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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitli tarafindan onaylanan lisansisti tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismini, basil (kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla
kullanima ag¢ma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklari disindaki tim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliminin gelecekteki calismalarda (makale,
kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.
Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki
bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin
alinarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit
ederim.
Yiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina iliskin Yénerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Acik
Erisim Sisteminde erisime acllir.

o Enstitd / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi

mezuniyet tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. @

e Enstitl / Fakulte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime
acilmasi mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir. @

o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmistir. ¢

20/09/2021
Gizem ONAL

1 isansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin Yonerge”
(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda, tez
danismaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisi (zerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulu iki yil siire ile
tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi yéntemlerle
korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek
bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danismaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gérdisii lizerine enstitii
veya fakiilte yénetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayr asmamak (izere tezin erisime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara iliskin
lisansdistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan isbirligi
protokolii cercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulugun énerisi ile enstitii
veya fakiiltenin uygun goriisii lizerine (iniversite yénetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler
Yiiksekdgretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari ¢ercevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirimasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii (zerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulu tarafindan karar verilir.



ETIK BEYAN

Bu ¢alismadaki butln bilgi ve belgeleri akademik kurallar gergevesinde elde
ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonuglari bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,
yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin
kaynak gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Serap DOKMECI
danismanliginda tarafimdan Uretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitisi Tez Yazim Yénergesine gore yazildigini beyan ederim.

Gizem ONAL
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TESEKKUR
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ve Dog. Dr. Ozlen KONU'ya, ¢alismalarimda bana her konuda destek olan Prof. Dr. Aysel
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sayin hocam Prof. Dr. Nevin ERENSOY’a, tez ¢alismalarimdan bir kismini
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yardimlarindan ve katkilarindan dolayi Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji
Merkezi Sentetik Biyoloji laboratuvarindaki sayin hocam Dog. Dr. Urartu Ozgiir Safak
SEKER’e ve laboratuvardaki calisma arkadasim Cemile Elif OZCELiK’e, bu tez
calismasinin gerceklestirildigi Hacettepe Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal’nda
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Bu tez calismasi Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) (BiDEB
2228-B Yurtici Doktora bursu ve BIDEB 2214-A Uluslararasi Arastirma Doktora Bursu)
ve Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

desteklenmistir (Proje No: TSA-2019-17559).
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OZET

Onal, G. Glukozilseramidaz-Beta Gen Mutasyonlarinin Dopaminerjik Néronlarda a-siniiklein
Yikim Mekanizmalan Uzerindeki Etkilerinin Arastirimasi. Hacettepe Universitesi, Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Doktora Tezi, Ankara, 2021. Glukozilseramidaz-Beta (GBA1)
Gen Mutasyonlari Parkinson Hastaligi (PH) icin tanimlanan en 6nemli risk faktoradir. Klinik
acidan, noronopatik olmayan Gaucher Hastaligi (GH) ile iliskili ‘hafif GBA1 mutasyonlari
(N370S) ve noéronopatik GH ile iliskili ‘agir’ GBA1 mutasyonlarinin (L444P ve D409H gibi), PH
olusturma riski, hastalik baslangic yasi, hastaligin prognozu ve semptomlarin ciddiyeti
acisindan farkh fenotipik etkileri oldugu bilinmektedir. PH’nin temel patolojik 6zelliklerinden
biri, dopaminerjik néronlarda Lewy cisimcikleri olarak bilinen oligomerik/fibriller a-siniklein-
pozitif inkllizyonlarin varhgidir. Tez calismasinda, a-siniikleinin hiicresel yikim mekanizmalari
arasindaki iliskiyi etkileyerek a-siniklein birikimine neden oldugu ve bdylece
norodejenerasyonda rol oynayabilecegi hipotezi kurulmustur. Bu dogrultuda, Tipl
(N370S/N370S genotipine sahip) ve Tiplll Gaucher hastalari (L444P/L444P ve D409H/D409H
genotiplerine sahip), bu hastalarin heterozigot zorunlu tasiyici aile bireyleri (N370S/-, L444P/-
ve D409H/- genotiplerine sahip), GBA1 mutasyonu tasimayan idyopatik PH hastasi, heterozigot
GBA1 mutasyonu tastyan (N370S/-) PH hastasi ve saglikli bireylerden olusan bir calisma grubu
olusturulmustur. Bireylerden elde edilen primer fibroblast hiicreleri yeniden programlanarak
indiklenmis pluripotent kok hiicrelere donustliriilmis ve sonrasinda dopaminerjik néronlara
farkhlastiriimistir. Elde edilen hiicre modellerinde a-sintiklein birikimi ve salinimi ile birlikte a-
sintkleinin yikimindan sorumlu Ubikitin-proteozom sistemi (UPS), saperon aracili otofaji (SAO)
ve makrootofaji mekanizmalarinin arastirilmistir. Hicrelerde monomerik a-siniikleinin
D409H/D409H GBA1 genotipine sahip hiicreler ile PH N370S/- hiicrelerinde birikim
gostermistir. Oligomerik a-sinikleinin ve hiicre disina salinan a-siniiklein ise ‘agir’ GBA1l
(D409H ve L444P) homozigot mutant hiicrelerde ve PH N370S/- hicrelerinde arttig
saptanmistir. ER stresinin ve total ubikitinlenme oranlarinin ‘agir’ (L444P ve D409H) homozigot
GBA1 mutasyonu olan hicrelerde ve PH bireylerin hicrelerinde anlamh sekilde arttig
saptanmistir. Kontrol hiicrelere kiyasla, tim GBA1l mutant hiicrelerde proteozom
aktivitelerinde anlamli sekilde azalma tespit edilmistir. Hiicrelerde SAO mekanizmasinda ‘hafif’
(N370S) homozigot GBA1 mutasyonuna sahip hiicrelerde aksakliklar oldugu tespit edilmistir.
Makrootofaji mekanizmasi incelendiginde, N370S/N370S ve D409H/D409H genotipine sahip
bireylerin hicrelerinde otofagozom olusumunun azaldigi, L444P/L444P genotipine sahip
bireyin hiicrelerinde otofagozom-lizozom flizyonunda bozukluklar oldugu tespit edilmistir. iPH
ile PH N370S/- hastalari kiyaslandiginda, PH N370S/- hicrelerinde hem otofagozom olusumu
hem de otofagozom-lizozom flizyonunda aksakliklar oldugu saptanmistir. ‘Agir’ GBA1l
mutasyonlarinin oligomerik a-siniiklein birikimi ve salinimini tetikleyerek hiicrelerde daha ¢ok
ER stresi ve makrotofaji mekanizmasini etkilemesi, bunun vyani sira ‘hafif GBA1l
mutasyonlarinin daha ¢ok monomerik a-sinlklein birikimi ve monomerik a-sintiklein
yikimindan sorumlu SAO mekanizmasini etkilemesi ‘hafif’ ve ‘agir’ GBA1 mutasyonlarina iliskin
klinik verilerin molekiler temelini aydinlatmaya yonelik 6n veri olusturmustur.

