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OZET

Tunoglu, S. (2022). Parkinson Hastaligiyla iliskili Olabilecek Aday Genlerin
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD.
Doktora Tezi. Istanbul.

Parkinson Hastalig1 (PH), beynin substantia nigra bélgesindeki dopaminerjik néronlarin
kaybiyla diger norodejeneratif bozukluklardan ayrilan ve Alzheimer Hastalig1’yla birlikte
en sik goriilen ndrodejeneratif bir hastaliktir. Patolojik agidan degerlendirildiginde Lewy
cisimciginin bulunmasiyla karakterizedir. Tiim PH vakalar1 arasinda tek basina genetik
mutasyonlar sonucu PH goriilme sikhiginin ¢ok diisiik oldugu, hastalik gelisiminde
cevresel etkilerin de oOnemli Ol¢iide katki sagladigini giiniimiize kadar yapilan
caligmalarda  gosterilmistir.  Hastaliklara ~ bagli  molekiiler = mekanizmalarin
stirdiiriilebilmesi  i¢in gen ve protein ifadelerinin gerceklestirilmesi epigenetik
diizenlemeler yoluyla gerceklestirilmektedir. Norodejeneratif hastaliklarda, hastalik
gelisimi  ve patogenezinde epigenetik diizenlemelerin  rolii hala net olarak
anlasilamamustir. Bu ¢alismada, idiyopatik PH olgularinda epigenetik siireclerde rol alan
genlerden H3C1, H3C12, HDAC4, HDAC5, ANKRD11, ANKRD12, ITM2B ve
GABBRLY’in ekspresyon diizeylerini inceledik. Calismaya idiyopatik PH tanis1 alan 75
hasta ve 50 saglikli kontrol grubu dahil edilmistir. Hasta ve kontrol gruplarindan alinan
tam kandan PBMC elde edilip ardindan total RNA izolasyonu yapilmigtir. Hasta ve
kontrol gruplan karsilastirildiginda H3C1, H3C12, ITM2B’nin yiiksek ekspresyonu,
ANKRD11, HDAC4, HDACS ve GABBRY’in diisiik ekspresyonu gozlenmistir (p<0,05).
Sonuglar degerlendirildiginde, hastalik durumunda epigenetik mekanizmalardan birisi
olan histon regiilasyonuyla PH arasinda bir iligki oldugu goériilmektedir.

Anahtar Kelimeler: parkinson hastaligi, nérodejeneratif, epigenetik, histon regiilasyonu,
histon deasetilazlar.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 36942
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ABSTRACT

Tunoglu, S. (2022). Investigation of Candidate Genes That May Be Related to Parkinson's
Disease. Istanbul University, Institute of Health Science, Molecular Medicine. Phd
Thesis. Istanbul.

Parkinson's Disease (PD) is a neurological disease that is differed from other
neurodegenerative disorders by the loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra
region of the brain, and is the most common neurodegenerative disease as well as
Alzheimer's Disease. PD is characterized by the presence of Lewy bodies when evaluated
pathologically. Recent studies showed that the incidence of PH development as a result
of genetic mutations alone is very low among all PD cases, and that environmental effects
contribute significantly to the disease progression. The molecular mechanisms of diseases
are associated with the maintenance of gene and protein expressions as a result of
epigenetic regulations. The role of these regulations in the development and pathogenesis
of neurodegenerative diseases is still not clearly understood. In our study, we examined
the expression levels of H3C1, H3C12, HDAC4, HDAC5, ANKRD11, ANKRD12,
ITM2B and GABBR1, which are genes involved in epigenetic processes in patients with
idiopathic PD. Seventy five patients diagnosed with idiopathic PD and 50 healthy controls
were included in the study. Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC) was obtained
from whole blood taken from the patient and control groups, and then total RNA was
isolated from PBMC. According to the comparison of the patient and control groups were
compared, the expression of H3C1, H3C12, ITM2B was high, and the expression of
ANKRD11, HDAC4, HDAC5 and GABBR1 was low (p<0.05). As a conclusion, we
propose that histone regulation is one of the epigenetic mechanisms which related with
the presence of PD.

Key Words: parkinson's disease, neurodegenerative, epigenetics, histone regulation,
histone deacetylases.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
36942



1. GIRIS VE AMAC

Parkinson Hastaligi (PH), 1800’1 yillarin basinda motor ve motor olmayan
semptomlara gore degerlendirilen bir sendrom olarak tanimlanmustir. Sonraki yillarda ise
davranigsal bozukluklar, duygudurum degisiklikleri gibi non-motor bozukluklarin da
hastalarda yaygin oldugu kesfedilmistir. Genel popiilasyonda PH siklig1 %1 civarinda
iken 60 yasin lizerinde bu oran artmaktadir. Risk faktorleri arasinda yaslanma énemli bir
faktor olsa da tiim yaslh popiilasyonu goz oniinde bulundurursak yasli popiilasyonda
diisiik insidansa sahiptir (Tysnes ve ark. 2017).

PH’de motor semptomlarin goriilebilmesi Substantia Nigra (SN)’daki
dopaminerjik ndronlarin en az yarisinin kaybolmasiyla miimkiin olmaktadir. PH ile
karakterize olan Lewy cisimcikleri bu asamadan sonra goriilmektedir. Lewy cisimsikleri,
monomer yapidaki a-siniikleinlerin (SNCA) bir araya gelerek ¢oklu konformasyonu olan
B-yaprak formunu olusturmasiyla birlikte meydana gelen fibrillerdir. Lewy cisimlerinin
PH patolojisinde kesfi ve ana etken olan SNCA mutasyonlarinin bulunmasiyla birlikte
PH’daki molekiiler mekanizmalara dair ¢alismalar artmistir. PH olgularinin %10 kadari
ailesel kalitimli otozomal dominant (OD) gegislidir. LRRK2 genindeki mutasyonlar, OD
kalitimli olgularda en ¢ok goriilenlerdendir. PARK2 geni ise PH’yle iliskili mutasyonlari
bulunduran ve otozomal resesif (OR) ge¢isli kalitilan en uzun genlerden biridir (Jankovic
ve ark. 2020). Giiniimiizde PARK2 geniyle ilgili birden fazla tipte ekzon mutasyonlari
tanimlanmis olup klinik olarak Lewy cisimcisinden yoksun bir patolojik tablo
goriilebilmektedir. Bu genlerdeki mutasyonlar gibi daha bircok gende PH iligkili
mutasyon goriilebilmektedir. Ancak tek gendeki mutasyona bagli goriilen PH orani ¢ok
diisiik seviyededir. Bu durum bizlere yalnizca genetik mutasyonlarin degil, hiicrede gen
dizilimi disinda siireclerin de hastalikla iligkili olabilecegini diistindiirmektedir.
Epigenetik olarak adlandirilan bu siiregler, genlerin ifade edilmesi ve protein
diizeylerindeki  farkliliklarin  ortaya ¢iktigt mekanizmalardir.  Mitokondrideki
bozukluklar, proteinlerin katlanmalariyla ilgili hatalar, ndronlarin inflamatuvar durumlari
ve oksidatif stres gibi epigenetikle iliskili birgok diire¢ PH patofizyolojisinde 6nemli yer
almaktadir (Antony ve ark. 2013). Bu sebepledir ki idiyopatik PH patogenezi yalnizca
genetik faktorlere degil aym1 zamanda epigenetik mekanizmalara da bagh olarak

gelismektedir.



Norodejeneratif hastaliklarda genetik etkenler haricinde gevresel etkenlerin etkisi
biiyiiktiir. Temel olarak kalitsal durumlar ve mutasyonlardan bagimsiz ortaya g¢ikan
idiyopatik PH’de mitokondrideki defektler ve yani sira artmis reaktif oksijen tiirleri,
bunun sonucunda olusan oksidatif stres noron hiicrelerindeki o©lim kaskadini
baslatmaktadir. Cevresel olarak maruz kalinan ve viicudumuzdaki orani dengesizce artan
demir ve kalsiyum iyonlari, mikroglia hiicrelerinin sayisinin anormal artisiyla beraber
inflamasyonun gergeklesmesi, bazi reseptorlerdeki asir1 uyarilma vb Siiregler geri
doniilemez noronal kayiplarini baslatarak PH’nin patogenezinin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (Badanjak ve ark. 2021; Thomas ve ark. 2021). Enerji {iretim birimi olan
mitokondride hiicrenin sagkalim ve 6lim siiregleri, kalsiyum metabolizmasi vb gibi
olaylar kontrol edilmektedir. Son yillarda mitokondri tizerine yogunlasilan ¢alismalarda
PH olgularinda mitokondriyal DNA homeostazinin bozuldugu ve buna bagli olarak
dopamin iligkili ndronlarin 6liimiiniin gergeklestigi gosterilmistir. Ayni zamanda ubikutin
proteozom sistemi (UPS) bozukluklari, asirt mikroglial aktivasyon ve oksidatif stres PH
olgularinda tespit edilmistir. Insan ve deney hayvanlarindan elde edilen 6liim sonrasi
beyin kesitleri, beyin omurilik sivis1 ve kan gibi materyallerle yapilan DNA/RNA sekansi
ve transkriptom, kiitle spektrometrisi gibi yontemlerle multidisipliner yaklagimlar

sonucunda epigenetik faktorlerin etkileri gosterilmistir (Kawahata ve ark. 2020).

Epigenetik mekanizmalar, gen ekspresyonlarinin aktif olarak diizenlenmesinde
rol oynayan Onemli kontrol mekanizmalarindandir. Gen ekspresyon siirecinde de
histonlar asetilasyon ve metilasyon ile modifiye edilerek kromatin yapilar
diizenlenmektedir. Yapilan bazi ¢alismalar gostermektedir ki 6liim sonrasindaki PH
olgularina ait beyin Kkesitlerinde dopaminerjik noronlardaki histon asetilasyon
seviyelerinin saglikli bireylere gore yiiksek oldugu tespit edilmistir (Pavlou ve ark. 2017).
Karaaslan ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada da PH vakalar1 ve saglikli kontrollerden
elde edilen PBMC’ler mikroarray yontemiyle kiyasladiklarinda epigenetik mekanizmalar
dahil olmak iizere farkli sinyalizasyon yolaklarinda artan ve azalan gen ekspresyonlari

tespit edilmistir (Karaaslan ve ark. 2021).

Sonug olarak, bu arasgtirmalardan yola ¢ikarak calismamizda PH varliginda
ozellikle epigenetik mekanizmalardan histon astilasyonuyla iliskili genlerin ekspresyon

diizeyinde karsilastirilmasini amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Parkinson Hastalhig

Parkinson Hastaligi (PH), ilk olarak 1817’de motor ve motor olmayan bazi
semptomlarla karakterize olan bir sendrom olarak degerlendirilmistir. James
Parkinson’un ortaya c¢ikardigi bu semptomlar; postiirde 6ne egilme, kinezi, tremor,
yiiriirken ayaklarin yere siiriinmesi seklinde siralanabilir (Parkinson 1817; Wirdefelt ve
ark. 2011). Ayrica gozlemledigi hastalardaki bu semptomlar1 bir kitapta birlestirmistir.
Sonraki yillarda ise kaslarda sertlik olarak nitelendirilen rijidite ve duyulardaki degisikler
de bu semptomlar arasina eklenerek Parkinson adiyla yeniden tanimlama yapilmistir
(Charcot ve Vulpian 1862). PH’nin tanimlanmasindan sonraki yillarda motor
bozukluklarin yani sira davranissal bozukluklar, duygudurumda degisiklik gibi non-

motor bozukluklarin da hastalarda yaygin oldugu kesfedilmistir (Duvasion 1937).

