize edildi.

Stispansiyon “NucleoSpin® RNA Column” i¢inde 11000g’de 30 saniye
santrifiij edilerek kolona yiiklendi. Kolon yeni kolleksiyon tiipiine
yerlestirildi.

Kolona 350 pl “NucleoSpin® Filter MDB” yiiklenerek 11000g’de 1 dakika
boyunca santrifiij edildi.

DNaz reaksiyon karigimi 1.5 mL mikrosantrifiij tiipiinde hazirlandi. Her bir
izolasyon i¢in 10 pl sulandirilmis rtDNAz ve 90 pl rDNaz icin reaksiyon
tamponu eklendi. Karigim hafif sallanarak homojenize edildi.

95 ul DNaz reaksiyon karisimi direk olarak kolonun merkezine eklenerek 15
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyon i¢in bekletildi.

200 pl “NucleoSpin® RAW?2 Buffer” kolona eklenerek 11000 g’de 30 saniye
santrifiij edildi ve kolon yeni kolleksiyon tiipiline yerlestirildi.

Ikinci yikama islemi icin 600 pL ‘“NucleoSpin® RA3 Buffer” kolona
eklenerek 11000 g’de 30 saniye santrifiij edildi ve kolleksiyon tiipiindeki siv1
uzaklastirilarak kolon yeni bir kolleksiyon tiipiine yerlestirildi.

Uciincii yikama islemi igin 250 pl “NucleoSpin® RA3 Buffer” kolona
eklenerek 11000 g’de 2 dakika santrifiij edildi, sonra membranin tamamen
kurumas1 saglandi. Kolleksiyon tiipii atilarak steril niikleaz olmayan
kolleksiyon tiipii yerlestirildi.

Izole edilen RNA 60 pL RNaz icermeyen su ile 11000 g’de 1 dakika

santrifiij edilerek eliie edildi.
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13- Izole edilen RNA miktar1 nanodrop yardimiyla dlgiildii. A260/A280 orani
1.9-2.1 araliginda olmayan 6rnekler analizler i¢in kullanilmadi.

14- RNA o6rnegi, sonraki islemlere kadar —80°C’de muhafaza edildi.
3.2.6 izole edilen RNA’lardan ¢cDNA elde edilmesi

cDNA sentez kiti kullanilarak izole edilen RNA’dan cDNA sentezi yapild.
cDNA’nin olusturulmasi i¢in uygulanan ters transkripsiyon PZR reaksiyon protokolii ve

icerikleri Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. cDNA sentezi i¢in kullanilan ters transkripsiyon PZR reaksiyon karigimi

Bilesenler Hacim (ul)

Sx iScript Reaction mix 4 ul
iScript Reverse transcriptase I ul
Niikleaz icermeyen su 13 pl
RNA numunesi 2 ul (500 ng)
Toplam hacim 20 pl

Izole edilen RNA orneklerinden cDNA sentezlenmesi igin asagidaki protokol

takip izlendi

1- Izole edilen 6rnekler buz iizerinde ¢oziildii.

2- Kit igeriginde bulunan tiim kimyasallar vorteks ile karistirildi.

3- Kitin igerisinde bulunan karisim hazirlanarak RNA karigimina eklendi. Kit
iceriginden revers transkriptaz enzime en son olarak eklendi. Tiipler ters-diiz
edilerek iyice karigtirilmasi saglandi.

4- Ornekler buz iizerinde 5 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra Tablo
3.3’deki PZR programu ile reaksiyon gerceklestirildi. Reaksiyon sonrasinda
elde edilen cDNA 0Ornekleri es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-

PZR) yapilana kadar —20°C’de muhafaza edildi.
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Tablo 3.3. Ters transkripsiyon PZR programi.

Sicakhik
(§ )

Priming 5 25
dakika

Reverse 20 46
transcription dakika

RT 1 95

inactivation dakika 4

Hold o0

3.2.7 Es Zamanh PZR (qRT-PZR) Yontemi

Es zamanli PZR yontemi, niikleik asitlerin cogalmasiyla olusan {iriinlerin ¢esitli
problarla verdigi sinyalin kantitatif olarak Olgiilebildigi bir yontemdir. Alinan floresans
yogunlugu ile PZR iirlinii arasinda dogrudan korelasyon bulundugu ve ayrica olusturulan
sicaklik dongiileri ile sinyalin olusumu ayni anda ayni reaksiyonda gerceklestigi igin
giivenli ve kullanigh bir yontemdir. Yapilan ¢alismada spesifik dizilere baglanan ve
yiiksek verimlilige sahip prob sistemi olan iki-isaretli TagMan® problar kullanildi. Bu
yontemde problar baglandiktan sonra PZR primerleri diziye baglanir ve Taq polimeraz
ile uzama gercgeklesir. Bu uzama islemi esansinda Taq polimerazin 5'-ekzoniikleaz
ozelligi sayesinde, proba bagli florofor kesilerek floresans 1s1ma gergeklesir.
Aragtirilacak olan CIITA transkriptinin incelenmesi i¢in transkript boyutu ve 6zellikleri

g6z oniinde bulundurularak qRT-PZR yontemi tercih edilmistir.

3.2.8 CIITA ifade Diizeylerinin Ol¢iimii

CHTA’nmn qRT-PZR’u i¢in “TagMan® Universal Master Mix II, with UNG” ve
“TagMan® CIITA primer prob (Mm00482914 ml, 4331182) kullanildi. Ekspresyon
seviyelerinin normalizasyonu i¢in endojen kontrol olarak “TagMan® GAPDH primer
prob (Mm99999915 g1, 4331182)” kullanildi. TagMan® problar ve 6rneklerden elde
edilen c¢DNA kullanilarak qRT-PZR analiz islemi asagida gosterildigi gibi
gerceklestirildi.
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1- Orneklerden elde edilen cDNA’lar, TagMan® CIITA ve GAPDH primer

problar buz {lizerinde ¢6ziildii.
2- “TagMan® Universal Master Mix II, with UNG” hafif¢e vorteks edildi.