Anahtar Kelimeler:Glukoserebrosidaz-beta (GBA1), Parkinson Hastaligi, a-siniiklein, ubikitin
proteozom sistemi, saperon aracili otofaji, makrootofaji
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ABSTRACT

Onal, G. Investigation of the Effects of Glucosylceramidase-Beta Gene Mutations on a-
Synuclein Degradation Mechanisms in Dopaminergic Neurons. Hacettepe University,
Graduate School of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Medical Biology, Ankara, 2021.
Glucosylceramidase-Beta (GBA1) Gene Mutations are the most important risk factor identified
for Parkinson's Disease (PD). Clinically, 'mild' GBA1 mutations (such as N370S) associated with
non-neuropathic Gaucher Disease (GD) and 'severe' GBA1 mutations (such as L444P and
D409H) associated with neuropathic GD are known to have different phenotypic effects of
developing PD, age at disease onset, prognosis, and symptoms, in terms of severity. One of the
main pathological features of PD is the presence of oligomeric/fibrillar a-synuclein-positive
inclusions, known as Lewy bodies, in dopaminergic neurons. In this study, we hypothesized
that GBA1 mutations cause accumulation of a-synuclein by affecting the crosstalk between
cellular protein degradation mechanisms and cause neurodegeneration. Accordingly, Type |
GD patient (N370S/N370S genotype) and Type Il GD patients (L444P/L444P and D409H/D409H
genotypes), heterozygous obligatory carriers whom are the family members of these patients
(N370S/-, L444P/- and D409H/- genotypes), idiopathic PD patient without GBA1 mutation, PD
patient with heterozygous GBA1l mutation (N370S/-) and healthy individuals. Primary
fibroblasts obtained from individuals were reprogrammed into induced pluripotent stem cells
(IPSCs) and then differentiated into dopaminergic neurons. It was aimed to investigate the
ubiquitin-proteosome system (UPS), chaperone-mediated autophagy (CMA) and
macroautophagy mechanisms which are responsible for the degradation of a-synuclein and
thereby the accumulation and release of a-synuclein in these cells. Monomeric a-synuclein
accumulated in D409H/D409H GBA1 mutant cells and PH N370S/- cells, while oligomeric a-
synuclein and extracellular release of a-synuclein were found to be increased in 'severe' GBA1
(D409H and L444P) homozygous mutant cells and PH N370S/- cells. It was determined that ER
stress and total ubiquitination rates were significantly increased in cells with 'severe' (L444P
and D409H) homozygous GBA1 mutations and cells from PD patients. A significant decrease in
proteosome activities was detected in all GBA1 mutant cells compared to control cells.
Dysfunction in the CMA mechanism in cells with a 'mild' (N370S) homozygous GBA1 mutation
was detected. When the macroautophagy mechanism in iPSC derived dopaminergic neurons
was examined, it was determined that the formation of autophagosomes decreased in the cells
of individuals with the N370S/N370S and D409H/D409H genotypes, and there were defects in
autophagosome-lysosome fusion in the cells of the individuals with the L444P/L444P
genotype. When iPD and PD N370S/- patients were compared, it was found that there were
defects in both autophagosome formation and autophagosome-lysosome fusion in PD N370S/-
cells. 'Severe' GBA1 mutations affect more ER stress and macroautophagy mechanism in cells
by triggering oligomeric a-synuclein accumulation and release, while 'mild' GBA1 mutations
affect monomeric a-synuclein accumulation and CMA mechanism responsible for monomeric
a-synuclein degradation. These results may explain the molecular basis of the clinical PD data
ralated to 'mild' and 'severe' GBA1 mutations.

Key words: Glucocerebrosidase beta, Parkinson's Disease, a-synuclein, ubiquitin proteasome
system, chaperone-mediated autophagy, macroautophagy
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1. GIRiS

Parkinson hastaligr (PH), substantia nigra pars compacta'daki dopaminerjik
noronlarin dejenerasyonu ile karakterize edilen nérodejeneratif bozukluktur. PH ile iliskili
genetik faktorlerin yani sira, cevresel faktorlerin de hastaligin gelisiminde 6nemli rol
oynadigl bilinmektedir. Genetik faktorler arasinda, bugliine kadar PH ve diger
sinlkleopatiler i¢in tanimlanan en yaygin risk faktérinin, glukoserebrosidaz beta (GBA1)
genindeki mutasyonlar oldugu rapor edilmistir (1). GBA1 geni lizozomal bir asit hidrolaz
olan ve lizozomal glukozilseramidleri ve glukozilsfingozinleri par¢alayan Glukoserebrosidaz
(GCaz) enzimini kodlamaktadir (2). Homozigot GBA1 gen mutasyonlari durumunda, en sik
gorilen lizozomal depo hastaligi olan Gaucher Hastaligi (GH) tablosu ile karsilasiimaktadir.
Hem GH hastalarinda hem de GBA1l mutasyonu tasiyicilarinda PH gelistirme riskinde
anlaml artis oldugu rapor edilmistir (1). GBA1 mutasyonlarinin 20 ila 30 kat PH gelistirme
riski olusturdugu ve PH hastalarinin en az %7 ila 10'unun GBA1 mutasyonunlarina sahip
oldugu tahmin edilmektedir (1, 3, 4). GBA1 mutasyonlari ile iliskili PH hastalarinda, daha
erken hastalik baslangi¢c yasi ve daha fazla bilissel bozukluk egilimi gorilmektedir (1).
Yapilan klinik galismalar, GH nin néronopatik olmayan formu (GH1) ile iliskili ‘hafif’ GBA1
mutasyonlari ile GH’nin noéronopatik formlariyla (GH2 ve GH3) iliskili ‘agir’ GBA1l
mutasyonlarinin, PH semptomlari acgisindan anlamli farkhliklar goésterdigini rapor
etmektedir (5, 6). 'Hafif’ ve ‘agir’ GBA1 mutasyonlarinin PH olusturma riski, hastalik
baslangi¢ yasi, hastaligin prognozu ve semptomlarin ciddiyeti agisindan farkl fenotipik
etkileri oldugu gosterilmistir. S6z konusu klinik farklhiliklarin altinda yatan molekdler
mekanizmalar arastiriimaktadir.