Ileri yaslarda PH prevelansi artmakta ve her iki cinsiyette de goriilmektedir. 60
yas lizerinde goriilme siklig1 %1 civarinda iken genel popiilasyonda %1-2 arasindadir.
Genel popiilasyon degerlendirildiginde “Erken Baglangigh Parkinson Hastalig1” olarak
tanimlanan 40 yas altinda goriilen ve “Juvenil Parkinsonizm” olarak tanimlanan 20 yas
altinda goriilen formlart mevcuttur (Poewe ve ark. 2017; Tysnes ve Storstein 2017). Bu
degerlendirmeler 151ginda yaslanmanin PH goriilme sikligini artirdigini anlagilmistir.
Yaslanma onemli bir risk faktorii olsa da yash popiilasyonu degerlendirildiginde PH
goriilme orami diisiiktiir. Bu sebeple PH patolojisi genetik ve c¢evresel faktorlere
baglanmistir. Ancak, glinlimiizde hala PH nedeni olan genetik ve gevresel faktorler net
olarak agiklanamamus ve Idiyopatik Parkinson Hastalig1 olarak literatiirde yer almaktadir

(Mou ve ark. 2020).

2.1.1. PH Tam Kriterleri

Gilinimiizde PH, “International Parkinson’s Disease and Movement Disorder
Society” ve “Birlesik Krallik Parkinson Hastaligi Dernegi Beyin Bankasi” Kriterlerine
gore degerlendirilmekte ve teshis edilmektedir (Postuma ve ark. 2015; Lubomski ve ark.
2021). Hoehn-Yahr Skalasi ise PH’y1 evrelemede basvurulan bir 6lgek olup bulgu
olmadig1 durumlar1 “0”, ileri saftha yataga baglilik “5” olacak sekilde evrelemistir.
Tremor, bradikinezi gibi semptomlar baglica degerlendirilirken goriintiileme ile elde

edilen striatal dopamin diizeylerindeki farkliliklar da degerlendirmeye alinmaktadir.



Duygu ve diisiincelerin ifadesinde sikinti, yavas ve sakin tonda konusma muayenede
karsilagilan ilk semptomlardir. Bunlar gibi motor olmayan semptomlarin yanisira motor
semptomlar ise Substantia Nigra (SN)’daki dopaminerjik olan noronlarin yaklasik
yarisinin kaybi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Kulisevsky ve ark. 2013; Yu ve ark. 2018;
Bae ve ark. 2021). Lewy cisimcikleri de (Sekil 2-1) néronal kayip yasanmasinin ardindan
goriilmektedir. PH ileri evrelerde semptomatik dopaminerjik terapiler etkili olsa néronal

kayb1 engellemede yetersizligi goriilmektedir (Noyce ve ark. 2017).

LeWwy cisimcigi X
“ ‘ ~7 )‘ ” .
a _ -

Sekil 2-1: Parkinson Hastaligi’nin histopatolojik bulgularindan biri olan Lewy
cisimciginin, beyin kesitinde mikroskop altindaki goriiniisii (Leung ve Mok
2005).

2.1.2. PH Etiyolojisi

Norodejeneratif bozukluklar arasinda Alzheimer Hastaligi (AH)’ndan sonra en
yaygin olan PH’nin hem ¢evresel hem de genetik faktorlerin birlikte neden oldugu bir
hastalik oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya ¢ikmistir. Tek gen mutasyonu olan hastalar
toplam popiilasyonda diisiik oranda bulunmaktadir. DNA dizilerindeki c¢esitlilik,
oksidatif streste artis, mitokondriyal defektler, noéronal inflamasyon, protein
katlanmasindaki bozukluklar vb gibi epigenetik bir¢ok etken idiyopatik PH’de
olusumunda yer almaktadir (Kietzmann ve ark. 2017; Longhe 2020).



2.1.2.1. Genetik Faktorler
PH’nin yaklasik gecisli

mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Day ve Mullin 2021). Polymeropoulos ve ark.

%10u otozomal dominant ailesel kalitilan
tarafindan Lewy cisimlerinin kesfedilmesi ve temel bilesen olan a-siniiklein’deki
mutasyonlarin tespit edilmesiyle PH’deki genetik c¢alismalar hiz  kazanmistir
(Polymeropoulos ve ark. 1997).
LRRK2, VPS35 lokuslari sirasiyla PARKI/PARK4, PARKS8 ve PARKI17 spesifik
bolgeleri olarak tanimlanmis ve otozomal dominant kalitimdan sorumludur. Parkin,

PINK1, DJ1, ATP13A2 lokuslar ise sirasiyla PARK2, PARK6, PARK7 VE PARK9

Tablo 2-1’de gosterildigi iizere giiniimiizde SNCA,

olarak tanimlanmis ve otozomal resesif kalittmdan sorumludur.

Tablo 2-1: Parkinson Hastaligi ile ilgili gen lokuslar: (Klein ve ark. 2012).

Lokus Sembol Kalitim Gen Tanmimlanma Metodu
4921-22 PARK1 Otozomal Dominant SNCA Baglant1 analizi
6025.2-927 PARK2 Otozomal Resesif Parkin Baglanti analizi
2p13 PARK3 Otozomal Dominant Tanimlanmamig Baglant1 analizi
4921923 PARKA4 Otozomal Dominant SNCA Baglant1 analizi
4p13 PARKS5 Otozomal Dominant UCHL1 Fonksiyonel aday gen
yaklagimi
1p35-p36 PARKG6 Otozomal Resesif PINK1 Baglanti analizi
1p36 PARKY Otozomal Resesif DJ-1 Baglanti analizi
12912 PARKS Otozomal Dominant LRRK2 Baglanti analizi
1p36 PARKS9 Otozomal Resesif ATP13A2 Baglanti analizi
1p32 PARK10  Risk faktorii Tanimlanmamis Baglant1 Analizi
2036-27 PARK11  Otozomal Dominant Tammlanmamus; Baglant1 Analizi
(GIGYF2 geni degil)
Xq21-925 PARK12  Risk Faktorii Tanimlanmamis Baglant1 Analizi
2p12 PARK13  Otozomal Dominant HTRA2 Aday Gen Yaklasimi
veya Risk Faktorii
22q13.1 PARK14  Otozomal Resesif PLA2G6 Baglant1 analizi
(Homozigotluk
Haritalama)
22q12—q13 PARK15  Otozomal Resesif FBX07 Baglanti analizi
1932 PARK16  Risk Faktori Tanimlanmamis GWAS
16911.2 PARK17  Otozomal Dominant VPS35 Ekzom Sekanslama
3027.1 PARK18  Otozomal Dominant EIF4G1 Baglanti analizi

SNCA, o-siniiklein expresyonunu saglayan gen olup kopya sayisindaki

farkliliklar, frontal kortekste bolgesinde mRNA ve kandaki protein ifadesinin artmasina

neden olur. Genellikle nokta mutasyon, lokus/bolge multiplikasyonu, triplikasyon ve



duplikasyon seklinde meydana gelen mutasyonlar goriilmektedir. Lewy cisimsikleri, a-
siniikleinin monomer haldeki a¢ik konformasyonunun B-yaprak formundaki oligomer
yapilarina doniiserek ardindan amiloid benzeri yapida olusturdugu fibrillere verilen

isimdir (Mokretar ve ark. 2018; Bisi ve ark. 2021).

LRRK?2, otozomal dominant olarak ailesel kalitimda mutasyonlari en sik goriilen
genlerden biridir. Ailesel gecisli hastaliklarin %4’tinde goriilen mutasyonlar gliyoz ile
karakterizedir (Kalia ve ark. 2015). LRRK2 proteini mitokondri dis zarinda yerlesen bir
protein olup mutasyon kaynakli mitokondri yapisinin bozulmasma ve sonucunda

norotoksisitesine neden olmaktadir (Mortiboys ve ark. 2010; Trudler ve ark. 2015).

Otozomal resesif gecisli ailesel kalitilan ve en uzun genlerden biri olan PARK?2
geninde Idiyopatik PH’yla ilgili mutasyonlar tanimlanmustir. Juvenil tip PH’de PARK2
mutasyonlart sik goriilmektedir. Gilinlimiizde PARK2 geninde SNP, delesyon ve
duplikasyon olmak tizere 800’den fazla ekzon mutasyonu tanimlanmistir. PARK2
mutasyonlar1 klinik bulgularda Lewy cisimcigi bulunmamasiyla iliskilendirilmistir.
PARK?2 protein bozukluklarinin néron sitotoksisitesine zemin hazirladigi tespit edilmistir

(Shulman ve ark. 2011; Aasly 2020).

PINK1 geni, protein kinaz aktivitesi gosteren bir proteini kodlamakta ve PH
olusumunda etkili olan ikinci siklikta goriilen mutasyonlar1 igermektedir. PINKI
mutasyonlart nonsense ve missense olarak diger PARK genlerinden farklilik
gostermektedir (Vizziello ve ark. 2021). Mitokondriyal yapinin siirdiiriilmesinde Parkin
ile birlikte rol alan PINK1’in noéronlarda koruyucu etkisi ve anti-oksidan islevi oldugu
goriilmistiir (Chu 2010).

DJ-1 genindeki mutasyonlar PH olusumunda nadir gériilmektedir. Mustasyonlar
nedeniyle dogru katlanamayan ve hizla yikima ugrayan DJ-1 proteini, yoklugunda
dopaminerjik néronlarda bozukluklarin oldugu bir proteindir. Bu baglamda da DJ-1’in
noronlar {izerinde koruyucu etkiye sahip oldugu ve oksidatif stres olusumunda etkili

oldugu gosterilmistir (Singh ve ark. 2020).

ATP13A2, lizozomal membranda bulunan ATPaz aktivitesi olan bir
transmembran proteindir. PH olusumunda ATP13A2’deki mutasyonlar dolayli olarak

etkilidir (Navarro-Romero ve ark. 2020).



PLA2G6 ve FBOX7 genleri de erken donem PH’de etkili oldugu tespit edilen ve
farkli etnik kokenlerde de goriilen mutasyonlara sahiptir Gua ve ark. 2018; Shen ve ark.
2019).

2.1.2.2. Cevresel Faktorler

Norodejeneratif hastaliklarin cogunda genetik faktorlerin yanisira g¢evresel
faktorlerin de etkisi azimsanamayacak kadar ¢oktur. Yapilan calismalar sonucunda
norodejenerasyon kaynakli hastalik olusumu ve hastaligin seyri yalnizca genetik
faktorlerle agiklanamadigindan, tiim bu c¢alismalar ¢evresel faktorleri de 6n plana
¢ikarmistir. PH’nin %85-90"1n yalnizca ailesel kalitimla, genetik gegisle agiklanamamasi,
cevresel faktorlerin daha yakindan incelenmesi gerekliligini ortaya koymustur. Tarimsal
alanlarda siklikla karsilasilan paraquat gibi ajanlara maruz birakilan SNCA transgenik
farelerle yapilan ¢aligmalar, bu ilaglarin PH’nin siddetli seyretmesine neden oldugunu
gostermistir. Ayrica bu ilaglara maruz kalan SNCA mutasyonlu bireylerde PH goriilme
yasinin disiik oldugu gézlenmistir (Kieburtz ve ark. 2013; Goldman ve ark. 2014).
Demir, kursun gibi agir metal grubu elementleri de SN’de birikip néronal hasara yol
agmaktadir. Ornegin kursun, dopaminin 6nemli 6l¢iide daha az salgilanmasma ve
reseptorlerdeki azalmis hassasiyete neden olmaktadir. Hiicrenin antioksidan kapasitesini
diisiiriip a-siniiklenin birikimine neden olmaktadir. Vakalar degerlendirildiginde kursun
maruziyeti ve kemik Ol¢iimleri arasindaki iliskiden yola ¢ikarak PH riskinin kursunla
birlikte arttigi gosterilmistir. Demir ve manganez ile PH arasinda dogrudan bir iligki
bulunmasa da parkinsonizm belirtileri goriilen hastalardan ve 6liim sonrasi ¢alismalardan
elde edilen bilgilerle dolayli olarak iligkili oldugu sdylenebilmektedir. Bazi in vitro
caligmalarda ise noroblastoma hiicrelerinde demir dozuna ve uygulama siiresine bagl
olarak siniiklein birikimindeki oranin arttig1 gosterilmistir (Li ve ark. 2010; Chin-Chan
ve ark. 2015).