3- Yapilacak olan her bir assay i¢in reaksiyon sayilari tiger tekrarli olmak tizere

hesaplandi.

4- Orneklerden elde edilen cDNA’lar her biri igin bir CIITA assay, bir endojen
kontrol GAPDH assay ve bir kalip igermeyen kontrol olacak sekilde tasarlandi.

5- qRT-PZR reaksiyonu Tablo 3.4’de gosterildigi gibi igerik ve miktar olarak
hazirlandi. Her bir assay farkli steril 1.5 ml’lik mikro santrifijj tiiplerinde toplamda 20ul

hacimde olacak sekilde hazirlanarak reaksiyondan 6nce hafifce karistirildi.

6- Olusturulan qRT-PZR karisimi ve drneklerden elde edilen cDNA o6rnekleri,
icer tekrarli olacak sekilde kullanilan qRT-PZR cihazina uygun 96-kuyucuklu plakalar
icersine mikropipetler yardimiyla aktarildi ve plaka es zamanli PZR cihazina

yerlestirildi.

7- qRT-PZR programi1 Tablo 3.5°de gosterilen sekilde ayarlanarak reaksiyon
gerceklestirildi.

8- qRT-PZR reaksiyonunun tamamlanmasindan sonra rolatif CIITA ekspresyon
diizeyleri CIITA CT degerlerinin, endojen kontrol olan GAPDH CT degerine normalize
edildigi AACT metodu kullanilarak 2—AACT formiilii ile hesaplandi (Sekil 3.2).
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Fluorescence (dRn)

Sekil 3.2. Reaksiyon sonrasi elde edilen temsili amplifikasyon grafigi

Tablo 3.4. qRT-PZR reaksiyon karisimi

Bilesenler Bir reaksiyon icin hacim (ul)

cDNA 2 ul

TagqMan® primer prob 1 pl

TaqMan® Universal Master Mix II, with 10 pl
UNG

Niikleaz icermeyen su 7 ul

Toplam hacim 20 pl

Tablo 3.5. CIITA diizeylerinin tayin edildigi program

Asama Sicaklik (°C) Siire
UNG inkiibasyonu 50 2 dakika
Enzim aktivasyonu 95 10 dakika
Denatiirasyon 95 15 saniye (40
Baglanma/Uzama 60 _Déngti)
5 dakika (40 Ddngii)




3.2.9 istatistiksel Analiz

Deneyler sonucunda elde edilen tiim veriler SPSS (v21.0 Illionis, US)
programiyla analiz edildi. Coklu grup karsilagtirmalart veri dagilimmin normalligi
incelendikten sonra one-way ANOVA veya Kruskal-wallis testi ile kullanildi. Gruplar
aras1 karsilastirmalar Mann Whitney U veya Tukey-Tamhane testleri ile yapildi. Tim
veriler ortalamatstandart sapma olarak verildi. P degeri 0.05’ten kiigiik olanlar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1 Sitotoksisite Testlerinin Sonuclari

a-siniiklein 62.5, 125, 250, 500, 750, 1000 nM konsantrasyonlarinda, CUDC-907
ve TMP-195 logaritmik artan konsantrasyonlarda (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000
nM) 6 ve 12 saat hiicre hatlarmma uygulanarak MTT yontemiyle sitotoksik olmayan
konsantrasyonlar1 belirlendi. a-sintiklein 500 nM’1 asan dozlarda BV-2 hiicre hatlarinda
sitotoksik etki gosterdi. a-siniiklein 750 ve 1000 nM dozlarinda BV-2 hiicre hatlarinda
anlaml1 bir sekilde hiicre canliligini azaltt1 (Sekil 4.1). CUDC-907’nin 10 nM’1 asan
dozlarda BV-2 hiicre hatlarinda sitotoksik etki gosterdi. CUDC-907 30, 100, 300, 1000
nM dozlarinda BV-2 hiicre hatlarina uygulandiginda hiicre canliligi anlamli bir sekilde
azaldi (Sekil 4.2). TMP-195’in 300 nM’1 asan dozlarda BV-2 hiicre hatlarinda
sitoktoksik etki gosterdigi tespit edildi. 300 ve 1000 nM dozlarinda uygulanan TMP-
195, BV-2 hiicre hattinda canlilig1 anlamli bir sekilde azaltt1 (Sekil 4.3).
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Hicre Canhligi (% Kontrol)

Kor;trol 62.5 nM 125 nM 250 nM 500 nM 750 nM 1000 nM
l |

a-siniiklein

Sekil 4.1. a-siniikleinin farkli konsantrasyonlarda BV-2 hiicrelerine uygulanmasindan sonra hiicre canlilig
iizerine etkisi. BV-2 mikroglia hiicrelerine artan konsantrasyonlarda a-siniiklein uygulamasindan sonra
hiicre canliligini gosteren MTT grafigi. Mikroglial hiicrelere 6 saat boyunca 62.5, 125, 250, 500, 750,
1000 nM konsantrasyonlarinda a-siniiklein uygulanmistir. Kontrol grubuna ise %0.1 DMSO
uygulanmistir. Grafigin olusturdugu veriler alt1 adet bagimsiz deney sonucundan hareketle
ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir (n=6, ***p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda)
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Sekil 4.2. CUDC-907"nin farkli konsantrasyonlarda BV-2 hiicrelerine uygulanmasindan sonra hiicre
canlilig1 tizerine etkisi. BV-2 mikroglia hiicrelerine artan konsantrasyonlarda CUDC-907 uygulamasindan
sonra hiicre canliligint gosteren MTT grafigi. Mikroglial hiicrelere 6 saat boyunca 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30,
100, 300, 1000 nM konsantrasyonlarinda CUDC-907 uygulanmistir. Kontrol grubuna ise %0.1 DMSO
uygulanmistir. Grafigin olusturdugu veriler alt1 adet bagimsiz deney sonucundan hareketle
ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir (n=6, ***p<0.001, ** p<0.01 kontrol grubuyla
kiyaslandiginda)
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Sekil 4.3. TMP-195 farkli konsantrasyonlarda BV-2 hiicrelerine uygulandiktan sonra hiicre canlilig
iizerine etkisi. TMP-195 farkli konsantrasyonlarda BV-2 hiicrelerine uygulandiktan sonra hiicre canlilig1
iizerine etkisi. Kontrol grubuna ise %0.1 DMSO uygulanmistir. Grafigin olusturdugu veriler alt1 adet
bagimsiz deney sonucundan hareketle ortalama+tstandart sapma olarak ifade edilmistir (n=6, ***p<0.001
kontrol grubu ile kiyaslandiginda)