GBA1 gen mutasyonlariile ile a-sintiklein birikimi arasindaki molekdler iliski ilk olarak,
GCaz substrati olan glukosilseramidin lizozomal birikiminin a-sintiklein birikimine yol
acabilecegini, bununla birlikte, hiicrede biriken a-sintikleinin de GCaz enziminin ER’den
lizozoma gecisini inhibe ederek enzim aktivitesinde azalmaya yol acabilecegini 6ne siren
‘cift yonll patolojik dongi’ ile aciklanmistir (7). Sonrasinda, GCaz ile a-sinliklein birikimi
arasindaki patolojik durumu aciklamaya yonelik olarak iki temel teoriyi destekleyen farkh
hipotezler 6ne surilmistir. GCaz fonksiyon kazanimi teorisine gore, GBAl gen

mutasyonlari sonucu olusan yanlhs katlanmis GCaz enziminin hicrede farkh fonksiyonlar



kazanarak lizozomal fonksiyon bozuklugu, ER stresinin artmasi, Ubikitin Proteazom Sistemi
(UPS) yolaginin ve otofaji mekanizmasinin bozulmasi gibi durumlara yol agarak a-siniiklein
birikimini tetikleyebilecegi 6ngorilmektedir (8, 9). GCaz fonksiyon kaybi teorisine gore ise,
GCaz fonksiyon eksikligi sonucu glukosilseramit birikiminin hiicresel lipit homeostazini
degistirerek a-siniikleinin lipitlere direkt olarak baglanarak cekirdeklenmesini, hiicre ici
trafigini ve lokalizasyonunu etkileyerek birikimine neden olabilecegi dusiniilmektedir (8,
9). Yapilan galismalarda, GCaz ve a-sinliklein birikimi arasindaki patolojik iliski kanitlanmis
olsa da, konuya iliskin hipotezler hala arastiriimaktadir.

Literatlirde, GCaz enzim eksikliginin hem Otofaji Lizozom Yolagi (OLY) hem de Ubikitin
Proteozom Sistemi (UPS) mekanizmalarinda fonksiyon kaybina neden oldugu rapor
edilmistir (10). Dolayisiyla, GBA1l mutasyolarinin hicresel yikim mekanizmalarini
etkileyerek protein homeostazini bozdugu ve a-siniiklein birikimine neden oldugu
duslnilebilir. Bu baglamda, tez ¢calismasinda néronopatik olmayan Gaucher Hastaligi ile
iliskili ‘hafif’ GBA1 mutasyonlari (N370S gibi) ve ndéronopatik olan Gaucher Hastaligi ile
iliskili ‘agir’ GBA1 mutasyonlarinin (L444P ve D409H gibi), a-sinlikleinin hiicresel yikim
mekanizmalari arasindaki iliskiyi etkileyerek a-sintiklein birikimine neden oldugu ve boylece
noronal dejenerasyonda rol oynayabilecegi hipotezi kurulmustur. Bu dogrultuda, nérolojik
tutulumu olmayan Tip | (N370S/N370S genotipine sahip) ve norolojik tutulum gosteren Tip
Il GH hastalari (L444P/L444P ve D409H/D409H genotiplerine sahip), bu hastalarin
heterozigot zorunlu tasiyici aile bireyleri (N370S/-, L444P/- ve D409H/- genotiplerine sahip),
idyopatik Parkinson hastasi, heterozigot GBA1 mutasyonu tasiyan (N370S/-) Parkinson
hastasi ve saglikli bireylerden olusan bir ¢alisma grubu olusturulmustur. Calismada;

e Calisma grubundaki bireylerden elde edilen primer fibroblast hiicrelerinin yeniden
programlanarak indliklenmis pluripotent koék hiicrelere cevrilmesi ve daha sonra
dopaminerjik noron kiltirlerine farkhlastiriimasi,

* GBA1 mutasyonlarinin GCaz enzim aktivitesi, ifadesi ve yerlesimine etkilerinin iPKH
kokenli dopaminerjik néron kiltirlerinde degerlendirilmesi,

*iPKH kokenli dopaminerjik néron kiltirlerinde monomerik ve birikime yatkin

oligomerik a-sintklein birikimin arastiriimasi,



¢ iPKH kokenli dopaminerjik noron kiltlrlerinde GBA1 mutasyonlarinin a-sintkleinin
hiicre disina salinimina etkilerinin arastiriimasi,

¢ iPKH kokenli dopaminerjik néron kiltirlerinde GBA1 mutasyonlarinin ER stresi ve
Ubikitin proteozom aracili yikima etkilerinin arastiriimasi,

*iPKH kokenli dopaminerjik néron kilturlerinde GBA1 mutasyonlarinin a-sintklein
yikimindan sorumlu otofajik yolaklar olan saperon aracili otofaji ve makrootofaji aracih
yikima etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Elde edilen verilere gore, ‘hafif’ ve ‘agir GBA1 mutasyonlari durumunda, hem a-
sintklein birikim ve saliniminda hem de a-sinikleinin yikim mekanizmalarinda farkhliklar
gorilmesi, farklh GBA1 mutasyonlarinin PH semptomlarinda tespit edilen farkliliklar

anlamak adina 6n veri saglamaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. GBA1 geni ve B-Glukoserebrosidaz enzimi

B-Glukoserebrosidaz enzimini kodlayan GBA1 (GTP binding protein type Al)
geni, yaklasik ~7,6 kb uzunlugundadir ve 11 ekzondan olusmaktadir (11). GBA1 geni,
gen acisindan zengin bir bolge olan kromozom 1g21 bolgesinde yer almaktadir.
Simdiye kadar GBA geninde nokta mutasyonlari, ¢erceve kaymasi mutasyonlari,
splicing mutasyonlari ve pseudogen dizilerini de kapsayan rekombinant alleller dahil

olmak Uzere 400’den fazla farkli mutasyon tanimlanmistir (12).