Kadinlarda 6strojenin koruyucu etkisinden 6&tiirii PH goriilme orani erkeklerde
kadinlara gore daha fazladir Meslek farkliliklari, X kromozomoundaki resesif hassasiyet
lokuslar1, kafa/bas bolgelerinde travma yasanma olasiligindan otiirii ise erkeklerde

kadinlara oranlara PH riskinin daha fazla oldugu goriilmektedir (\Vegeto ve ark. 2020).

Oksidatif stresle yeteri kadar baga ¢ikilamamasi, enerji metabolizmasinda goérevli
genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisiklik ve dopaminerjik ndronlarin zaman

gectikce azalmast ve hasara ugramast gibi sonuglart olan yaslanmanin



norodejenerasyonda ve buna bagli hastaliklarin olusumunda 6nemli rol oynadigi
goriilmustiir (Wood-Kaczmar ve ark. 2006; Lev ve ark. 2012). PH goriilme oraninin da
60 yastan 85 yas tlizerine ¢ikildiginda 5 katina ulastig1 goriilmiistiir. Yasla bagdastirilmig
olsa da 60 yas Oncesindeki goriilme oranlari, PH’de etkenin yalnizca yas olmadigim

gostermektedir (Reeve ve ark. 2014).

2.1.3. PH Patogenezi

SN’deki dopaminerjik ndronlarin kaybina neden olan birgok mekanizma
kesfedilmistir. Bu kayip siirecinde ise ana etken olarak oksidatif stres olusumu tizerinde
durulmustur. Temelde genetik gecisten bagimsiz olarak gelisen idiyopatik PH’de
mitokondriyal bozukluk ve bununla beraber reaktif oksijen tiirlerindeki artisin sonucu
olarak gelisen oksidatif stres olusumu ndronlarin geri dondiiriilemeyen oliim siirecini
baslattig1 goriilmistiir (Gencer M ve ark. 2011). Demir ve kalsiyum iyonlarindaki artis,
mikroglial aktivasyonun asirt artmasiyla birlikte inflamatuvar yanitin tetiklenmesi, asiri
uyarilan glutamat reseptorleri gibi siiregler degerlendirildiginde PH patogenezindeki
temel mekanizma oksidatif stresle birlikte ndéron kayiplarimin geri doniilemez hale
geldigini desteklemektedir (Sekil 2-2) (Biorender.com’da diizenlenmistir.). (Schapira ve
Jenner 2011; Nufiez ve ark. 2012).

(Gen mutasyonlarl)\
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Sekil 2-2: Dopaminerjik noron éliimiinde etkili olan mekanizmalar (Dias ve ark. 2013)



2.1.3.1. Mitokondriyal Bozukluklar

Enerji kaynagi ve iiretim yeri olarak mitokondride, kalsiyum metabolizmasi,
hiicresel 6liimiin kontrol edilmesi gibi birgok aktivite ger¢eklesmektedir. PH’de
mitokondrideki bozukluklarin 6nemli bir etkisi olduguna dair bir¢ok arastirma yapilmigtir
(Moon ve ark. 2015; Hu ve ark. 2016). 1-metil-4-fenil-1, 2, 5, 6-tetrahidropiridin (MPTP)
isimli uyusturucu maddeyi kullanan kisilerde, 1983 senesinde, PH semptomlarinin
goriildiigii kesfedilmis ve MPTP ile primatlar {izerinde yapilan ¢alismada norotoksik etki
gosterilmistir (Langston ve ark. 1983; Kolata ve ark. 1983), PH’li bireyle yapilan
calismalar da mitokondriyal disfonksiyonun hastalikla iliskisini dogrular niteliktedir.
Hasta bireylerin SN’lerinde mitokondrideki kompleks I’in bariz bir sekilde aktivitesinde
azalma oldugu, mitokondriyal DNA’nin (MmtDNA) yiiksek oranda kayboldugu
gosterilmistir (Chen ve ark. 2019). Mitokondrideki bozukluklarla birlikte reaktif oksijen
tirleri (ROS) iretiminin asir1 diizeylere ulagsmasi, adenin trifosfatin (ATP) hizla
tiketilmesi, kaspaz aktivitelerindeki bozukluk ve salinim, kompleks I ve III’iin hasar
gormesi, elektron tagima zincirinin defekti gibi hiicresel Olimii tetikleyen sonuglar
goriilmektedir. Artan oksidatif stresle birlikte protein katlanma mekanizmalarinda,
ubiquitin-proteazomal sistemi (UPS) ve saperonlar gibi bir¢cok protein aktivitesinde
degisimler ve bunlara bagl olarak da proteinlerin yanlis katlanmalar1 sonucu birikmesi
gerceklesmektedir. Tiim bunlarin 1s51¢inda dopaminerjik néronlarin 6liimii de PH’de
patolojik bir siire¢ olarak mitokondriyal disfonksiyonla iliskilendirilmistir (Exner ve ark.
2012). mtDNA homeostazinin PH’li bireylerde bozuldugu ve dopaminerjik néronlarin
kaybiyla sonlanan bir siire¢ oldugu i¢cin PH patogenezinin temel o6zelligi oldugu
degerlendirilmektedir (Dickson ve ark. 2012). Mitokondriyal bozukluk sonucu
mitokondrinin yikimi otofajik mekanizmalarla gerceklesmektedir. Mitofaji denilen bu
slirecte mitokondri sayisi ve kalitesi siirdiiriilmektedir. PH’de ise mitofajinin proteinik
etkilesimler sonucu indiiklenerek normal olmayan bir siiregle mitokondri kaybina neden

oldugu ortaya konulmustur (Burchell ve ark. 2013).

2.1.3.2. Proteozom Sitemi ve PH Tliskisi

Protein degredasyonunda en 6nemli yolaklardan birisi de Ubikutin-proteozom
sistemidir (UPS). Yanlis katlanan veya bozulmus yapidaki proteinler, normalde hiicrede
protozom sistemi tarafindan degrede edilirler. Okside olan veya mutasyona ugrayan

protein yapilarinin ¢ok olmasi degrede edilememesine ve sonug olarak birikime neden
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olurken, proteozom sistemindeki fonksiyon kaybi da proteinlerin degrede edilemeyip
birikmesine neden olur. Norodenejeratif hastaliklarda da protein  birikimleri

gozlenmektedir (Sekil 2-3). (Biorender.com’da diizenlenmistir.).

Ubikutin aktive edici enzim
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(UCHL1 mutasyonu ailesel
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ailesel PH'ye neden olur.)
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Sekil 2-3: Ubikutin proteozom sistemi (UPS) ve PH iliskisi (McNaught ve ark. 2001).

UPS ile degrede edilecek protein yapilar1 76 aminoasitlik ubikitin proteiniyle
isaretlenmektedir. E1 enzimiyle normalde inaktif haldeki ubikitin aktive edilir, konjuge
edici enzim olan E2’ye aktarilir ve ubikitin spesifik bir ligaz enzimi olan E3 ise E2 enzim
yapisini bozarak ilgili proteinin ubikitinle isaretlenme siireci tamamlanmis olur. ilgili
protein artik isaretlendigi i¢in proteozom kompleksleri tarafindan taninarak parcalanir
(Nakamura ve ark. 2009). a sintiklein gibi proteinlerin degredasyonu i¢in UPS 6nemli bir
sistemdir ve UPS’nin bozuk oldugu durumlarda mutant o siniikleinler kiimeleserek
birikirler. Boylece hiicre 6liimiiyle sonlanan siirece girilmis olur (Reiser ver ark. 2013).
PH’li bireylerin o6liim sonrasi beyinlerinin SN bolgelerinde Lewy cisimcikleri
incelendiginde ubikutin pozitif immiin boyama yapilmistir. Bu bulgulara gore degrede

olacak proteinler ubikit ile isaretlenmis ancak proteozom sistem tarafindan degrede
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edilememistir. Boylece PH ile UPS arasinda dogrudan iliski oldugu kesfedilmistir
(Akbayir ve ark. 2017). Parkin proteini, o siniiklein ile dogru olarak etkilesim
gostermezse hiicrelerin apoptoza gitmesine neden olur. Ayrica siklin-E proteininin de
Parkin proteinin bir substrati olarak noronlarin saglikli kalmasinda 6nemli rolii vardir.
Parkin iligkili PH’li bireylerin mezensefalonlarinda artan siklin-E diizeyleri goriilmiistiir.
Yalnizca mutant proteinlerin ubikutinlenmesi degil ayn1 zamanda mutant UCHL1 genine
sahip dopaminerjik noronlarda da ubikutin pozitif formlarin olusumu ve mutant
olmamasina ragmen agrege olmus o siniikleinlerin olugsmasina neden olur. PH
mutasyonlart ayni1 zamanda ubikitinasyon enzimlerinin fonksiyonunu yitirmesine neden

olabilmektedir (Xiong ve ark. 2009; Zucchelli ve ark. 2010, Bekris ve ark. 2010).

2.1.3.3. Oksidatif Stres ve PH Tliskisi

Oksidatif stresin artmas1 PH’de gozlenen patolojik siireclerden birisidir. Beyin
dokular1 incelenen PH vakalarinda oksidatif farkliliklar gozlemlenmistir. Reaktif oksijen
tiirleri ve serbest radikallerin olusumu ve yikimi olagan bir denge igerisinde gerceklestigi
siirece yasamsal faaliyetlerde sikintilar goriilmez. Serbest radikallerin olusumundaki
artigla beraber oksidatif stres denilen tablo ortaya ¢ikmaktadir (Halliwell ve ark. 2007;
Dias ve ark. 2013).

Beyin, ROS’lara duyarli bir yapiya sahiptir. Antioksidanlarin ROS tiirlerini
uzaklastirilmasinda 6nemli rolleri vardir ve organizmada koruyucu etkileri bulunur.
Beynin oksidatif stresten korunmasinda yardimci olan yap1 glutatyondur (GSH). Beynin
SN bolgesindeki dopamin deaminasyonu ve otooksidasyonu monoamin oksidaz (MAOQ)
ile gerceklestirilir. Bunun sonucunda da melanin olugsmaktadir. Melanin, 6lmek {izere
dopaminerjik noéronlarda inflamasyon olusumuna neden olur. Ayni zamanda reaktif
oksijen ve nitrojen tiirlerinin néronlardan atilimini, toksik metal ve metabolitlerin de
uzaklastirilmasini saglar. Hiicre membranindaki lipidlerin peroksidasyonu ile karakterize
olan oksidatif stres, olim sonrasi PH’li beyinlerin SN bolgesindeki lipit

peroksidasyonunun arttigi gézlenmistir (Varcin ve ark. 2012; Blesa ve ark. 2015).