BV-2 mikroglial hiicrelerine 62.5, 125, 250, 500 a-siniiklein uygulandiginda
hiicre canliliginda anlamli bir azalma olmadi (Sekil 6). CUDC-907 ve TMP-195 birlikte
a-siniiklein uygulanmasinin hiicre canliligl {izerine etkisi arastirilmis ve sitotoksik
olmayan konsantrasyonlarda  a-sintiklein ile  birlikte  sitotoksik  olmayan
konsantrasyondaki CUDC-907 ve TMP-195 uygulamasinin hiicre canlilig1 {izerine
herhangi bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir (Sekil 4.4 ve 4.5).
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CuUDC-907 - - - - 10nM 10nM 10nM

Sekil 4.4. 10 nM CUDC-907in 125, 250 ve 500 nM a-siniiklein birlikte uygulanmasindan sonra hiicre
canlilig1 iizerine etkisi. Grafigin olusturdugu veriler alt1 adet bagimsiz deney sonucundan hareketle
ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir (n=6)
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Sekil 4.5. 100 nM TMP-195'in 125, 250 ve 500 nM a-siniiklein birlikte uygulanmasindan sonra hiicre
canlilig1 iizerine etkisi. Grafigin olusturdugu veriler alt1 adet bagimsiz deney sonucundan hareketle
ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir (n=6)

4.2 MHC-II Ekspresyonunun Immiinofloresans Yontem Ile Gosterilmesi

BV-2 hiicre hatlarina 3, 6, 9 ve 12 saat boyunda sirastyla 125, 250 ve 500 nM o-
siniiklein uygulandi. 125 ve 250 nM dozlarinda a-siniiklein uygulamasinin MHC-II
ekspresyonunda anlamli bir degisiklige neden olmadi (Sekil 4.6A, C). Ancak a-siniiklein
uygulamasini takiben a-siniiklein’in 500 nM dozunda MHC-II ekspresyonunun anlaml
olarak arttigin1 ve bu etkinin 6 saatte en siddetli oldugu, 12 saat uygulamasinda anlaml
olarak azaldi (Sekil 4.6A,C). 10 nM CUDC-907 ve 100 nM TMP-195’in 500 nM a-
siniiklein ile birlikte 6 saat uygulanmasinda ise MHC-II ekspresyonunun anlamli olarak
artt1 (Sekil 4.6B,C). Ayrica bu artisin CUDC-907’de TMP-195¢ kiyasla anlamli olarak
daha fazla oldugu gosterildi (Sekil 4.6B,C).
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Sekil 4.6. Tiim deney gruplarinin floresans yogunlugunun karsilastirilmasi. 125, 250 ve 500 nM a-
siniiklein'in 3,6 ve 12 saat uygulanmasinin MHC-II ekspresyonuna etkisi (A).500 nM o-siniiklein ve
CUDC-907 (10 nM), TMP-195'in (100 nm) 6 saat uygulanmasinin MHC-II ekspresyonuna etkisi (B).
(n=5, ***p<0.001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, ###p<0.001 o-siniiklein 500 nM 6 saat grubuyla
kiyaslandiginda, +++p<0.001 a-siniiklein 500 nM 6 saat+TMP-195 grubuyla kiyaslandiginda)

4.3. CIITA Ekspresyonunun Es Zamanhi-PZR Reaksiyonuyla Belirlenmesi

Sitotoksisite ve immiinofloresans deneylerinden elde edilen sonuglar
dogrultusunda a-siniiklein, CUDC-907 ve TMP-195 uygulamasindan CIITA
ekspresyonunu es zamanli-PZR reaksiyonuyla analiz edildi (Sekil 4.7). 500 nM a-
siniiklein’nin 6 saat boyunca uygulamasinin CIITA ekspresyonunda kontrole gore 2.12
kat artisa neden oldugu belirlendi (Sekil 4.7). TMP-195’in tek basina uygulamasi CIITA
ekspresyonunda anlamli bir artisa neden olmadi fakat CUDC-907’un tek basina
uygulamasinin CIITA ekspresyonunu 2.22 kat artirdig1 gézlemlendi (Sekil 4.7). Fakat,
CUDC-907 ve TMP-195’in a-siniiklein ile birlikte uygulanmasi CITA’nin
ekspresyonun sirasiyla 4.47 ve 3.18 kat artmasina neden oldugu goriildii (Sekil 4.7).
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+ +

CUDC-907 TMP-195

Sekil 4.7. a-siniiklein, CUDC-907 ve TMP-195'in ayr1 olarak ve birlikte uygulanmasinin CIITA
ekspresyonu iizerine etkisi. (n=3, **p<0.01 kontrol *p<0.05 kontrol grubuyla karsilagtirildiginda,
###<0.001, #<0.05 a-siniiklein ile karsilastirildiginda, ++p<0.01 a-siniiklein+TMP-195 ile
karsilastirildiginda)
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5. TARTISMA