GBA1 geni tarafindan kodlanan B-Glukoserebrosidaz (veya asit B-glukosidaz,
EC: 4.2.1.25) (GCaz) enzimi, 497 amino asitten olusan bir lizozomal asit hidrolazdir.
GCaz enziminin asil islevi, lizozomal glukoserebroziti seramit ve glukoza
indirgemektir, ayni zamanda enzimin glukozilsfingosin ve potansiyel olarak diger B-
glukozitleri de parcaladigi bilimektedir (2). Ayrica, GCaz enziminin transglikozilasyon
aktivitesi ile sterilglikozit sentezini gergeklestirdigi ve kolesterol metabolizmasinda rol
oynadigl da gosterilmistir (13). GCaz enzimi, Endoplazmik retikulumda (ER)
sentezlenerek lizozomal integral membran protein-2 (LIMP2) araciligi ile lizozoma
tasinmaktadir. Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar, LIMP2 aracili bu tasinmanin
mannoz-6-fosfat yolagindan bagimsiz gerceklestirildigini gdstermistir (11). Lizozoma
tasinmasi sirasinda, GCaz cesitli modifikasyonlara ugramaktadir. iki fonksiyonel ATG
baslatma bolgesine sahip olan GCaz, 536 veya 516 aa uzunlugunda kopyalanmaktadir
ve daha sonra 19 aa veya 39 aa uzunlugunda lider peptit dizilerinin kesilmesi ile
fonksiyonel 497 aa uzunlugundaki enzime dénistirilmektedir (14). Lizozomun asidik
limenine ulastiginda aktivator proteini sapozin C ile etkileserek aktif hale gelen GCaz
enzimi, substratlari olan glukozilseramit ve glukozilsfingozini hidrolize ederek glukoz,

seramit ve sfingozine parcalamaktadir.

GCaz enzimi 3 domaine sahiptir (15): Domain-1, (rezidii 30-75 ve 431-497) bir
antiparalel B-tabakadan olusmaktadir. Domain-2, (rezidi 30-75 ve 431-497)

immunoglobulin (Ig) katlanmasina benzeyen 8 iplikli bir beta varil yapisina sahiptir.



Domain 3 (rezidi 76-381 ve 416-430), aktif bolgeyi iceren bir (B/a)s triozfosfat
izomeraz (TIM) varil yapisindan olusmaktadir. Domain 3 igerisinde yer alan Glu 340
ve Glu 235 rezidllerinin meydana getirdigi ‘katalitik ¢ift’, enzimin aktif bdlgesini

olusturmaktadir (16).

GBA1 gen mutasyonlari, otozomal resesif gecisli lizozomal depo hastaligi olan
Gaucher Hastaligi'na (GH, OMIM #230800, #230900, and #231000) neden
olmaktadir. Gaucher Hastalig’'nin prevalansi yaklasik 1: 100.000'dir ve insidansi
1:40.000 ila 1:60.000 arasinda degismektedir (17). GH’de, GCaz enzim eksikligine
bagh olarak o6zellikle makrofaj hiicrelerinin lizozomlarinda substrat birikimi
gorilmektedir. Substrat birikimi nedeniyle mega boyutlarda lizozomlara sahip olan
makrofaj hiicrelerine ‘Gaucher hiicreleri’ denilmektedir (18). Gaucher hiicrelerinin
karaciger, dalak, akciger, bobrek ve beyin gibi cesitli dokulara infiltrasyonu
sonucunda, hepatosplenomegali, anemi, trombositopeni, iskelet ve kemik tutulumu
ile norolojik semptomlar gibi klinik belirtiler ortaya c¢ikmaktadir. Norolojik
semptomlarin varligina ve siddetine gére Gaucher Hastalig klinik agcidan 3 alt tipe
ayrilmaktadir: Tip | (n6ronopatik olmayan form, GH1), Tip Il (akut infantil-néronopatik
form, GH2) ve Tip Il (kronik-néronopatik form, GH3) (19). Tip I; hematolojik
semptomlar, organomegali ve kemik tutulumu ile karakterizedir ve tim GH
vakalarinin yaklasik %90-95’ini kapsamaktadir. GH1 hastalari ndérolojik tutulum
gostermemekle birlikte, diger klinik veriler asemptomatik bulgulardan agir organ ve
kas tutulumuna kadar yiksek heterojenite gostermektedir (20). Bazi vakalar yasam
boyunca 'asemptomatik' kalabilir. Tip Il en siddetli nérolojik semptomlarin gérildigi
klinik formdur ve genellikle yasamin ilk iki yilinda 6liimle sonuglanmaktadir (21). Tip
lll, organomegali, bilissel problemler, g6z hareketi anormallikleri, nébetler ve kemik
tutulumu da dahil olmak lizere ¢esitli semptomlara sahip ge¢ baslangicl néronopatik
formdur. Gaucher Hastaligi’'nda goriilen multisistemik semptomlar, ¢cogu zaman
vakalarin net bir sekilde klinik alt tiplerine (GH1, GH2 ve GH3) siniflandirilmasina
engel olacak derecede genis bir fenotipik cesitlilik sunmaktadir (22). Bu durumda

gorulen fenotipik slreklilik (phenotypial continuum) olgusunun, Gaucher Hastalig



fenotipi Uzerinde cevresel faktorler ve/veya modifier genlerin etkisi sonucunda

ortaya ¢ikabilecegi konusunda galismalar devam etmektedir (23) (Sekil 2.1.).

Tip | Tip Il Tipll

Hidrops
fetalis

T 4 4
Asemptomatik T f
u

iskelet tutulum
Organ tutulumu s R
Konjenital iktiyoz
Nérolojik tutulum
ilerleyici nérodejeneratif
dejenerasyon

Parkinsonizm
belirtileri Miyoklonik
epilepsi

Hidrosefali, kalp
kapakgiklarinda kalsifikasyon Gz hareket
bozuklugu

Sekil. 2.1. Gaucher Hastalgi’'nda gorilen fenotipik streklilik spektrumu (22).