2.1.3.4. Noroinflamasyon ve Mikroglial Aktivasyon
Noroinflamasyon PH olgulariyla yapilan oliim sonrasi calismalarda siklikla
karsilagilan patolojik bir durumdur. Bu c¢alismalar sonucunda néroinflamasyonun

mikroglia kaynakli oldugu goriilmiistir. Mikroglia hiicreleri, myeloid kokenli ve
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makrofaj benzeri aktivite goOsteren santral sinir sisteminin fagositoz yetenegi olan
hiicrelerdir (Parkhust ve ark. 2013; Kouli ve ark. 2020). Mikroglial aktivite ROS
olusumuyla baslayip NF-kB aracili TNF-alfa, IL-6 ve prostaglandin proinflamatuar
sitokinlerin salgilanmasiyla devam eden bir siirectir (Zhang ve ark. 2016). PH’li
bireylerin periferik dokularinda ve kanlarinda yiiksek diizeylerde TNFo ve IL-6
goriilmistiir (Tansey ve ark. 2007). Mikroglial aktivitenin agir1 arttig1 durumlarda néronal
inflamasyon sonucu fagositozda artis olmaktadir. PH deney hayvani modeliyle yapilan
calismalar gostermektedir ki SN’deki mikroglial aktivitedeki artis sonucunda

dopaminerjik néronlarin sayisinda ciddi azalmalar goriilmiistiir (Qian ve ark. 2008).

2.2. PH Iliskili Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar, gen ifadeleri ve perotein seviyelerindeki degisikliklerle
hiicresel siireclerin yiiriitilmesini saglarlar. Yapilan c¢alismalara gore PH ve saglikli
bireyler arasinda gen ifade farkliliklari, beynin farkli bolgeleri arasinda da benzerlik
gostermektedir (Lewis ve ark. 2012). Prefrontal korteks ile yapilan ¢alismalarda RNA
dizileme, transkriptomik ve kiitle spektrometrisi proteomik verilerinin kombinasyonuyla
PH gelisiminde yer alan ana yolaklarin protein katlanmasi ve ilgili mekaznimalar,
mitokondriyal siiregcler ve metallotiyoneinlerle ilgili oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu
caligsmalar sonucunda transkriptomik ve proteomik veriler bir arada degerlendirildiginde;
protein katlanmasi, mitokondriyal siiregler ve metallotiyoneinlerle GWAS lokuslar ile
ortigen SNCA dahil olmak {izere bircok gen tanimlanmistir. (Dumitriu ve ark. 2016).
Hoss ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada prefrontal kortekste bir dizi mikroRNA'nin
(miRNA) ekspresyon seviyelerinin PH beyin ornekleri ile saglikli beyin 6rnekleri
arasinda farkliliklar gosterilmistir (Hoss ve ark. 2016). Bu sonuglar, gen ve protein
ekspresyonlarinin epigenetik mekanizmalar ile hastalik durumu arasinda dogrudan bir

baglantiy1 giiglii bir sekilde destekledigini gostermektedir.

2.2.1. DNA Metilasyonlari

Metil grubunun sitozine eklenerek 5-metilsitozine donistiiriildigii modifikasyon
tipik olarak CpG adaciklari denilen, sitozin ve guaninin bitisik oldugu boélgelerde
meydana gelir. DNA metilasyonu, gen ekspresyonlar1 ve protein seviyelerinin kontrol
edilerek hiicresel siireglerin diizenlenmesinde rol oynar. Ayrica agma-kapama anahtari
gibi rol oynayarak DNA’da yogun oldugu bolgelerde transkripsiyonel aktivitenin

azalmasini saglamaktadir. Daha az metile bolgeler ise transkripsiyonel aktivitenin yiiksek
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oldugu bolgeleri ifade etmektedir (Portela ve ark. 2010). Yapilan ¢aligmalar sonucunda o
siniikleinin DNA metiltransferaz enzimi 1 (DMNT1) ile etkilesime girerek onu
sitoplazmada tuttugu da gosterilmistir. PH’li bireylerde DMNTL1 seviyelerinin, saglikli
bireylere kiyasla daha diisiik oldugu ve DMNT1 yanlis lokalizasyonunun SNCA geninin
metilasyonunu dogrudan degistirdigi tespit edilmistir (Desplats ve ark. 2011). 2013
yilinda, frontal korteks ve kandan yapilan bir epigenomik calismada PH vakalarinda
tanimlanan diferansiyel olarak metillenmis bolgelerin %80'inden fazlasinin hipometile
oldugu gosterilmistir (Masliah ve ark. 2013). PH’de genomik olarak etkilendigi tespit
edilen genlerden olan ve aynmi zamanda yiiksek oranda metile oldugu tespit edilen
genlerden birisi MAPT genidir (Nalls ve ark. 2014). Ancak bazi ¢alismalarda MAPT'de
hi¢cbir diferansiyel metilasyon paterni gézlenmezken, kromozom 17q MAPT lokusuyla
iligkili uzun kodlamayan RNA MGC57346 ve kodlayan genler PLEKHM1, ARL17A ve
KANSL1’de metilasyon paterni gozlenmistir. Bu calismalar sonucunda genom
diizeyindeki caligmalarda hedef olarak belirlenen genlerle birlikte epigenetik iligkili
olabilecek diger genlerin de birlikte incelenmesi gerektigi kanis1 ortaya ¢ikmistir. Bu
genler, digerleri arasinda, noroaktif ligand reseptor etkilesimi ve ndrotrofin sinyali gibi
beyin merkezli yollarda yer alir. 219 PH ve 223 kontrolle yapilan bagka bir ¢alismada ise
en yiiksek hedef genler belirlenmis ve sirasiyla néronal apoptoz ile translasyon sonrasi
sinyallesmede yer alan iki gen olan FANCC ve TNKS2’de 6nemli metilasyon farklilig
gosterilmistir. Metilasyonun gen ekspresyonunun diizenlenmesi iizerindeki etkisi, ancak
diger epigenetik mekanizmalar ile birlikte degerlendirildiginde anlasilabilmektedir

(Coupland ve ark 2014).

2.2.2. Kromatin Yeniden Diizenlenmesi

Histonlarin modifikasyonu ile diizenlenen kromatin yeniden diizenlenmesi
sayesinde gen ekspresyonlar1 dinamik olarak kontrol edilmektedir. Histonlarin
posttranslasyonel modifikasyonlar1 olan metilasyon ve asetilasyon ile kromatin yapisi
degistirilerek DNA’nin  erisilebilirligini  diizenlenebilmektedir  (Sekil — 2-4).
(Biorender.com’da diizenlenmistir.). Histonlarin asetillenmesi ve deasetillenmesi
genlerin transkripsiyonel olarak aktivitesini etkilemektedir. PH’li bireylerin 6liim sonrasi
orta beyninden elde edilen dopaminerjik noronlarinda, saglikli bireylere kiyasla daha
yiiksek seviyede histon asetilasyonu goriilmiistiir (Park ve ark. 2015). PH’ye spesifik olan

genlerin aktivasyonu kromatin yeniden diizenlenmesiyle kontrol edilmekteyken, istisnai
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bir durum olarak o siniikklein muhtemel bir geri besleme dongiisiinden 6Gtiirti histon
asetilasyonunu da diizenleyebilmektedir. Kontopoulos ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, a siniikleinin dogrudan histonlara baglandigi ve bir deasetilaz olan SIRT2 ile
etkilesime girerk H3 histonunun asetilasyonunu inhibe ettigini gosterilmistir
(Kontopoulos ve ark. 2006). Ayrica o siniikleinin PH iliskili mutantlar1 p.A30P ve
p.A53T'nin, mutant olmayan a siniiklein ile karsilastirildiginda artan bir niikleer
lokalizasyon sundugunu gosterilmistir. Heterozigot p.A53T mutasyonuna sahip bir PH
vakasinda p.AS53T allelinin susturuldugu ve mutant SNCA allelinin susturulmasinin
histon deastilasyonundan kaynaklandig1 gosterilmistir. Bunlarla beraber histon deasetilaz
(HDAC) inhibitorlerinin o siniiklein aracili toksisiteye karsit noronal koruyucu etkili
oldugu gosterilmistir (Monti ve ark. 2010; Kidd ve ark. 2010). PINK1 proteini, bir
transkripsiyonel baskilayici olan HDAC3'e baglanabilir ve noronal hiicrelerde
fosforilasyon yoluyla histon deasetilaz aktivitesini artirabilir. Bunun sonucunda fosforile
HDAC3’iin p53'e baglanmasi aktive edilmis olur ve bdylece p53 asetilasyonunu ve
stabilitesini azaltarak p53 aracili néronal apoptozu inhibe etmis olur. HDAC3'lin eksikligi
ise PINK1'in p53 tizerindeki etkisini ortadan kaldirir (Choi ve ark. 2015).

Transkripsiyon aktivasyonu

. ) .

SWI/SNF

Transkripsivon faktori/ RNA
Koaktivatorler Pol 11

I 2

HDAC

Transkripsiyon inaktivasyonu

Sekil 2-4: Histon modifikasyonu yoluyla kromatinlerin yeniden diizenlenme mekanizmasi
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2.2.3. Epigenetik Mekanizmalarla iligkili Genler

2.2.3.1. Histon Proteinleri, H3C1 ve H3C12

Histonlar, 6karyotik organizmalarda niikleozom yapisindan sorumlu olan temel
niikleer proteinlerdir. Niikleozom yapisi; dort temel ¢ekirdek histon olan H2A, H2B, H3
ve H4’lin her birinin ¢iftlerinden olusan bir oktamerin etrafina sarilmis yaklasik 146 bp
DNA'dan olugsmaktadir. Kromatin iplikgikler, kromatin yapilari olusturmak i¢in baglayici
histon H1'in niikkleozomlar arasindaki DNA ile etkilesimi yoluyla daha da sikistirtlirlar.
Bu genler intron igermezler ve histon H3 ailesinin bir iiyesini kodlar. Bu genden alinan
transkriptler polyA kuyruklarindan yoksundur; bunun yerine, bir palindromik
sonlandirma 6gesi igerirler. Bu gen, kromozom 6p22-p21.3 {izerindeki biiyiik histon gen

kiimesinde bulunmaktadir (Zhang ve ark. 2021).

2.2.3.2. HDAC4 ve HDAC5

Histonlar, transkripsiyonel diizenlemede, hiicre dongiisii ilerlemesinde ve
gelisimsel olaylarda kritik bir rol oynar. Histon asetilasyonu ve/veya deasetilasyonu,
kromozom yapisini degistirip transkripsiyon faktoriiniin DNA'ya ulagsmasini etkiler (Sekil
2-5). (Biorender.com’da diizenlenmistir.). Histon deasetilazlar bir DNA’ya dogrudan
baglanamazlar, MEF2 gibi bir transkripsiyon faktorii araciliiyla DNA’nin promotdr
bolgesine baglanip deasetilasyonu gergeklestirerek transkripsiyonu baskilarlar (Zhang ve
ark. 2021).