Calismamizin amaci, PH nin patolojisinden sorumlu oldugu diisiiniilen ndéronlar
icin toksik bir protein olan a-siniiklein uygulanan mikroglial hiicre kiiltiiriinde histon
deasetilaz inhibitdrleri olan CUDC-907 ve TMP-195’in antijen sunumu iizerindeki
etkilerini aragtirmaktir. Deney sonuglarimiz, 6 saat boyunca a-siniiklein’e maruz kalan
mikroglial hiicre kiiltiirinde MHC-II ve CIITA ekspresyonunun indiiklendigini
gostermektedir. Ayrica iki farkli grup histon deasetilaz enzimini inhibe eden CUDC-907
ve TMP-195’in, a-siniiklein uygulamasi ile artan MHC-II ve CIITA ekspresyonunu daha
cok artirdigin1 ve bu artisin CUDC-907’de daha oldugunu gostermektedir. CUDC-907
ve TMP-195’in bu etkisi patolojik formdaki a-siniiklein ile artan antijen sunumunun
histon asetilasyonunun artmasiyla daha belirginlesmesi dolayisiyla T hiicre cevabi
olusmasindan sorumlu MHC-II'nin artarak nérodejenerasyonun siddetlenmesi olarak
yorumlanabilir. Hipotetik olarak artan histon asetilasyonunun literatiirde bulunan
bilgilere paralel olarak antijen sunumunda rol oynayan gen (CIITA) ve proteinin (MHC-

IT) artmasiyla otoimmiin yanit olusmasina neden oldugu diisiintilebilir.

Ozellikle PH’de temel nedenlerden biri olarak kabul edilen a-siniiklein’in
otoimmiin cevabi olustururken prion-benzeri 6zelliklerinin oldugunun gosterilmesinin
ardindan o-siniiklein’e karst ortaya c¢ikan otoimmiinitenin baslangi¢ yerinin
arastirtlmasina ve bircok yeni hipotez ortaya atilmasina neden olmustur (Jiang, Li, Xu,
Gao, and Chen, 2018). Ozellikle daha 6nceden “immiin-ayricalikl’” olarak kabul edilen
santral sinir sisteminin periferal immiin hiicrelerle etkilesebildiginin ve bu etkilesimin
birgok norodejeneratif hastalikta rol oynadiginin gosterilmesinin ardindan periferal
immiinite ve santral etkilesimin 6nemi artmistir (Su and Federoff, 2014). a-siniiklein‘in
Parkinson hastalarinin periferik mononiikleer hiicrelerinde arttiginin ortaya ¢ikmasi ve
Parkinson hastalarindan alinan kanlarda CD4, CDS8 T-lenfositlerin sayilarinin artmis
olmas1 otoimmiin hipotez dogrultusunda yapilan arastirmalarin artmasina sebep
olmustur (Brochard et al., 2009). PH ile ilgili otoimmiin hipotez {izerine yapilan ilk
aragtirmalar 1978 yilinda Abramsky ve Litvin tarafindan yapilmis ve striatal dopamin
reseptorlerine karst olusan immiin cevabin hastalikla iligkili olabilecegi fikri ortaya
atilmistir (Abramsky and Litvin, 1978). Daha sonrasinda 1988 yilinda McGeer ve

arkadaglar1 post-mortem analizlerde mikroglialarin HLA-DR-pozitif oldugunu ve bu



mikroglialarin dopamin noéronlarin temel yapisini olusturan serbest melaninin
fagositozundan sorumlu oldugunu gostermislerdir (McGeer, Itagaki, Boyes, and
McGeer, 1988). 1994 yilinda Fiszer ve 2003 yilinda Lampe Parkinson hastalarindan
alinan kan orneklerinde MHC-II ekspresyonu gosteren monositlerin kontrol grubuna
kiyasla arttigin1 gostermistir (Fiszer, Mix, Fredrikson, Kostulas, and Link, 1994). Daha
sonra 2011 yilinda Nalls ve arkadaslar1 tarafindan yapilan genom ¢apl iligkilendirme
calismast HLA-DR veya HLA-DQ ekspresyonunun ve artmis MHC-II'nin PH igin risk
faktorli olabilecegini gostermistir (International Parkinson Disease Genomics et al.,
2011). Reynolds 2007, 2009 ve 2010 yillarinda yaptig1 ¢calismalarda, farelerde MPTP (1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) ile olusturulan deneysel Parkinson modelinde
Treg hiicrelerinin mikroglial fonksiyonu kontrol ederek serbest oksijen radikallerini ve
NF-kB aktivasyonunu baskiadigini bdylece mikroglial kontrolii sagladigini géstermistir
(Reynolds, Banerjee, Liu, Gendelman, and Mosley, 2007; Reynolds et al., 2010;
Reynolds, Stone, Mosley, and Gendelman, 2009) Artmis MHC ekspresyonu ile T
lenfosit cevabinin santral ve periferik ayriminin yapilmasiyla periferal T lenfositlerin ve
santral mikroglialarin anti ve pro-inflamatuvar cevapta farkli rol aldiklar1 gosterilmistir.
BV-2 hiicrelerinin oligomer ve monomer a-siniiklein’e kiyasla fibriler formu daha secici
fagosite ettigi gosterilmistir (Hoffmann et al., 2016). Mikroglial hiicrelerin agrege ve
fibril formdaki a-siniiklein’i direkt olarak internalize ederek MHC-II, iNOS, NF-xB ve
pro-inflamatuvar sitokin ve kemokinlerin salimimma neden oldugu daha onceki
caligmalarda gosterilmistir (Thome, Harms, Volpicelli-Daley, and Standaert, 2016).
Ayrica yapilan bu calismalarda BV-2 hiicre hattinin LPS ve a-sintiklein gibi patojen
etkenlere kars1 gosterdigi immiin aktivasyonun arastirilmasi i¢in kullanilabilecegi ifade
edilmistir (Henn et al., 2009). Bu nedenle biz de tez ¢aligmamizda fibriler formun

etkisini arastirmay1 tercih ettik.