Gaucher Hastalig’'nda farkl polpilasyonlarda farkli frekanslarda gorilse de,
en sik goriilen mutasyonlar C.1226A > G (N370S), c.1448T > C (L444P), C.84dupG
(84GG) null mutasyon, rekombinant allel mutasyonlari (c.115 + 1G >A (IVS2 + 1) ve
c.1263del + RecTL gibi) ve ¢c.1342G > C (D409H) olarak tespit edilmistir (9, 12, 24).
Gaucher Hastaligi’'nda goriilen klinik heterojenite nedeniyle kesin bir genotip-fenotip
korelasyonundan bahsedilememektedir. Fakat, Gaucher Hastalig§’'na neden olan
belirli GBA mutasyonlari, iliskili olduklari GH klinik alt tiplerine gore ‘hafif’ veya ‘agir’
mutasyonlar olarak siniflandirilabilmektedir. ‘Hafif’ GBA mutasyonlari arasinda en
yaygin goriilen N370S mutasyonu, GH klinigi acisindan norolojik bulgularin olmadigi
daha hafif bulgularla ve hatta bazen asemptomatik olarak seyreden hastalik
fenotipine neden olmaktadir (25). Diger yandan, ‘agir’ GBA mutasyonlari (6rnegin
84GG, L444P ve D409H), bebeklik ve cocukluk déneminde gorilen erken hastahk

baslangic yasi, hizli prognoz, daha kisa yasam siresi beklentisi ve daha siddetli



norolojik ozelliklerin (GH2 ve GH3 alt tiplerinde oldugu gibi) ortaya ¢ikmasiyla
iligkilidir (26).

Gaucher Hastaligi ile iligkili ‘hafif” semptomlara neden oldugu bilinen N370S
mutasyonu, GCaz enziminin Domain | ve Domain Il arasindaki ‘loop 3’ adi verilen a
helikal bolgesinde gerceklesmektedir (27). Rezidi 370 enzimin aktif bolgesinden uzak
olmasina ragmen, bulundugu bolgede olusturdugu hidrojen bagi etkilesimleri ile
substrat baglanmasini etkileyerek enzimin aktif bdlgesinin yapisinin korunmasina
katkida bulunabilecegi dustiniilmektedir (28). Rezidii 370’te bulunan Asparjin, Serine
degistiginde, ‘loop 3’ bolgesindeki stabilitenin azalmasi sonucu substratin enzime
baglanmasi engellenmektedir (28). N370S mutasyonunun enzimin yapisinda
degisikliklere neden olmaktan ziyade, substrat baglanmasini engelleyerek patolojiye
neden olabilecegi distinidlmektedir. ‘Agir’ klinik semptomlar ve siddetli noérolojik
belirtilerle ile iliskilendirilen L444P mutasyonu, Domain II’'nin TIM varil motifi ile
etkilesimde oldugu hidrofobik kor bolgesinde gerceklesmektedir. Rezidli 444’(in yer
aldigi Domain II’'nin enzimin aktif bolgesinden uzak oldugu bilinmekle birlikte, enzimin
koaktivatori olan Saposin C ile etkilesiminin bu bdlgeden olabilecegi tahmin
edilmektedir (27). L444P mutasyonu durumunda, rezidi 444’te yer alan |6sinin
proline degisiminin, Domain Il'deki kor boélgenin hidrofobisite 06zelliginde
degisikliklere neden olarak GCaz enziminin yapisinda bozulmalara neden olabilecegi
ve mutasyonun enzimin yikimi ile sonuglanabilecegi bildirilmistir (28, 29).
Noronopatik GH'ye neden oldugu bilinen ‘agir’ mutasyonlardan bir digeri olan D409H
mutasyonunun gerceklestigi Asparjin 409 rezidiisii, Domain I'de yer almaktadir ve
Serin 97 rezidiisU ile hidrojen bagi etkilesiminde bulunmaktadir. D409H mutasyonu
durumunda, Asp rezidlisi yerine kodlanan His rezidisli, Prolin 98-99 rezidileri ile
etkilesime girerek yapisal olarak ¢ok kati bir form ile sonuclanmaktadir ve bu nedenle
Domain l'in yapisal stabilitesinin azalmasina neden olmaktadir (29). Dolayisiyla,
D409H mutasyonu sonucunda yanlis katlanmis enzimin ER’de tutulumunun arttigi ve

enzimin yikimi ile sonuglandigi bildirilmistir (30).



2.2. a-sintklein

a-sinliklein proteini, kromozom 4q22.1 bdlgesinde yer alan SNCA geni
tarafindan kodlanmaktadir. SNCA geni yaklasik 114 kb. uzunlugundadir ve 6 ekzondan
olusmaktadir (31). 14,4 kDa agirliginda, 140 amino asitten olusan ve yogunlukla
merkezi sinir sistemi (MSS) olmakla birlikte, gelisimsel stregte kirmizi kan hicreleri,
kas, karaciger, akciger ve kalp gibi dokularda da ifade olan sitoplazmik bir proteindir
(32, 33). SNCA geni tarafindan kodlanan a-siniiklein proteini, a, B ve y sintkleinlerden
olusan sinliklein ailesine dahildir (34). a-sinliklein ve B-siniklein dncelikle beyinde
bulunurken, y-sintikleinin neoplastik dokularda bulundugu bilinmektedir (35). a-
sintklein, beyinde 6zellikle neokorteks, hipokampis, substantia nigra (SN), talamus
ve serebellum bolgelerinde ifade edilmektedir (36). Beyindeki total sitozolik
proteinlerin %1’ini a-sinlklein olusturmaktadir ve bu nedenle 6zellikle néronal
fonksiyonlarda o6nemli roli olabilecegi distnidlmektedir (37). Pre-sinaptik
terminallerde vyerlesim gosteren a-sinlikleinin, vezikiil organizasyonu, vezikiil
tasinmasi, endositoz gibi fonksiyonlari araciligiyla sinaptik transmisyonda ve néronal
plastisitede roli oldugu distnilmektedir (38). Bunun disinda, a-sintikleinin dopamin
sentezinden sorumlu tirozin hidroksilaz enzimi ile dopamin transportundan sorumlu
VMAT2 (dopamine-transporting vesicular transporter-2) proteininin ifade ve
aktivitesini etkileyerek dopamin homeostazinda kritik rol oynadigi bilinmektedir (39-
41). Ek olarak, a-sintkleinin fosfolipitlere baglanmasi ve A2 sinifi apolipoproteinlerle
benzerlik gostermesi nedeniyle hiicresel lipit biyogenezi ve tasinmasinda da roli

olabilecegin disunilmektedir (42-44).