D HDAC iceren
HDAC transkrips.iyon baskilama
kompleksi

Baskilanma e Q Q

Siki kromatin Gevsek kromatin

Sekil 2-5: Histon deasetilasyonu ve histon deasetilazlarin rolii (Ruijter ve ark. 2003)
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HDAC4 geni, histon deasetilaz 4 adi verilen bir enzimi sentezlemektedir. Bu
enzim, histon proteinlerini yeniden diizenleyen, deasetilasyon grubu enzimlerdendir.
Asetil grubunu histon proteinlerinden ¢ikarip kromozom yapisindaki DNA’nin sikica
paketlenmesine neden olurlar. Dolayisiyla dogrudan DNA ile etkilesime girmeden
DNA’daki transkripsiyon siirecini histon proteinleri aracihigiyla diizenlerler. Ozellikle
kalp ve iskelet sisteminde ¢alisilan HDACA4’{in, bu sistemlerin gelisiminde rol oynayan
gen aktivitesinin diizenlenmesinde 6nemli rolii oldugu kesfedilmistir. Sinir hiicrelerinin

sagkalim siirecinde de gorevli olduklari gdsterilmistir (Delcuve ve ark. 2012).

HDACS ise ozellikle bellek konsolidasyonunda rol oynadigi gosterilmis olup
Alzheimer hastaligiyla iliskilendirilmistir. Alzheimer hastaligi tedavisi i¢in histon
deasetilazlarin inhibisyonunun saglanmasi amaciyla HDAC inhibitorleri gelistirilmistir.
Ancak hafiza ile iligkisi kesfedildikten sonra HDACS5’i hedeflemekten kagimilmistir.
Histon deasetilazlarin iglevleri susturucu RNA’lar (SIRNA) araciligiyla etkin bir sekilde
incelenebilmekte ve hastaliklarla iliskisi kesfedilebilmektedir (Agis-Balboa ve ark. 2013;
Munkacsy ve ark. 2016).

2.2.3.3. ANKRD11 ve ANKRD12

Ankirin tekrar alan1 adi verilen, ANKRD genleri, adindan anlasilacag: iizere
ankirin alanlar1 verilen ¢ok sayida bolge icermektedir ve bu alanlara sahip proteinler,
diger proteinlerin birbirleriyle etkilesime girmesine yardimci olmaktadir. ANKRD11
proteini, gen aktivitesini kontrol etmek i¢in 6nemli olan histon deasetilazlarla etkilesime
girerek genlerin ne zaman transkipsiyona ugrayacagini belirlemektedir (Sirmaci ve ark.
2011). ANKRD11, histon deasetilazlarla birlikte ve p160 koaktivatorlerini bir araya
getirerek p160 koaktivatorlerinin gen aktivitesini agma yetenegini diizenlemektedir.
ANKRDI11 ayrica hiicrelerin biiyiimesini, bollinlip ¢ogalmasini ve apoptotik siirecle
kendi kendini 6ldiirmesini kontrol eden p53 proteininin aktivitesini etkileyebilir (Sekil 2-
6). (Biorender.com’da diizenlenmistir.). ANKRDI11 proteini beyinde sinir hiicrelerince
ifade edilmektedirler (Roth ve ark. 2021). Embriyonik gelisim sirasinda ANKRD11, bu
hiicrelerin ¢ogalmasini ve beynin gelisimini diizenlemeye yardimci olur. Yapilan
arastirmalar sonucunda, bu proteinin noéronlarin 6grenme ve hafiza igin 6nemli olan
zamanla degisip uyum saglama yeteneginde rol oynayabilecegini gostermektedir.
ANKRD11’in kemik gelisiminde de rol oynadigi bilinmektedir (Li ve ark. 2008; Ka ve
Kim 2018).
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Sekil 2-6: Ankrd11’in gen ekspresyon siirecine etkisi

2.2.3.4. ITM2B ve GABBR1

Integral membran proteini 2B (ITM2B) tiim dokularda bulunan, hiicrelerin kendi
kendini yok etmesi olan apoptoz siirecinin baslatilmasinda, hiicrelerin asir1 hizli ya da
kontrolsiiz olarak biiyiiylip bolinmesini engelleme yani tiimor olusumunu baskilamada
rol oynadig1 diisiiniilmektedir. ITM2B’nin APP geni tarafindan iiretilen amiloid oncii
proteininin islenmesine dahil oldugu diisiiniilmektedir. Amiloid 6ncii protein islevi ile
ilgili heniiz elde edilen ¢ok fazla bilgi bulunmamakla beraber erken gelisim esnasinda
beyindeki sinir hiicrelerinin igleviyle ilgisi olabilecegi diisiiniilmektedir (Troy ve ark.
2011; Zhang ve ark. 2011). Yapilan ¢alismalar ITM2B proteininin, amiloid 6ncii
proteinlerin formlarinin hiicrelerde, dokularinda birikmesini engelleme rolii oldugunu

gostermektedir (Baron ve ark. 2015; Mandal ve ark. 2019).

Gama aminobiitirik asit (GABA), memeli merkezi sinir sistemindeki ana inhibitor
norotransmiterdir. Gama aminobiitirik asit Ttip B reseptor alt birimi 1 (GABBR1) ise
norotransmiter saliniminin inhibisyonunu ve néronal uyarilabilirligin modiilasyonunu
saglamaktadir. Gama aminobiitirik asit tip B reseptor alt birimi 2 (GABBR2) ile

heterodimer olarak islev gormektedir (Wang ve ark. 2015). Hiicrelerdeki metabolik
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aktiviteleri diizenlemek i¢in bir dizi adim tetikleyen membran reseptorii tipi yani
metabotropik olan GABBR1, G proteinleri ve sekonder haberci araciligiyla yavas, uzun
stireli inhibisyon sinyalleri olusturur. Yapilan ¢alismalarda GABBR1 reseptor islevindeki
degisikliklerin epilepsi, depresyon, uyusturucu bagimliligi, bilis ve nosisepsiyon cesitli
norolojik, psikiyatrik bozukluklarla iliskili oldugu gosterilmistir (Terunuma ve ark. 2018;
Evenseth ve ark. 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgu Secimi, Protokol ve Islem

Calismamizda Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hareket Bozukluklart
Noroloji Poliklinigi tarafindan takipli olan ve PH tanis1 konan 75 hasta ve 50 kontrol
olgusu yer almaktadir. Orneklem biiyiikliigii gii¢ analizine gore belirlenmistir. Olgu
tanisi, Birlesik Krallilk Parkinson Hastaligi (PH) Dernegi Beyin Bankasi’nca
olusturulmus olan klinik PH kriterleri gozetilerek konmustur (Marsili ve ark. 2018).

Calisma, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’nun 06.12.2019 tarihli, 20 nolu toplanti karari ile etik yonden kabul edilmis ve bu
karara binaen hastalardan ve kontrol grubundan c¢alismaya katilmay1 kabul edenlerden

“Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu” imza karsilig1 alinmistir.
Calismaya Dahil Edilme Kriterleri;

U, ITF, Davranis Nérolojisi ve Hareket Bozukluklar1 Poliklinigi’nde géniillii
olarak caligmaya dahil olan hastalar, ikinci bir noroloji uzmani tarafindan dosya
tizerinden tekrar degerlendirilmistir. Hasta degerlendirmeleri yapilirken dikkate alinin

dahil edilme ve diglanma kriterleri asagidaki detaylandirilmistir.
Dahil edilme kriterleri:

. Birlesik Krallik Parkinson Hastalig1 Dernegi Beyin Bankasi’nin (UPDRS)
olusturdugu klinik parametreleri tamamlayan, idiyopatik PH tanist konmus goniillii

olgular.
Dislanma Kkriterleri:

. Inme, iskemik atak, immiinolojik hastalik, serebellar ve piramidal
bulgular, otonom disfonksiyon, dispraksi, bakis parezisi belirgin olan ve Lewy cisimcigi

kaynakli demans 6ykiisii olan olgular,

. DSM V kriterlerine dikkate alinarak demans tanisi konmus vakalar

(American Psychiatric Association (APA) - 2013),

. Muhtemel parkinsonizm nedeni olabilecek bas travmasi, ensefalit, toksik

madde maruziyeti vb gibi 6ykiiye sahip olgular,
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. Vaskiiler parkinsonizm ile parkinson plus tablosu izlenenler, kullanilan
noroleptik ilaca bagl parkinsonizm goriilen vakalar, PH nedeniyle cerrahi operasyona
alinan vakalar, agir kognitif bozukluga sahip ve/veya muayene esnasinda kooperasyon

saglayamayan olgular ¢calismadan dislanmistir.

Hastaligin klinik evresi ve siddeti degerlendirilicken UPDRS (Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale) ve Hoehn-Yahr (H&Y) degerlendirme skalalar
kullanilmistir (Hoehn ve Yahr 1967; Fahn ve Elton 1987). Her hasta i¢in hastaligin
baslangi¢ yasi, hastalifin siiresi, hastaligin baslangicindaki semptomlar ve bulgular not
edilmistir. Her bir olgu standardize edilmis goriismeye alinarak norolojik muayeneler
gerceklestirilmistir. Bunlara ek olarak sosyodemografik durumlari, ailesel soyge¢mis

Ozellikleri ve mevcut sikayetleri degerlendirilmek iizere not edilmistir.

UPDRS skalasina gore hastalar 4 klinik 6zellik bakimindan degerlendirmeye
alimmaktadir (toplamda 183 Puan):

1) Davranis, diistince ve ruh hali (92 Puan)
2) Giinliik yasam aktiviteleri (52 Puan)

3) Motor beceriler (16 Puan)

4) Tedavinin komplikasyonlar1 (23 Puan)

Degerlendirmede kullanilan diger skala olan H&Y ile hastalik 5 farkli evrede

incelenmistir. Bu evreler ise;
I: Tek tarafta olan tremor, akinezi, rijidite ve postiir dengesizligi durumu.

II: iki tarafta olan tremor, akinezi veya bradimimi, rijidite, yutmada giigliik,
Ozellikle boyunda goriilen aksiyel rijidite, postiirde 6ne egilme, ayagini siiriiyerek ya da
yavas yuriime, tek basina ya da genel katiik durumu gibi aksiyel bulgularla birlikte

goriilen postiirel bozukluklar.

III: ikinci evreye ek olarak hastanin giinliik yasamsal aktivitelerini tek basina

yapabilmesine engel olmayan dengesel bozukluklari.

IV: Hastalarin giinliik aktivitelerinin tamami veya biiyilik bir kisminda yardima

ihtiya¢ duymalari.
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V: Hastanin yasamini yataga bagli veya tekerlekli sandalye ile siirdlirdiigii

durumlar.

Saglikli kontroller ise norolojik ve psikiyatrik Oykiisii, herhangi bir metabolik
rahatsizlig1 olmayan, cinsiyet ve yas bakimindan hastalarla uyumlu olan goniilli

bireylerden olusmaktadir.

3.2. Geregler

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

Mikropipet seti (Eppendorf), qPCR cihaz1 (Agilent), otoklav (Niive), vorteks
(Isolab), santrifiij (Heraeus), +4°C buzdolab1 (Ugur), -20°C buzdolab1 (Ugur), -80°C
buzdolab1 (Thermo-Scientific).

3.2.2. Kullamlan Sarf Malzemeler
qPCR plakalar1 (Axygen), steril filtreli pipet ucu (Axygen), 2 ml santrifiij tiip
(Sorfa), 50 ml santrifiij tiip (Sorfa), 2 ml kryotiip (Sorfa).

3.2.3. Kullanilan Kitler
Hiicreden RNA izolasyon Kiti (AnalytikJena Innuprep), cDNA sentez Kkiti
(SensiFast BioLine), SYBR Green Master Mix (Euroclone).