Otoimmiin ve prion benzeri hipotezlerin ortak noktasi olan ve 6zellikle PH nin
olusmasinda rol oynadigi disiiniilen epigenetik etkiler hem bu hipotezlerin eksik
yanlarinin aydinlatilmasinda hem de yeni tedavi umutlar i¢in 6nemli hale gelmistir.
Giliniimiizde PH’nin olusmasinda risk faktorii olarak kabul edilen ¢evresel pestisit ve
kimyasal maruziyetin epigenetik modifikasyonlara sebep olmasi ve deneysel modellerde

bu ajanlarin a-siniiklein inkliizyonlarina neden olmasi bu hastalikta {i¢ farkli (otoimmiin-
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prion benzeri yayilim-epigenetik) mekanizmanin rol aldigini diisiindiirmektedir. Her ne
kadar histonlar metilasyon, fosforilasyon, asetilasyon, ubikutinasyon, sumolasyon,
nitrozilasyon gibi bir¢ok modifikasyona ugrasalar da mevcut bilgi ve arastirma
yontemleriyle metilasyon ve asetilasyon arastirmalar1 6n plana ¢ikmaktadir. Ozellikle
asetilasyon caligmalariyla ilgili bilgi birikiminin fazla olmasi ve giliniimiizde histon
deasetilasyon inhibitorlerinin klinikte ve klinik 6ncesi arastirmalarda kullaniliyor olmasi
bu ajanlarin etkilerinin arastirilabilmesini kolaylastirmaktadir. Bir¢ok deneysel ¢alisma
HDA inhibisyonunun immiin hiicre aktivasyonunu etkiledigi ve bu etkinin HDA
inhibitorlerinin noroprotektif etkisinden sorumlu olabilecegini diisindiirmuistiir. Fakat
HDAI (histon deasetilaz inhibitdrii)-bagimli immiinosiipresyonun temel mekanizmasinin
tam olarak aydinlatilmamis olmasi ve néroimmiin aktivitede bazen artis ve bazen de
azalmaya sebep olmasi daha spesifik arastirmalarin yapilmasina neden olmustur. Her ne
kadar 2007 yilinda Broide ve arkadaglari yaptigi ¢alismadan HDA izoformlarinin
astrosit veya mikroglialarda olmadigin1 iddia etse de daha sonra yapilan c¢aligmalarda
mikroglial hiicrelerin yasam dongiileri ve fonksiyonlar1 i¢in HDA izoformlarinin gerekli
oldugunu gostermistir (Broide et al., 2007; Datta et al., 2018). Bu ajanlardan vorinostat
ve aktif metaboliti ITF2357, histon asetilasyonunu sitotoksik etki gostermeden dramatik
olarak artirdigi bilinen bilesiklerden biridir (Dietz and Casaccia, 2010). Her iki
molekiiliin de glial hiicre kiiltiirlerinde LPS ile indiiklenen pro-inflamatuvar mediyator
ekspresyonunu azalttig1 ve ayni zamanda deksametazon ile indiiklenen immiinosupresif
yanit1 giiclendirdigi bilinmektedir. 2018 yilinda Ellmeier ve Seiser HDA1’lerinin sitokin
ekspresyon profilini degistirdigini ileri stirmiistlir (Ellmeier and Seiser, 2018). Ayrica
Harms ve arkadaglar1 2017 yilinda yaptig1 calismada monomerik ve kisa zincirli a-
siniiklein’in, fibril a-siniiklein zincirlerinden farkliliklarin1 mikroglialar {izerinde
aragtirmis ve o-siniiklein’in primer mikroglialarda MHC-II up-regiilasyonunu anlaml
bir sekilde indiikledigini DQ-ovalbumin kullanarak gdstermistir (Harms et al., 2017).
Ayni ¢aligmada, Parkinson hastalarinin beyin-omurilik sivisi ve serumlarinda bulunan
inflamatuvar mediyatorler ve kemokinleri incelemis ve o-siniiklein uygulanan
mikroglialarin interlokin-6 (IL-6), graniilosit koloni uyarici faktor (G-CSF) , interlokin-
la (IL-1a), interlokin-17 (IL-17), kemokin ligand-10 (CXCL10), kemokin ligand-1
(CXCL1), kemokin ligand-2 (CCL2), makrofaj inflamatuvar protein-1 (MIP-1),
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makrofaj inflamatuvar protein 1o (MIP-1a)), makrofaj inflamatuvar protein-2 (MIP-2) ve
timor nekroz faktor (TNF) saliverilmesinde anlamli artiga sebep oldugu gosterilerek
mikroglialarin bu mediyatorlerin saliverilmesi iizerine olan direkt etkisi ortaya

cikartlmistir (Harms et al., 2017).

PH’de MHC-II hipotezinin ag¢iklanmasinda genel olarak ii¢ fikir One
stiriilmektedir. 1) Mikroglialarin sayisinin artarak MHC-II ekspresyonunda ortaya ¢ikan
ve dolayisiyla olusan CD4 cevabindaki artis, 2) MHC-II eksprese eden periferal
mononiikleer hiicrelerin hastaligin baslamasini takiben santrale goglerinin artmasi 3)
Mikroglialarin MHC-II ekspresyonunu takiben pro-inflamatuvar karaktere biirtinerek
hiicre 6liimiinii ve apoptozunu etkileyen mediyatdrleri salivermesi. MHC-II’nin immiin
yanit i¢in 6nemli rol oynayarak T ve B lenfositlere antijen sunmasi otoimmiinite ile PH
arasindaki iliskisiyi giliglendirmektedir. Dolayisiyla hastaligin baglangi¢ safhalarinda
MHC-II yanitinin hiicre 6liimiiyle iliskisinin arastirilmasi bu hiicrelerin roliinii ve tedavi
alternatiflerini genisletmesi olasidir. Mikroglialardaki MHC-II molekiillerinin santral
sinir sistemi hastaliklarindaki rolii ve patolojik durumlardaki etkileri bir¢cok arastirmaci
tarafindan gosterilmigtir (Imamura et al., 2003). Mackenzie, MHC-II pozitif
mikroglialarin farkli beyin bolgelerinde bulunan Lewy cisimcikleriyle etkilestigini ve
genellikle dejenere noronlarda bu iligkinin korelasyonunu gostermistir (Mackenzie,
2000). Hiicre igerisinde MHC-II proteinlerinin endozomal veya lizozomal
kompartmanlara hareket ederek invariant zincir sayesinde lizozomal enzimlerle antijen
kazanarak bu antijenleri CD4 hiicrelerine sunmak iizerine hiicre membranina go¢ ettigi
bilinmektedir(Dani et al., 2004). Ancak, mikroglial hiicrelerin antijen yanittan sorumlu
MHC-II ekspresyonu ve bu ekspresyonla olusturulan cevabin oto-immiin, a-siniiklein ve
histon asetilasyonu iiggeninden nasil etkilendigine dair literatiirde bulunan bilgiler
kisithidir. a-sintiklein’in hiicre i¢ine girisi ve yayiliminda bir¢ok mekanizmanin rol aldigi
ileri siliriilmiistiir. Bu mekanizmalardan biri olan TLR2 reseptoriiniin patolojinin ve
yaytlmin varligi i¢in gerekliliginin aydinlatilmasi immiin cevap ile olan iligkinin
derinlemesine incelenmesine neden olmustur (Kim et al., 2013). TLR2 nin MHC-II ile
olabilecek olasi iligkileri incelenmis ancak a-sintiklein ile baglantis1 hakkindaki bilgiler
kisithdir. Ancak, glioma hiicrelerinde TLR2’nin indiiklenmesinin MHC-II'nin