a-sinlikleinin yapisi, lizin acisindan zengin amfipatik bir N-terminali (rezidi 1-
60), NAC bolgesi (non-amyloid 8 component of plaques) (rezidii 61-95) ve C terminali
(rezidii 96-140) olmak lizere 3 domainden olusmaktadir (45). N-terminali tekrarlayan
KTKEGV hekzamerik konsensus motifi icermekte ve bu motifler araciligiyla amfipatik
a-heliks yapisi olusturarak lipitlere baglanabilmektedir (46). Otozomal dominant PH
formlariyla iliskili SNCA gen mutasyonlarin timiiniin N-terminal domainde yer aldigi

tanimlanmistir. Bu nedenle N-terminal domaini a-sintikleinin birikimi ile iligkili



patolojide 6nemli rol oynamaktadir (47). NAC domaini, proteinin B-tabakasi yapisi
olusturabilme 06zelligine sahiptir. Proteinin birikime yatkinligina neden olan ve
protofibril/fibril olusumuna yol acan oldukca hidrofobik bir diziden olusmaktadir (48).
C-terminal domaini ise, a-sinlkleinin protein-protein etkilesimleri araciliglyla saperon
benzeri aktivitesini gergeklestirdigi domain olarak duslintilmektedir. Ayrica, C-
terminal domainin kesilmesi sonucu olusan protein Urinlerinin agregasyon ile iliskili
olabilecegi ileri sirtlmustir (49). a-sindkleinin agirlikh olarak katlanmamis
konformasyonda bulunmasi nedeniyle 6zellikle C-terminal boélgesinde fosforilasyon,
asetilasyon, nitrasyon ve ubikitinlenme gibi c¢esitli translasyon sonrasi
modifikasyonlara acik halde bulundugu bilinmektedir (50). C terminalinde, ozellikle
Serin 129'un fosforilasyonu, artan agregat olusturma egilimi ile iliskilendirilmistir (51).
Saglikh beyin dokusunda, a-sinlikleinin fosforillenme orani %4 iken Parkinson
Hastaligi (PH) hastalarinin beyin dokularinda a-sinlkleinin ubikitinlenme orani
%90’lara kadar cikmaktadir (52). Yapilan calismalarda, hem PH hastalarinin beyin
dokularinda hem de hayvan modellerinde fosforillenmis a-sinlkleinin anormal
birikimi gosterilmistir (53, 54). Bu durumda, C-terminalinde gergeklesen translasyon
sonrasli modifikasyonlar ile Lewy cisimcigi olusumu ve nérodejenerasyona arasinda

potansiyel olarak 6nemli bir iliski oldugunu gosterilmistir.

a-sinlikleinin hiicrede bulundugu yapisal formu hakkinda literatiirde farkh
bulgular bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar, sitozolik a-sinlikleinin hicrede agirlikl
olarak katlanmamis monomer yapida bulundugunu one sirerken, alternatif
hipotezler, a-sinlikleinin hilicrede biyolojik membranlarla etkilesime girerek
tetramerik alfa-helikal oligomer yapisinda bulunabilecegini 6ne siirmektedir (55-57).
Bu durum, proteinin bahsedilen dinamik yapisina bagh olarak farkh hiicresel
lokasyonlarda farkli fonksiyonlara sahip olabilecegini distndiirmektedir (58, 59).
Ayrica, a-sintkleinin, belirli stres kosullari altinda veya diger proteinler, 6zgul
ligandlar ve lipitler gibi molekillerle etkilesime girdiginde c¢o6ziinebilir
oligomer/protofibril ve ¢ozlinebilir olmayan fibriler formu gibi farkl stabil yapilarda
bulunabilecegi bilinmektedir (60). Oligomerik formlarin uzamasi sonucunda olgun

amiloid fibrillerine donlsmektedir. Fibriller daha sonra Lewy cisimcigini
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olusturmaktadir ve ayrica Lewy cisimcikleri prion-benzeri yayillim ile baska hiicrelere
transfer edilebilmektedir (50, 61).Hlicrede a-sinlikleinin farkli yapisal formlari
arasinda korunan bir denge bulunmaktadir (Sekil 2.2.). Bu denge, proteinin yapimi,
birikimi, salinimi ve yikimi arasindaki iliski ile saglanmaktadir (62). Oksidatif stres,
gentik mutasyonlar, translasyon sonrasi modifikasyonlar, hicresel pH degisikligi,
proteolitik mekanizmalar, hiicre igi lipit kompozisyonu, metal iyonlarinin varligi gibi
pek c¢ok etken a-sinlkleinin protein yapisini etkileyerek bu dengeyi
degistirebilmektedir (63). Hicre ici bu etkenlerde olusabilecek degisiklikler, a-
sinlikleinin toksik oligomerik ve/veya fibriler yapida birikimine neden olmaktadir (34).
Literatirde, monomerik ya da tetramerik a-sintikleinin toksik olmadigi, fakat a-
sintiklein oligomerleri ve protofibrillerinin a-sinliklein toksisitesinden sorumlu olan

fomlar oldugu bildirilmistir (63).

birikime yatkin
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Sekil 2.2. a-sintkleinin yapisal formlarinin sematik gosterimi.