3.3. Periferik Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Calisma kapsaminda goniillii bilgilendirme formu imzalatilarak her olgudan 2 tiip
10’ar cc periferik kan1 toplanmistir. Kan tiiplerinden biri mor kapakli EDTA igeren tiipe,
digeri ise sar1 kapakli kuru tiipe alinmistir. Tiim 6rnekler Istanbul Universitesi Aziz
Sancar Deneysel Tip ve Arastirma Enstitiisii laboratuvarinda ayni giin igerisinde ¢alisildi.
EDTA’l1 tiipten periferal kan mononiikleer hiicreler (PBMC) elde edildi. Kuru tiipten ise

serumlar elde edildi. Elde edilen tiim 6rnekler -80 °C’de saklanmustir.

3.4. Serum ve PBMC Eldesi
Kuru tiipler santrifiij 6ncesi 2 saat bekletildi, sonrasinda 1000xg’de 15 dakika
santrifiij edilerek serum toplandi. Serumlar santrifiij tiiplerine bolinerek -80 °C’de

sakland1 (Sekil 3-1) (Biorender.com’da diizenlenmistir.).
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Hasta ve saglikli bireylerden kan
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- A |
. gl (5 ‘ - Sari kapakli tplerin santrifij edilerek
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g & saklanmasi

WBI]  Mor kapakii tiiplerden PBMC
........... eana izolasyonu yapilarak hiicrelerin
dondurulup -86C'de saklanmasi

Sekil 3-1: Tam kandan serum ve PBMC eldesinin dzet gosterimi

Kan 6rneklerinden PBMC eldesi asagidaki protokole gore gergeklestirilmistir;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Mor kapakli EDTA’Ll tiipteki 20ml tam kanin tamami 50ml’lik tiipe

aktarilarak tizerine 1/1 oraninda PBS eklendi ve homojenize edildi.

Farkli bir 50 mI’lik tiipe toplam hacmin 1/3’i kadar miktarda Ficoll Paque
(Sigma) eklendi.

PBS eklenmis kan Ficoll Paque’in (Sigma) iizerine gradient olusturacak

sekilde yavag yavas 1000ul’lik pipet kullanilarak birakildi.

Olusan fazlar, dikkatlice, birbirine karistirilmadan santrifiij yerlestirildi. 3000
rpm’de 20 °C’de 25 dk hizlanma ve yavaslama ayarlar1 3’te olacak sekilde
santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda fazlar arasinda olusan “buffy coat” pipet yardimiyla
dikkatli bir sekilde toplanarak yeni bir 50’lik tiipe aktarildi (Sekil 3-2).

Toplanan “buffy coat”un iizerine ilk eklenen hacimde PBS ilave edildi. 1800
rpm’de +4°C’de 10 dk siireyle hizlanma ve yavaslama ayarlar1 9’da olacak
sekilde santrifiij edildi. Stipernatant atilarak tekrar PBS ile yikandi.
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7) Santriflij sonrast olusan pellet tizerine 900 pL FBS ve 100 uL. DMSO
eklenerek hiicreler homojen hale getirildi, ardindan hiicre sayimi yapildi.

Sayim sonrast 1 ml’de 15x108 hiicre olacak sekilde donduruldu.

8) Hiicreler -80 °C’de dondurularak saklandi.

Sekil 3-2: PBMC eldesi icin tam kandan faz olusturulmasinin éncesini ve santrifiij sonrasi
olusan fazin toplanmasim gosteren deneye ait goriintii

3.5. PBMC’den RNA izolasyonu

Kandan elde edilen PBMC orneklerinden H3C1, H3Cl12, ANKRDII,
ANKRD12, HDAC4, HDACS, ITM2B, GABBR1 ve kontrol olarak GAPDH ile
ACTINB gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi amaciyla total RNA izolasyonu
yapilmistir. RNA izolasyonu i¢in kit kullanilmistir, kit iireticisinin onerdigi sekilde

donmus hiicreler 6nce su banyosunda 37 °C’de ¢6ziildii ardindan santrifiij yapildi.
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Siipernatant uzaklastirildiktan sonra 1 ml TRIzol ¢6zeltisi eklenerek hiicreler homojenize

edildi. Ardindan asagidaki protokol uygulanmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9

Homojenatin iizerine 1 ml %95-100’1iik etanol eklendi ve homojenize edildi.

Ardindan bu karigim spin kolonlara aktarildr ve 14.000xg’de 30 sn santrifiij
edildi.

Stiziintli atilarak filtreye 400 pL. RNA yikama tamponu eklenip 14.000xg’de
30 sn santrifiij edildi.

Her bir 6rnege 5 uL DNase I, 75 pL DNA parcalama tamponu eklenerek 15
dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan filtrenin {izerine 400 uL. RNA 6n yikama tamponu

eklenerek 14.000xg’de 30 sn santrifiij edildi ve bu adim 2 kez tekrar edildi.

Siizlintli atildiktan sonra filtreye 700 pL RNA yikama tamponu eklenerek
14.000xg’de 1 dk santrifiij edildi.

Ardindan filtre tizerine 100 pL. DNase/RNase free su eklenerek eliie edildi.

Elde edilen RNA oOrnekleri daha sonra ¢alismaya dahil edilmek {izere -80
°C’de saklandi.

RNA konsantrasyonunun ve safliginin tespit edilmesi i¢in nanodropta él¢iim

yapildi.

3.6. Komplementer DNA Sentezi
Elde edilen total RNA o&rneklerinden komplementer DNA (cDNA) sentezi

gerceklestirilmistir. Sentez islemi ticari kit kullanilarak gergeklestirilmistir. Ureticinin

onerdigi protokolde kullanilan malzemeler, miktarlar ve kosullar sirasiyla Tablo 3-1 ve

3-2’de verilmistir.
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Tablo 3-1: Komplementer DNA sentezinde kullanilan malzemeler ve miktarlari

Bilesenler Miktarlar

Tampon ¢ozeltisi (5X) 4l

Ters Transkriptaz Enzimi 1ul

RNA 06rnegi 1 ng (Hacim, RNA miktarina bagldir)

Su N ul (Toplam hacim 20 ul’ye tamamlanir)

Tablo 3-2: Komplementer DNA sentez protokoliine ait sicaklik kosullari

Sicakhik Siire
25°C 10 dk
45°C 15 dk
85°C 5dk

RNA izolasyonu, Ol¢iimii ve cDNA’ya ¢evrim basamaklar1 Sekil 3-3’te

(Biorender.com’da diizenlenmistir.) sematize edilmistir.

T TN

=]

b
\e'

= PH'li ve saglikli bireylerin
= PBMC 6meklerinden RNA
izolasyonunun yapilmasi ve
konsantrasyonlarinin
olgiilmesi

Konsantrasyonlari dlgiilen
RNA'larin cDNA'ya cevrilmesi

Sekil 3-3: PBMC’den RNA izolasyonuyla baslayan ve cDNA’ya ¢evrimle sonlanan
basamaklarin 6zet gosterimi
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3.7. Real-time PCR Yonteminin Uygulanmasi

Liyofilize olarak temin edilen gen primer c¢iftleri iireticinin onerdigi sekilde
DNase/RNase free su ile sulandirildi ve son konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde gerekli
seyreltmeler yapilarak -20 °C’de muhafaza edildi. ilk kez kullanilacak olan tiim
primerlerin  baglanma sicakliklari ve kullanilacak miktarlarin  belirlenmesi igin
optimizasyon c¢alismalar1 gergeklestirildi. Bu asamalarin gergeklestirilmesi igin

kullanilan reaksiyon bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3-3’te verilmistir.

Tablo 3-3: Real time PCR yonteminde her bir reaksiyon i¢in kullanilan bilesenler ve bu
bilesenlerin miktarlari

Bilesenler Miktarlar
Master Mix 10 ul
cDNA 1,5 ul
Primer 2,0
Su 6,5 pl
Toplam 20 pl

Real time PCR reaksiyonun dongii ve sicaklik kosullari ise Tablo 3-4’te

verilmistir.

Tablo 3-4: Real time PCR yonteminin sicakhik kosullar: ve dongii sayisi

Zaman Sicakhik Dongii
5dk 95°C 1
15sn 95°C 45

60 sn 60 °C (Floresans okuma)

Gen ifadelerinin real-time PCR ile belirlenmesi i¢in BioRad cihazi kullanild:.
Amplifikasyonlar 20 pL toplam reaksiyon hacmi icerisinde; cDNA, bdlgeye 6zgii ileri-
geri yonlii primerler, SYBR Green Master Mix kullanilarak gegeklestirildi. Orneklerin

gen ifadelerini normalize etmek i¢cin, GAPDH ve ACTINB genlerine 6zgii primerler
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kullanildi. Optimizasyon g¢alismalarinin ardindan tiim 6rnekler ¢alisilarak Ct degerleri
elde edildi (Sekil 3-4).

100

759

25

Cydle

Sekil 3-4: Orneklere ait optimizasyon calismalarindan elde edilen bir 6rnek Ct grafigi

3.8. Gen Ekspresyonlarmin Analizi

Parkinson Hastaligi PBM@rnekleri ile kontrol PBM@rnekleri arasindaki kat
degisimi 222Tyontemi (Livak ve ark. 2001) kullanilarak hesaplandi. Endojen kontrol
yani Housekeeping genler olarak GAPDH ve ACTINB genleri kullanildi. Bu genlerin
aritmetik ortalamalar1 alinarak hesaplamalara dahil edildi. Elde edilen Ct (esik deger)

degerlerine gore ekspresyon farkliliklar: agagidaki sekilde hesaplandi:
ACt = Hedef Gen (Ct) — Housekeepig gen (Ct)
AACt = Hasta hedef gen (ACt) — Kontrol ortalamasi (ACt)

AACt = Hedef gen (ACt) — Kontrol ortalama (ACt)

2—AACT

AACt degerleri de kat degisimi hesaplamalari igin yonteminde kullanildi.

3.9. Istatistiksel Analizler

Gen ekspresyon sonuclarinin log2 cevrimleri gerceklestirilip istatistiksel olarak
anlamlilik seviyeleri degerlendirildi. Istatistiksel analiz, SPSS (18.0) yazilim1 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, ABD) kullanilarak yapildi. PH ve saglikli kontrol gruplar1 arasindaki gen
ekspresyon diizeylerindeki farkliligin istatistiksel olarak anlamliliginin
degerlendirilmesi amaciyla t-testi yapildi. Klinik bulgular, UPDRS skorlar1 ve gen

ekspresyonlari arasindaki iligkini belirlemek i¢in Pearson Korelasyon analizi yapildi.
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Gruplar arasindaki kategorik degiskenlerin karsilagtirilmasi ise ki-kare testiyle
yapildi. Degerler ortalama+standart sapma (SS) olarak verilerek p-degerlerinin 0,05'ten

kii¢iik oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Veriler

Calismaya dahil edilen idiyopatik Parkinson hastalarmin toplam sayisi 75°tir.
Hastalarin 45’1 erkek, 30’u ise kadindir. Kontrol grubunun toplam sayisi ise 50°dir.
Kontrollerden 30’u erkek 20’si kadindir. Her iki grup cinsiyet ve yas bakimindan
esitlenmistir (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Gruplara ait demografik bilgilerin 6zeti

PH (Ort £SS) Kontrol (Ort + SS) p
Cinsiyet (Erkek/Kadin) 45/30 30/20 <0,05
Yas 63,16 + 10,60 62,98+10,54 <0,05
Hastalik baslangi¢ yasi 53,41 £10,68 - -
Hastalik siiresi 9,75+ 5,51 - -

PH grubunun UPDRS Total skoruna iligkin en yiiksek, en diisiik, ortanca ve
ortalama degerler Tablo 4-2’de verilmistir. Klinik bulgular, UPDRS skorlar1 ve gen

ekspresyonlari arasinda istatistiki olarak anlamli bir iligski bulunamamustir.