ekspresyonundan sorumlu CIITA’y1 baskiladig1 gosterilmis ve bu mekanizmanin kanser
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hiicrelerinin immiin cevaptan kaginmak icin kullanildig1 6ne siiriilmiistiir. Ayrica ayni
calismada TLR2 aktivasyonunun MAPK/ERK1/2 sinyalini tetikleyerek CIITA
promotdrlerinde H3 asetilasyonunun azalmasina neden oldugu ileri siiriilmiistiir (J. Qian
et al.,, 2018). Her ne kadar bu fikir a-siniiklein sonrast TLR2 sinyal yolaginin
aktiflesmesiyle CIITA ekspresyonunda azalma hipotezini ortaya ¢ikarsa da o-
siniiklein’in yalnizca bazi oligomer konformasyonlarimin TLR2 i¢in ligand oldugu
diistiniilmistiir. Bu sayede o-siniiklein’in hiicre ¢ekirdeginde histon asetilaz gibi
davranarak CIITA’nin promotdr bolgesinde artirdigi asetilasyon sonucu ortaya ¢ikan

ekspresyon artigini agiklamaktadir.

Yaptigimiz bu caligmada ilk kez in vitro a-siniiklein ile indiiklenen BV-2
mikroglial hiicrelerin MHC-II ekspresyonunun histon asetilasyonundan nasil etkilendigi
arastirilmistir. Calismamiz sonucunda a-siniiklein ile ortaya ¢ikan MHC-II cevabinin
doz ve uygulama siiresiyle iliskili oldugu bulunmustur. MHC-II’nin a-sintiklein’in 125,
250 nM dozlarinda uygulanmasinda herhangi bir etki goriilmezken, 500 nM dozunda
ekspresyonu tespit edilmis ve bu etkinin en siddetli olarak altinci saatte oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenle MHC-II ekspresyonunun HDAi1’lerden nasil etkilendiginin
ortaya cikartilmasi i¢in alt1 saat uygulama takvimi tercih edilmistir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda a-siniiklein’in en potent etki siireleri farkli hiicre hatlar1 da dahil olmak

iizere 4-6 saat olarak gosterilmistir (Harms et al., 2013).

HAT veya HDA’lar ile olusturulan protein asetilasyonu dengesinin bozulmasi
gen ekspresyonu, otofaji ve hiicre oliimii gibi bircok hiicresel olayr etkilediginden
aslinda her iki enzim de PH nin patogeneziyle yakindan iligkilidir (Yakhine-Diop et al.,
2019). Dopaminerjik hiicrelerde norotoksinler, histon asetilasyon seviyelerini artirarak
apoptotik hiicre Olimiine neden olmaktadir. Fakat deneysel Parkinson modeli
olusturmada kullanilan paraquat ve rotenonun HDA’y1 azalttigi, dieldrinin ise HAT
aktivitesini artirdigi gosterilmistir (Feng et al.,, 2015; Song et al., 2010). In vivo
deneylerde ise parakuat ile indiiklenen deneysel Parkinson modelinde olusan o-
siniiklein’in histon hipoasetilasyonuna neden olmasi literatiir bilgisi ile bagdasmaktadir.
Kimyasallarla indiiklenen deneysel modellerle yapilan arastirmalardan ¢ikan ve