a-sinliklein birikiminin yani sira, bu proteinin hicrelerarasi transferi de PH
patolojisinde dnemli rol oynamaktadir. a-siniikleinin hem insan plazmasi ve beyin
omurilik sivisi gibi in vivo kosullarda (64, 65) hem de in vitro kosullarda néronal
kiltarlerin  besiyerlerinde tespit edilmesi (66), a-sinlkleinin hiicre disina
salinabilecegi goristiine kesinlik kazandirmistir. Ayrica, agregat formundaki a-
sinlikleinin diger hiicrelere ‘prion-benzeri’ sekilde transfer edildigi gosterilmistir (67,
68). a-sindklein yayiliminin kesin mekanizmasi hentliz tam olarak anlasilamamis olsa

da, bu konuda 6ne siiriilen farkli mekanizmalar bulunmaktadir. Hiicreici a-sintkleinin
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eksozom benzeri vezikiller icerisinde hiicre disi bosluguna salindigi bildirilmistir (69,
70). a-sintikleinim eksozomal saliniminin yani sira, serbest oligomerik formlarinin da
hicre disina salinabildigi rapor edilmistir (71). Literatiirde, bircok calisma salinan a-
sinlikleinin baska hiicreler tarafindan hicre igerisine alindigini géstermistir (66, 67,
72). a-sindkleinin hicre icerisine alinmasinin klasik endositoz yolagi araciligiyla
gerceklestigi gdsterilmistir (73, 74). One siiriilen diger mekanizmalar ise, sitozolik a-
sinliklein agregatlarinin hiicrelerarasi aktariminin iki hiicreyi birbirine baglayan tinel
benzeri nanotlp yapilar araciligiyla gerceklestiriebilecegini ileri sirmektedir (75).
Ayrica ¢alismalar, monomerik a-sintklein molekiillerinin membranlar ve lipitler ile
etkilesime girerek pasif diflizyon yoluyla potansiyel olarak hiicrelere girebilecegini
bildirmektedir (76, 77). a-sinlikleinin hiicre disina salinmasi ve diger hicreler
tarafindan hicre igerisine alinmasinin; PH patolojisinin ilerlemesi, inklizyon
cisimciklerinin yayillmasi, nérodejenerasyon ve néroinflamasyon gibi 6nemli etkilere
neden olabilecegi yapilan calismalarda kanitlanmistir (68, 78-80). Hiicre disina salinan
a-sinlikleinin bazi kosullarda da proteolitik enzimlere yikildigi veya mikroglia ve
astrositler tarafindan alinir ve lizozomlarin iginde pargalandigi da rapor edilmistir (77,
81). Ayrica, hiicrelerde oksidatif stres (82), lizozomal yikim bozukluklari (70) ve GCaz
enzim eksikligi (83) gibi belirli stres kosullari altinda a-sintikleinin diger hiicrelere
iletiminin 6nemli olglide arttigi ve bu kosullarin hastalik patolojisinin ilerlemesini
etkiledigi gosterilmistir. Dolayisiyla, PH patolojisinin anlasilabilmesi igin, a-sintklein
birikiminin yani sira, salinimi ve salinimini tetikleyen kosullarin anlasiimasi, hastaligin

molekiler temellerinin anlasilabilmesi agisindan biyik 6nem tasimaktadir.

a-sinliklein  birikimin, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, ER stresi,
noroinflamasyon, Ubikitin Proteozom Sistemi (UPS) bozukluklari, Otofaji-lizozom
yolagi bozukluklari gibi cesitli PH iliskili patolojik basamaklarla baglantili oldugu
bilinmektedir (84, 85). Bu yolaklarla iliskili olarak da, a-sinlkleinin hiicre ici diger
kompartmanlarla iliskisi 6nem arz etmektedir. Ozellikle lipit baglanma dzelligine sahip
a-sinlikleinin hiicresel pekcok farkli kompartmanla iliskisi oldugu gosterilmistir. PH
patolojisinde édnemli roli olan mitokondriyal fonksiyon bozukluklarina iliskin olarak,

a-sinlikleinin mitokondriyal membranlara yiksek afinite gostermesi (86), hiicresel



12

mitokondriyal fraksiyonlarda a-sintikleinin tespit edilmesi (87), mitokondri i¢ zari ve
dis zarinda vyerlestiginin (88) ve mitokondriyal komplekslerde fonksiyon
bozukluklarina neden olarak oksidatif stres gibi silireclerde rol oynadigi (89)
gosterilmistir. Hep birlikte ele alindiginda bu veriler, a-siniikleinin PH'deki
mitokondriyal fonksiyonda onemli roli oldugunu gostermektedir. Endoplazmik
retikulum, hiicrede lipit sentezi, protein sentezi, katlanma gibi gorevlerde rol
oynamaktadir. Protein sentezi sonrasi yanlis katlanmis proteinler yikilmasi
gerektiginde katlanmamis protein yaniti mekanizmasini aktive ederek proteozomal
yikimi tetiklemektedir. Yapilan bazi ¢alismalar oligomerik a-sinikleinin ER'de
biriktigini ve boylece PH'yi tetikledigi bildiriimektedir (90, 91). Yapilan calismalarda,
lizozomal fonksiyon bozukluklari, oksidatif stres ve apoptoz gibi hiicresel stres
durumlarinda a-sintikleinin ¢ekirdege tasindigi da rapor edilmistir (92, 93). Ayrica,
hicrede otofaji-lizozom yolaginin da a-sintklein ile iliskili oldugu bilinmektedir.
Ornegin, hiicresel a-sintikleinin birikiminin vezikiiler trafikte gérev alan Rab ailesi
proteinlerinden RablA’yi inhibe ederek otofagozom olusumunu inhibe ettigi
gosterilmistir (94). Yine, a-sintlikleinin A30P mutant formunun da dopaminerjik
noronlarda makrootofaji mekanizmasini inhibe edebilecegi rapor edilmistir (95). a-
sintkleinin hiicrede pekg¢ok farkli kompartmanla etkilesim halinde olmasi PH
patogenezinin farkl yolaklarla iliskili olabilecegini diistindiirmektedir ve bu protein-
organel etkilesimlerinin aydinlatiimasi hastalik patogenezinin anlasiimasi agisindan

blyik 6nem tasimaktadir.