Tablo 4-2: UPDRS III ve UPDRS Total degerlerinin ozeti

UPDRS 11l UPDRS TOTAL

En diisiik 3 11
En yiiksek 75 126
Ortanca 32 48
Ortalama 31,12 51,91

4.2. Gen Ekspresyon Sonuglari

PH ve Kontrol Grubu 6rneklerinden elde edilen PBMC’lerden RNA izolasyonlar1
gerceklestirilmistir. RNA’larin cDNA’ya ¢evrimi yapildiktan sonra, gen ekspresyonlari
icin real-time PCR caligmalar1 basariyla tamamlanmistir. Her 6rnek 3 tekrarli olarak

calisilmigtir. Real-time PCR sonucunda elde edilen Ct degerlerinin normalizasyonu igin,
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housekeeping gen olarak, GAPDH ve ACTINB kullanilmistir. Iki grup arasinda

ekspresyon diizeyindeki farkliliklar Sekil 4-1’deki grafikte gosterilmistir.

log2 Kat Degisimleri

-1,50

1,50

1,00

Gen Ekspresyon Degisimleri

0,00

-0,50

-1,00

|

H3C1

H3C12

ANKRD11

ANKRD12

HDAC4

HDACS5

GABBR1

ITM2B

| log2Fold

0,6258

0,8517

-0,4517

0,1511

-1,1600

-0,4908

-0,5588

0,9130

Genler

Sekil 4-1: Saghkl kontrol grubuna kiyasla PH grubunun ekspresyon diizeyindeki log2 kat
degisimleri

Gen ekspresyon diizeylerindeki farkliligin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

amaciyla yapilan t-testi sonucunda kontrol ve PH gruplari arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Istatistik degerleri Tablo 4-3’te 6zetlenmistir.

Tablo 4-3: Gen ekspresyon diizeyindeki farkhiliklarin istatistiksel sonuclar

Hasta Grubu Kontrol Grubu sS t D
Ortalama Ortalama
H3C1 -0,524 0,102 0,122511 74,000000 6,888 0,000001
H3C12 2,585 4,010 0,287279 74,000000 10,275 0,000001
ANKRD11 4,636 1,665 0,204164 74,000000 -30,708 0,000001
ANKRD12 1,823 0,828 0,159678 74,000000 -13,791 0,000001
HDAC4 9,457 4,137 0,288043 74,000000 -44,137 0,000001
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HDAC5 5,141 1,963 0,226101 74,000000 -34,226 0,000001
GABBR1 4,789 1,368 0,341618 74,000000 -23,399 0,000001
ITM2B -0,740 -2,293 0,153792 74,000000 21,929 0,000001

SS: Standart sapma, df: serbestlik derecesi, t: istatistik degeri, p: olasilik degeri
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5. TARTISMA

Idiopatik Parkinson Hastalig1 tiim Parkinson tanili olgularm yaklasik %80’inde
goriilmekte olup, baslica substantia nigra bolgesindeki nodronlar1 etkileyen
norodejeneratif bir siiregtir. Bradikinezi, rijidite, tremor ve postiiral reflekste bozulma
PH’nin major klinik bulgulart arasinda olup en sik karsilagilan bulgulardandir. PH
goriilme siklig1 toplumsal olarak incelendiginde, yas onemli bir faktor olarak karsimiza
cikmaktadir. Altmis bes yas iizeri niifusta %1’lerde hastalik goriilme oraninin oldugu,
Tiirkiye’ye 6zgii olarak da bu oranin 111/100000 oldugu bildirilmistir (Torun ve ark.
1995). Hastaligin patofizyolojisinde goriilen, substantia nigra dejenerasyonunun ortaya
cikisinin altinda yatan mekanizma heniliz tam olarak kesfedilememistir. Biu siirecte
yaslilik onemli bir faktdr olarak goriilse de neden bazi insanlarda PH gorildiigii
digerlerinde goriilmedigi hala soru isareti olarak kalmaktadir. Substantia nigra, 850000
hiicre bulunduran bir bolge olup PH’ nin ortaya ¢ikmasi i¢in bu hiicrelerin en az %60’ 1nin
kaybolmasi gerekmektedir. Klinik bulgularin ortaya ¢ikmasiyla birlikte substantia nigra
incelendiginde bu hiicre kayiplar1 goriilmiis ve hastaligin ortaya ¢ikisinin aslinda
bulgularin goériilmesinden ¢ok daha 6nce oldugunu diisiindiirmiistiir. Hayatta kaldiklari
siire boyunca hi¢ PH bulgusu goriilmeyen, PH disinda farkli bir sebepten otiirii hayata
veda eden insanlarin 6liim sonrasi beyinleri incelendiginde substantia nigra bolgesindeki
hiicrelerin yaklagik yarisini kaybettikleri tespit edilmistir (de Lau ve Breteler 2006). Tiim
bu bilgileri degerlendirdigimizde; hiicre kaybinin yavas ilerlemesi ve sistemin yiiksek
tolerans1 nedeniyle klinik bulgularin uzun siire sonra ortaya ciktigini, kalitsal yatkinlik,
cevresel toksinlere maruz kalma ve yaslanmanin PH olusum siirecinde onemli rol

oynadigini gormekteyiz.

Glniimiizde gerceklestirilen patofizyolojik arastirmalar sonucunda, Sporadik
Parkinson hastalarindaki gen mutasyonlara bagli olarak gelisen néron kayiplarinin,
genetik veya cevresel fark etmeksizin, tek bir nedenden Otiirli olmadig1 goriilmiistiir.
Dolayisiyla PH goriilme riskinin artmasinda genetik ve ¢evresel faktorlerin birlikte etkili
oldugu anlasiimistir. Ozellikle gevresel etkenlere kars1 alinacak onlemlerin PH olusumu
Onleyebilecek koruyucu bir faktor olarak degerlendirilebilmektedir (Angelopoulou ve ark
2022). Bununla birlikte, hastaligin olusmasinda bazi gen mutasyonlarinin 6énemli birer

etmen olduklari tespit edilmistir.



33

Yapilan ¢alismalarda agik¢a goriilmektedir ki gen mutasyonlar1 sonucunda hatali
sentezlenen enzim, protein veya gen substratlarinin neden oldugu hiicre 6liimiine bagl
gelisen patolojik siirecler, PH’da goriilen 6nemli bir etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ancak PH durumunda temel unsur yalnizca tek bir gen mutasyonu sonucu gelisen
patolojik siire¢ degil, farkli hiicresel yapilarin fonksiyonunu yitirmesi sonucunda genetik
olmayan etkenlerden 6tiirii patolojik kosullarin ortaya ¢ikmasidir (Dauer ve Przedborski
2003; Ramos ve ark. 2014). Gorildiigi tizere hastalik nedeni olarak genetik mutasyonlar
her zaman tek basina etkili olmayabilir, ancak hastalik seyrini etkileyen bir faktor olarak

karsimiza ¢ikabilmektedir.

Parkinson Hastalig1, beyindeki hiicre gruplarinin kaybi1 ve sonrasinda gelisen
ilerleyici beyin atrofileri sonucunda fonksiyon kaybina neden olan ndrodejeneratif
hastaliklardan biridir. Geneline bakildiginda, norodejeneratif hastaliklarda yanlis
katlanan proteinlerin birikimi sonucu olusan bir patolojik siire¢ goriilmektedir
(Henderson ve ark 2021). Patolojik siire¢lerde rol oynayan birden fazla mekanizma ve
parametre bulunmaktadir. Giinlimiizde bu mekanizmalar heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. PH’nin ailesel tipleri ile iliskilendirilen a siniiklein ve PARKIN gibi
genlerin mutasyonu sonucunda patolojik siiregler gelismesine ragmen, PH vakalarinin
bircogu sporadik olarak tam1 konulmaktadir. Son yillarda biiylik Olclide, genetik
mutasyonlara dogrudan bagli olmaksizin gelisen norodejeneratif hastaliklarda, hiicresel
homeostazin siirdiiriilmesini saglayan mekanizmalardaki farkliliklar incelenmeye
baslanmistir. Epigenetik olarak adlandirdigimiz bu degisiklikler birlikte norolojik
hastaliklarin patofizyolojisini anlayabilmek i¢in genlerin diizenlenme mekanizmalari
arastirilmaktadir (Rathore ve ark. 2021). Bu bilgiler 1s1nda, biz de bu ¢alismamizda son

yillarda 6nemi daha ¢ok anlasilan epigenetik degisikler iizerine yogunlastik.

Epigenetik, DNA diziliminde herhangi bir degisiklik olmadan gen ifadesini
modiile eden diizenleyici mekanizmalar1 ifade etmektedir. Beslenme, toksinler, ilaglar,
stres ve hiicresel fizyolojik siiregler arasinda baglant1 saglayan ¢evre ve genler arasindaki
etkilesimleri epigenetik ¢aligmalarla anlamaya calismaktay1z (Rasheed ve ark 2021). Tk
kez 1940’larda DNA metilasyonu ile kesfedilen epigenetik kavraminin, ge¢misten
glinlimiize kadar yapilan ¢alismalarda, traskripsiyon sonrasi diizenleyiciler olan micro
RNA’lar1 (miRNA), transkripsiyonel diizenleyiciler olan uzun kodlamayan RNA’lari
(IncRNA) ve histon modifikasyonlarin1 kapsadig1 gosterilmistir. Epigenetik degisiklikler,
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beyin yapisinin sekillenmesi, noral kok hiicrelerin korunmasi ve noérogenez gibi
norogeligimsel siireglerde rol alir ve beyin hasar1 kaynaklt bircok hastalikta

iliskilendirilmistir (Waddington ve ark. 2012, Bertogliat ve ark. 2020).

Histon organizasyonu, promotorlerin yapisini ve DNA'nin transkripsiyon
faktorleri i¢in uygunlugunu etkileyerek gen ekspresyonunu diizenleyebilir. Asetil
gruplarinin  kromatin yapisindaki histon rezidiilerinde varligt veya yoklugu
transkripsiyonel aktivitenin sirasiyla pozitif veya negatif yonde diizenlenmesini
saglamaktadir. Asetilasyon denilen bu siiregte histonlarin asetillenmesi histon asetilaz
(HAT) ve histon deasetilazla (HDAC) dinamik bir sekilde diizenlenmektedir. Histon
deasetilazlarin ve sirtuin deasetilazlarin aracilik ettigi histon deasetilasyonu sonucunda
kromatinler sikica sarilmis bir yapi olusturur ve gen ekspresyonu baskilanmis olur
(Chakravarty ve ark. 2014). HDAC’ler akson biiylimesi, oksidatif stres, sinaptik plastisite
ve bilis ile ilgili siireglerde aktif rol oynayan diizenleyicilerdir. Histon deasetilazlarin
lokalizasyonlari, ekSpresyon degisiklikleri ve inhibisyonlarina bagli olarak degisen farkl
noropatolojik bulgular goriilen ¢alismalar mevcuttur (Harrison ve ark. 2013). PH hiicre
modeli ile yapilan ¢alismada, bir ndrotoksin olan parakuata maruz kalmanin zamana baglh
bir sekilde N27 dopaminerjik hiicrelerde histon H3 asetilasyonunu indiikleyebilecegi
gosterilmistir. Histon asetilasyonundaki belirgin artisin histon ekspresyonlarindaki artisla
kismen de olsa iliskilendirilmistir. Bununla birlikte histon deasetilazlardan HDAC4 ve
HDAC7’nin hem aktivitesinde azalma hem de protein diizeyinde azalma gorildiigii
bildirilmisgtir. Retinoik asit ile néron benzeri morfolojiye farklilagtirllan SH-SY5Y
hiicrelerinde MPP+ uygulamasiyla birlikte histon asetilasyonunda belirgin artigin oldugu
gosterilmistir. Ayrica, HDAC1, HDAC2, HDAC4, HDAC6 ve SirT1 seviyeleri de PH
olgularmin orta beyin dokularinda, eslestirilmis kontrollerine gore belirgin bir sekilde
daha diisiik bulunmustur (Song ve ark. 2011). Diger ¢alismalarda da nérotoksin kaynakli
HDAC aktivitesindeki veya seviyesindeki degisikliklerin otofaji mekanizmalar1 yoluyla
gerceklestigi, bu nedenle de otofaji aracilit HDAC eksikliginin dopaminerjik néronlarda
histon asetilasyonunu anormal dl¢iide artirdig1 ve nihayetinde nérodejenerasyona neden
oldugu gosterilmistir (Park ve ark. 2016, Toker ve ark. 2021). Sonugclar, g¢evresel
toksinlerin histon ekspresyonunu anormal 6l¢iide yukar1 yonde diizenledigini ve histon

asetilasyonunu indiikledigini gostermektedir. Benzer sekilde calismamizda da PH
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olgularinda saglikli kontrollere gore artmis H3 histon ekSpresyonu ve azalmis HDAC4
ve HDACS ekspresyonu goriilmiistiir.