birbiriyle ¢elisen bu bilgilerden hareketle HDA ve HAT inhibitorlerinin sitoprotektif
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etkiler gosterebilecegi diisiiniilmektedir (Yakhine-Diop et al., 2019). Yakin zamanda
idiopatik (LRRK2) ve genetik (G2019S LRRK2) Parkinson hastalarinin
fibroblastlarinda yapilan aragtirmada asetilenmis protein seviyelerinin farkliliklar
gosterilmistir. Bu farkliliklarin yliksek molekiil agirlikli proteinlerde daha belirgin
olmasi idiopatik Parkinson hastalarinda hipoasetilasyonun varligini, genetik PH’de ise
hiperasetilasyonun varligimi isaret etmesi g¢eligkiyi giliclendirmistir. Yakhine-diop ve
arkadaglarinin 2018 yilinda yaptig1 ¢alismada HAT ve HDA’larn idiopatik PH’ye sahip
hiicrelerde hipoasetillenmis proteinlerin hasarli mitokondrilerin birikmesiyle olustugunu
varsaymiglardir  (Yakhine-Diop et al, 2019). HDA2, HDA3 ve HDA4’in
inhibisyonunun bu farkliliklarin 6niine gecerek PH modellerinde hiicre oliimiinii
azaltacag1 varsayilmaktadir. Datta ve arkadaslarinin 2018’de yaptigi caligmada ise
HDA1 ve HDA2’nin mikroglial fonksiyon iizerine olan etkilerinin arastirilmasinda
yapilan ¢calismada HDA1 ve HDA2’nin genetik olarak silinmesinin mikroglial amiloid
fagositozunu artirarak Alzheimer patolojisinde goriilen yiikii azalttigi gosterilmistir
(Datta et al., 2018). Ayrica HDA1/HDA2 selektif inhibitoriiniin MPTP ile olusturulan
Parkinson modelinde néroprotektif etkiler saglamast bu enzimlerin ndroproteksiyonda
etkisi olabilecegini gostermektedir (Park et al., 2016). Bunlara ek olarak mikroglial
HDA4’lin 6zellikle Parkinson hastalarinin beyin dokularindaki lewy cisimciklerinin
icerisinde bulunmasi, HDA4’lin potansiyel ila¢ hedefi olarak diisliniilmesine katki
saglamaktadir (Chuang, Leng, Marinova, Kim, and Chiu, 2009). HDA’lar icerisinde
inhibisyonuyla ndroprotektif etkilerin ortaya ¢iktig1 son tiye HDA6 dir (Simoes-Pires et
al., 2013). Valproik asitle HDA 6 inhibisyonu sonucu néroprotektif etkinin gosterilmis
olmas1t HDA 6 y1 olast bir ila¢g hedefi haline getirmektedir. Bizde tez calismamizda
birgok alt sinifa sahip HDA’lar1 iki deneysel farmakolojik ajan kullanarak arastirdik.
Histon hiper-asetilasyonunun kromatin gevsemesini saglayarak gen ekspresyonunu
artirmasi, pro-inflamatuvar mediyatorlerin  ekspresyonunun HDAi tarafindan
baskilanmasi ¢eligkili gibi goriinmektedir. Bu dogrultuda yapilan c¢alismalarda
HDAJ1’lerin hiicresel immiinosiipresan etkilerinin temel mekanizmalar1 arastirilmis ve
genis etkili bir translasyon inhibitérii olan siklohekzimid kullanarak anti-inflamatuvar ve
immiinosiipresan etkilerden translasyonel mekanizmalarin arastirilmas: gerektigini

gostermistir (Faraco et al., 2009). Yapilan c¢alismada kodlama o&zelligi olmayan
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RNA’larin bu etkilerden sorumlu olabilecegi diisiiniilmiis, fakat mir-146 (mikroRNA-a
ve b)’nin hem inflamasyon ajanlarindan hem de vorinostat uygulamasindan
etkilenmemesi bu hipotezi clirlitmiistiir. Bu fikirler dogrultusunda HDAi-bagiml
immiinosupresan etkilerin direkt transkripsiyon aktivasyonuyla ilgili oldugu hipotezini
giiclendirmektedir. Ayrica Villagra ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptigi calismada
HDAI11 izoformunun anti-inflamatuvar interlokin-10 (IL-10) ekspresyonunu regiile
ettigini ve antijen sunumuyla ilgili olan iligkisinin arastirilmas: gerektigi fikrini ortaya
koymustur (Villagra et al., 2009). Bu bilgiler HDA enzimlerinin alt siniflarinin selektif
inhibitorlerle incelenerek farkliliklariin ve Ozellikle immiinosupresan yanit gibi

sistemik cevaplarin mekanizmalarinin aydinlatilmasini kaginilmaz kilmaktadir.

Kullandigimiz CUDC-907 HDA 1,2,3,10 ve 11 alt siniflarina kars1 1.7, 1.8, 2.8,
5.0 ve 5.4 nM IC50 degerine sahip oldugu daha 6nceki calismalarda gdsterilmistir (C.
Qian et al., 2012). Ayrica diger alt siniflar1 arastirmak i¢in kullandigimiz TMP-195
HDA 4, 5, 7, 9 alt siniflarina kars1 IC50 degerlerinin sirastyla 15, 26, 59, 60 nM oldugu
bilinmektedir (Lobera et al., 2013). Calismamiz CUDC-907 ve TMP-195’in a-siniiklein
ile birlikte 6 saat uygulanmasindan sonra MHC-II ekspresyonunda artisa dolayisiyla
mikroglial hiicrelerin antijen sunum fonksiyonlarinin artmasina neden oldugu
goriilmiistiir. Buna ek olarak bu etkinin daha fazla HDA alt sinifina etki eden CUDC-
907°de daha olmasi bu alt smiflarin antijen sunumu ve immiin mekanizmalardaki
rollerinin etkileri hakkinda literatiirde bulunan bilgilerle uyusmaktadir. Bu bilgilerden
hareketle calismamiza uygulama siiresi ve dozunu belirledigimiz ajanlarin MHC-II'nin
genomik regiilatorii olarak kabul edilen CIITA {izerindeki etkisini arastirarak bu etkinin
transkripsiyon diizeyinde nasil degistigini aydinlatmaya c¢alistik. Elde ettigimiz sonuglar
histon asetilasyonunun farmakolojik ajanlarla artirllmasinin MHC-II ekspresyonunu
artirdigin1 gostermektedir. Histon asetilasyonunun artmasi sonucu ekspresyonda goriilen
bu artisin olast mekanizmasinin agiklanmasi i¢cin mevcut literatiir bilgilerinden hareketle
MHC-II"nin regiilatorii olan CIITA nin ekspresyon diizeyindeki degisiklige, dolayisiyla
MHC-II transkripsiyonel diizeyde histon asetilasyonundan etkilenip etkilenmedigini
ortaya c¢ikarmaya calistik. CITA yapisal ve indiiklenme sonrast MHC-II gen
ekspresyonunun ger¢eklesmesinde rol oynayan ve antijen sunumunda gerekli olarak

kabul edilen bir transkripsiyonel koaktivatordiir (Muhlethaler-Mottet, Di Berardino,
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Otten, and Mach, 1998; Steimle, Otten, Zufferey, and Mach, 1993). Bir¢ok hiicre tipinde
yapilan ¢alismalar CIITA’nin immiin etkenlerle MHC-II upregiilasyonu i¢in 6nem arz
ettigini gostermistir(Chang, Guerder, Hong, van Ewijk, and Flavell, 1996; Zhao et al.,
2007). In vivo ve in vitro olarak CIITA’ nin lentiviral shRNA’lar ile susturulmasinin
MHC-II ekspresyonunu anlamli derecede azalttigt daha Onceki calismalarda
gosterilmistir (Harms et al.,, 2013; Williams et al., 2018). CIITA’nin metilasyon
ozelliklerinin arastirilmasi sonrasinda bir metiltransferaz olan ko-aktivator iliskili metil
transferaz-1 (CARMI1)’in yapisal ve interferon-y kaynakli MHC-II ekspresyonu i¢in
gerekli oldugu fikrini giiclendirmektedir. MHC-II ekspresyonunun aktivasyonu bir¢ok
PH modelinde gosterilmistir (Williams et al., 2018). Ornegin hidroksidopamin (6-
OHDA) ve o-siniiklein’in fazla ekspresyonuyla olusturulan modellerde MHC-II
ekspresyonunun anlaml sekilde arttig1 gosterilmistir (Kim et al., 2013; Schneider et al.,
2019). Daha onceden yapilan ¢aligmalar a-siniiklein’in MHC-II aktivasyonunun dogal
ve adatif bagisiklik cevaplarinda ortaya c¢ikti§i ve terapotik bir hedef olarak
diisiiniilebilecegini gostermistir (Harms et al., 2013). TSA ile HDA inhibisyonunun
MHC-II gen transkripsiyonunu artirmasi1 fakat bu artis1 yaparken CIITA gen
promotoriiniin  dimerini ayrigtirirak ekspresyonunu azaltmasi, bu molekiilin HDA
smiflarinin pan-inhibitori 6zelliginde olmasi ortaya ¢ikan etkinin iki yonlii olabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica ekzojen HDA1 ve HDA2’nin baskilanmasiyla INF-y
(interferon-gama) ile indiiklenen MHC-II gen aktivasyonunu ve CIITA fonksiyonunun
azaltmasi ¢ift tarafli etki fikrini desteklemektedir. Calismamizda es zamanli PZR
reaksiyonuyla CIITA ekspresyonu arastirilmis ve a-siniiklein’in CIITA ekspresyonunu
iki kattan fazla artirdigi bulunmustur. Dolayisiyla bu bulgu ¢aligmamizda goriilen o-
siniiklein bagimli MHC-II ekspresyonundaki artigla uyusmaktadir. Ayrica CIITA’nin
bazal ekspresyon aktivitesinin oldugu bilinmekte oldugundan a-siniiklein uygulamadan
CUDC-907 ve TMP-195 uygulamasinin CIITA ekspresyonu iizerine etkisi arastirilmis
her iki ajanla da ekspresyon seviyesinin arttig1 fakat bu etkinin yalmizca CUDC-907’de
anlamli oldugu goriilmiistiir. Buna ek olarak CUDC-907 ve TMP-195’in a-siniiklein ile
uygulanmasimin CIITA ekspresyonunu anlamli olarak artirdigi goriilmiistiir. Bu artis
MHC-II ekspresyon sonuglarimizla uyusmakla birlikte, etkinin CUDC-907°de daha fazla
olmas1t MHC-II ekspresyon seviyesindeki CUDC-907’de goriilen TMP-195’e kiyasla
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fazla artis1 aciklamakta ve mekanizmasinin CITA kaynakli oldugunu ortaya

koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz sonucunda a-siniiklein uygulmasinin MHC-II ekspresyonunda artisa
neden oldugu ve bu artisin CUDC-907 ve TMP-195 ile CUDC-907’de daha siddetli
oldugu bulundu. Ayrica a-siniiklein’in CIITA ekspresyonunu anlamli sekilde arttirdigini
ve bu etkinin MHC-II ekspresyon sonuglarina paralel olarak CUDC-907 ve TMP-195 ile
CUDC-907°de daha siddetli olarak ortaya ¢iktig1 bulundu. Calismamiz sonucunda PH
patolojisinde rol oynadigi diisliniilen a-siniiklein’in santral sinir sisteminin birincil
savunma hiicreleri olarak kabul edilen mikroglialarin antijen sunumunu artirdigini ve bu
artisin transkripsiyonel diizeyden histon asetilasyonunun artirilmas: sonucu ortaya
ciktigin1 gosterdik. Bu dogrultuda bagisiklik sisteminde T hiicrelerine antijen
sunumunda primer rol oynayan MHC-II proteinin ve bu proteinin ana diizenleyicisi olan
CHTA’nmm ekspresyonunda a-siniiklein ve CUDC-907 ile TMP-195 gibi iki adet yeni
nesil histon deasetilaz inhibitorleriyle birlikte uygulanmasinin nasil degisikliklere yol

actigini analiz ettik.

Bu sayede a-siniiklein patolojik formuyla santral sinir sisteminin bagisiklik
hiicreleri arasinda iliskinin gosterilmesinin ve bu iliskinin histon asetilasyonu gibi
epigenetik bir etkenle degisiminin aydinlatilmas1 gelecek calismalara biiytlik bir bilgi
aktarimi saglayacaktir. lerleyen zamanlarda bu etkilesim sonucunda CIITA ve MHC-II
ekspresyonunun yani sira CITA’nin transkripsiyon bdlgelerinin ayrintili  olarak
incelenmesi ve alt {nitelerinde ortaya c¢ikabilecek farkliliklarin aydinlatilmasi
etyolojisinde epigenetik nedenlerin 6nemli bir kismini olusturdugu PH’de yeni tedavi
arayislarinin ve olas1 yeni ila¢ hedeflerinin gosterilmesinin oniinii agacaktir. Bu sayede
calisgmamiz ilerleyen zamanlarda o-siniiklein ile ortaya c¢ikan antijen sunumu ve
siiregelen patolojisinin arastirilmasina ve bu iliskinin epigenetik degisikliklerden nasil

etkilendiginin aydinlatilmasina onciiliik edecektir.
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