ANKRD11 geni, ankirin tekrar alani igeren proteini kodlar. Mutasyonlu formu,
makrodonti, ayirt edici kraniyofasiyal 6zellikler, kisa boy, iskelet anomalileri, kiiresel
gelisimsel gecikme, nobetler ve zihinsel engeller ile karakterize edilen KBG sendromuyla
iliskilendirilmistir. Kodlanan proteini ise noéral oncii hiicrelerde histon asetilasyonunu
modiile eden, transkripsiyonun ligand bagimli aktivasyonunu inhibe eden kromatin
diizenleyici bir proteindir. Ligand bagimli transaktivasyonu inhibe etmek ic¢in p160
koaktivatorleri/niikleer reseptdr kompleksine histon deasetilazlart HDAC’lerin katilimini
saglayabilir. Ayrica kortikal noral onciillerin ¢ogalmasinda ve gelisiminde rol oynarlar
(Mullin ve ark. 2013). ANKRD ailesinden ANKRDI11 ise, noral gelisimde 6énemli rol
oynayan birden fazla geni koordineli olarak diizenleyebilmektedir. Basta HDAC3 olmak
lizere potansiyel olarak diger HDAC’lere de baglanan ANKRDI11, noronlarda histon
asetilasyonu ve gen ekspresyon siireclerini etkileyen bir transkripsiyonel diizenleyici
olarak islev gormektedir. AKRD11 yikimina baglh gerceklesen prekiirsoér hiicrelerin
proliferasyonundaki azalmanin, HDAC3’{in asir1 ekspresyonu veya histon asetilazlarin
inhibisyonuyla asetilasyonun dengelenmesi durumunda Onlendigi gosterilmistir
ANKRDI11 dinamik yapisinin bozulmasi, otistik spektrum bozukluguna benzer
davranislarla birlikte yetiskin 6n beyinde uzun siireli degisikliklere neden olmaktadir
(Castelo-Branco ve ark. 2014; Gallagher ve ark. 2015). Dolayisiyla ANKRD’ler ve
HDAC’larin transkripsiyonel diizenlenme mekanizmasinda birlikte rol aldiklar
goriilmektedir. Calismamizda, saglikli bireylere kiyasla PH grubunda HDAC4 ve
HDACS5’te oldugu gibi ANKRDI1’in ekspresyonunda diisiis tespit edilmistir.
Literatiirdeki calismalara benzer sekilde; histonlar ve transkripsiyonel diizenlenmeyle
iligkili olan ANKRD11, HDAC4 ve HDACS5 gen ekspresyonlarindaki azalmanin yani sira
H3C1, H3C12 gen ekspresyonlarinda artis tespit edilmistir. Bu bulgular 1s1ginda PH
grubunda hem deasetilazlarin yetersiz diizeydeki ekpresyonu hem de histonlarin artan

ekspresyon seviyesi bizlere asetilasyon dengesinin saglanamadigi bir tablo ¢izmektedir.

GABBR1, G proteini aracilifiyla potasyum kanalina baglanan GABAB
reseptoriiniin bir alt birimini kodlayan bir gendir. GABAB reseptorleri GABBR1 ve
GABBR2 olmak iizere iki alt birimden olusur; presinaptik membranda kalsiyum

kanallarinin inhibitorleri olarak ve postsinaptik membranda potasyum kanallarinin
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aktivatorleri olarak gorev yapar (Chalifoux ve ark 2010). MPTP ve 6-HDA kullanilarak
olusturulan PH modelinde, GABAB reseptorlerinin isleyisinin degistigi gosterildi ve
dopamin yoksunlugu tizerine GABAerjik inhibisyon ihtiyaci ortaya ¢ikt1 (Lozovaya ve
ark 2018). Ayrica, insan beyninin gesitli dokularinin ¢alismasinda elde edilen genom
capinda mikrodizi verilerinin yakin tarihli bir meta-analizi, PD ve Alzheimer hastaliginda
GABBRI1 gen ekspresyonunun asagi regiile edildigini gostermistir (Wang ve ark 2017).
Bununla birlikte, ¢alismamizda PH'li hastalarin GABBR1 ekpsresyon seviyelerinde de

Oonemli dl¢iide azalma goriilmiistiir.

Epigenetik mekanizmalardan biri olan histon asetilasyonu, transkripsiyonel
aktivitenin diizenlendigi mekanizma olmas1 sebebiyle hastalik olusum siirecini
anlamamiz adina 6nemli bilgiler vermektedir. Calismamiz, Tiirk popiilasyonundaki
Idiyopatik PH olgularinda histon asetilasyonu ile iliskili gen ekspresyonlarinin ilk kez
karsilastirilmast bakimindan degerlidir. Diger yandan, histon asetilasyonuyla iligkili gen
sayisinin az olmasi ve asetilasyon diizeyinde inceleme yapilamamis olmasi ¢alismamizin

kisitliliklarindandir.
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FORMLAR

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Cahsmanin Adi “Parkinson Hastah@iyla iliskili Olabilecek Aday Genlerin

Arastirilmas1”

Kabul etmeniz halinde katilacaginiz bu ¢alisma bir aragtirmadir. Bu ¢caligmada yer
almay1 kabul etmeden once ¢aligmanin ne amacla ve nasil yapilacagini anlamaniz ve
katilip katilmama dogrultusundaki kararinizi bu bilgilendirme sonras1 6zgiirce vermeniz
gerekmektedir. Arastirma hakkinda sozlii olarak size aktaracagim bilgiler yazili olarak da
size bir sonraki boliimde sunulacaktir. Size 6zel hazirlanmig bu bilgilendirmeyi liitfen
dikkatlice okuyunuz, sorularmiza agik yanitlar isteyiniz. Bu belgedeki son boliim onay
islemleri ile ilgilidir. Arastirmaya katilmayr kabul ederseniz liitfen bu bolimi
imzalaymiz. Okuma ve yazma konusunda engelleriniz oldugu takdirde bir tamigin

gozetiminde bu belgeyi onaylamaniz istenecek ve gerektiginde parmak iziniz alinacaktir.

Arastirmanin amaci, hastaligmizin gelisimi iizerine etkisi oldugu diisiiniilen
molekiillerdeki degisiklikleri tespit etmektir. Arastirmaya katilacak tahmini goniilli
sayist 200°diir. Goniillii olarak sizin arastirma iizerinde herhangi bir sorumlulugunuz
bulunmamaktadir. Yapilacak her tiir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflari
size veya gilivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kurulusa
Odetilmeyecektir. Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size higbir O6deme

yapilmayacaktir.

Sizin i¢in herhangi bir rahatsizlik veya risk olusturmayacak bu calisma, kisa
donemde size bir fayda da saglamayacaktir. Ancak uzun dénemde hastaligin gelisiminin

daha iyi anlagilabilmesini ve alternatif tedavi gelistirebilmek i¢in ¢calisma 6nemlidir.

Bu ¢alisma i¢in sizden alinan kan kullanilacaktir. Kan alma iglemi ile ilgili riskler
arasinda bayilma, agr1 ve/veya morarma sayilabilir. Bu gibi durumlarda igne deliginin
yerinde enfeksiyon ya da kiiciik bir kan pihtis1 olabilir. Olas1 bir soruna kars1 gerekli

tedbirler tarafimizdan alinacaktir. Alinacak olan bu kan laboratuvarimizda galisilacaktir.
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Arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize bagl olup arastirmada yer almay1
reddedebilirsiniz. Reddetmeniz halinde yarariniza engel ya da cezai bir durum ortaya
cikmayacaktir. Izleyiciler, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar size ait

tibbi bilgilere ulasilabilecek ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir.

Uygulanan tedavi semasinin gereklerini yerine getirmemeniz, ¢alisma programini
aksatmaniz, gebe kalmaniz veya bir yan etkiye maruz kalmaniz vb. nedenlerle doktorunuz

sizin izniniz olmadan sizi ¢alismadan ¢ikarabilir.

Siz veya yasal temsilciniz bilgilendirilmis olur formunu imzalamakla bunu kabul
etmis olacaksiniz. Ayrica kimliginizi ortaya koyacak kayitlar da gizli tutulacaktir.
Arastirma esnasinda sizi ilgilendirecek bir bilgi s6z konusu oldugunda siz veya yasal
temsilcinize derhal haber verilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiye 7/24 saat 0532 335

55 33 numarali telefondan ulasabilirsiniz.



o1

Hasta Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum, dinledim, anladim, istedigim

sorular1 sordum ve cevaplar1 aldim. Bu klinik arastirmaya goniillii olarak hi¢bir baski ve

zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

“Parkinson Hastaligiyla {liskili Olabilecek Aday Genlerin Arastirilmasi”

aragtirmasi kapsaminda alinan kan ve doku orneklerinin;

|| Sadece yukarida bahsi gegen aragtirmada kullanilmasina izin veriyorum.

[ Tleride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullamlmasina izin veriyorum.

|| Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Gonillinin

il’l’lZﬁSl

Ad1 Soyadi

Adresi

Telefon ve Faks

Tarih

Velayet Veya Vesayet Altinda Bulunanlar I¢in Veli Veya Vasinin

Imzas1

Ad1 Soyadi

Adresi

Telefon Ve Faks

Tarih

Aciklamalar1 Yapan Arastiricinin

Imzas1

Adi Soyadi

Tarih
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Riza Alma Islemine Basindan Sonuna Kadar Tanmiklik Eden Kurulus

Gorevlisinin

Imzasi

Ad1 Soyadi

Gorevi

Tarih




ETIK KURUL KARARI
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PATENT HAKKI iZNi
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INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Adi Soyadi

Dog.Yeri Dog.Tar.

Email Uyrugu

Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili

Doktora
Yiik.Lis.
Lisans
Lise

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)
| Gorevi Kurum Siire (Y1 - Yil)

Yabanc1r |Okudugunu Konusma* |Yazma* KPDS/UDS (Diger)
Dilleri | Anlama* d Puam YOKDIL Puam
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhk Sozel

LES Puam
(Diger): ALES Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi



mailto:servettunoglu@gmail.com