2.3. Parkinson Hastaligi'nda GBA1’in Olasi Patolojik Mekanizmalari

Parkinson hastaligi (PH), orta beyinde 06zellikle substantia nigra'da Lewy
cisimciklerinin varligi ve dopaminerjik ndronlarin kaybi ile karakterize nérodejeneratif
bir hastaliktir. ilk olarak 1817'de James Parkinson tarafindan klinik olarak tanimlanan
PH, kas titremeleri ve sertligi, bradikinezi ve denge kaybini iceren motor
semptomlarin yani sira kabizhk ve REM uyku bozuklugu gibi motor olmayan

semptomlar da sergilemektedir (96, 97). PH c¢ogunlukla cevresel faktorlerin ve
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yaslanmanin ana risk faktorleri oldugu sporadik bir hastalik olsa da, hastalarin yaklasik
%15’inde aile oOykisu goriilmekte ve hastalarin %5-10'u klasik Mendel kalitim
modelini takip etmektedir (98). PH’ye neden olan genetik faktorlere iliskin yapilan
calismalarda monogenik ailevi PH formlarina neden olan pek ¢ok gen tanimlanmistir
(99). Bu genlerden SNCA ve LRRK2 gibi genler otozomal dominant kaltimla
iliskilendirilirken, Parkin, PINK1, DJ1 ve ATP13A2 gibi genler otozomal resesif kalitilan
formlarla iligskilendirilmistir (99). Monogenik formlarla iliskilendirilen genlerin yani
sira, PH'de GWAS calismalari sonucu risk faktéri olan genler tanimlanmistir. PH
patolojisinde rol oynayan en 6nemli faktorlerden biri de bir lizozomal asit hidrolaz
olan GCaz enzimini kodlayan GBA1 geni ve a-siniiklein arasindaki iliskidir. GBA1 gen
mutasyonlarinin Parkinson Hastaligl ve diger sinlkleopatiler icin en onemli risk
faktoriu oldugu bilinmektedir. Bu iliski ilk olarak, Gaucher hastalarinda norolojik
tutulum ile birlikte tremor, rijidite ve bredikinezi gibi PH ile iliskili klinik semptomlarin
gorilmesiyle anlasilmistir (100-102). Yapilan noropatolojik analizler, Gaucher
hastalarinin beyin kesitlerinde a-sintklein pozitif Lewy cisimcigi olusumu oldugunu ve
mutant GCaz enziminin a-siniklein pozitif Lewy cisimcikleri igerisinde yer aldigini
gostermistir (103). Uluslararasi diizeyde yapilan genis 6lcekli, cok merkezli genetik
kohort calismalari, Parkinson Hastalarinda GBA1l gen mutasyonlarinin gorilme
sikhiginin kontrol popilasyona gore anlamli olarak daha yiiksek oldugunu ve GBA1 gen
mutasyonlari varliginda hastalik fenotipinin daha erken ortaya ¢iktigini gdstermistir
(1, 3, 4). Parkinson hastalarinin GBA1 gen mutasyonu tasima oraninin farkli etnik
gruplarda farkliliklar gosterse de, tasiyicilik frekansinin Agskenazi yahudilerinde %31,
diger toplumlardaise %12’'ye kadar ¢ikan oranlarda mevcut oldugunu gostermektedir
(104). Kontrol gruplarda ise bu oranlar Askenazi yahudilerinde %3, diger toplumlarda
ise %1 oraninda gorilmektedir (1). Diger yandan, yiksek 6lcekli kohort ¢calismalari,
GBA1 gen mutasyonlari varliginda PH gelistirme olasiliginin anlaml derecede
yikseldigini ortaya koymaktadir. Hem Gaucher hastalarinin hem de bu hastalarin
birinci derece zorunlu tasiyici akrabalarinin, normal popiilasyona gore cok daha
yuksek PH insidansi gosterdigi bildirilmistir (102, 105, 106). Kontrol populasyon ile

karsilastirildiginda, heterozigot GBA1 gen mutasyon tasiyicilarinin PH gelistirme
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riskinin 5 kat, homozigot GBA1 gen mutasyona sahip bireylerdevise bu riskin 10 ila
20 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (1, 107, 108). Tum bu klinik, genetik ve
noropatolojik gdzlemler, GBA1 gen mutasyonlarinin Parkinson Hastaligl ve diger
sinlikleopatiler icin en 6nemli risk faktori oldugunu ve a-sintiklein ile GCaz proteini

arasindaki iliskinin patogenezde roli olabilecegini gostermektedir.

Son yillarda vyapilan genis 06lgekli klinik tarama c¢alismalari, GBAl1l gen
mutasyonlarinin siddeti ile Parkinson Hastaligi semptomlarinin ciddiyeti arasinda
olasi bir genotip-fenotip korelasyonu oldugunu gostermistir. Yapilan ¢alismalar, agir
GBA1 gen mutasyonlari tasiyicilarinin, hafif GBA1 gen mutasyonlari tasiyicilarina
kiyasla yaklasik 3 ila 4 kat daha yiksek PH gelistirme riskine sahip oldugu ve hastalik
baslangic¢ yasinin bu hastalarda yaklasik 5 yil daha erken oldugu rapor edilmistir (5).
Ayrica, agir GBA1 gen mutasyonlarina sahip Parkinson hastalarinin, hafif GBA1 gen
mutasyonuna sahip hastalara kiyasla daha yiksek Birlesik Parkinson Hastalig
Derecelendirme Olcegi (UPDRS) puanlarina sahip oldugu, daha yiiksek oranda REM
uykusu davranis bozuklugu ve hallsinasyonlar gosterdigi rapor edilmistir (6). Ayrica,
agir GBA1 gen mutasyonlarina sahip Parkinson hastalarinda daha fazla motor-
olmayan semptomlar ve depresyon gorildigi saptanmistir (6). Bahsedilen genotip-
fenotip korelasyonunun altinda yatan molekiiler mekanizmalarin arastiriimasi, GBA1
gen mutasyon tastyicilarinin genetik ve klinik takibi ile PH patofizyolojisinin

anlasilmasi agisindan blytk 6nem tasimaktadir.

GBA1 gen mutasyonlari ile iliskili n6rodejenerasyonun molekiiler temelleri ile
ilgili olarak cok cesitli hipotezler 6ne slrilmektedir. GCaz enzimi ile a-sintklein
birikimi arasindaki iliski ilk olarak Mazzulli ve arkadaslari tarafindan, GCaz substrati
olan glukosilseramidin lizozomal birikiminin a-sintklein oligomerlerini stabilize
ederek birikimine yol acabilecegini gdstermistir (7). Bununla birlikte, hiicrede biriken
a-sinlikleinin  GCaz enziminin ER’den lizozoma gecisini inhibe ederek enzim
aktivitesinde azalmaya yol acabilecegini rapor etmistir (7). Bu nedenle, GBA1 gen
mutasyonlariile a-sinliklein birikimi arasinda ¢ift yonli patolojik bir dongii olabilecegi

hipotezi ileri sirilmistiir. Onerilen hipotez, sonraki arastirmalar tarafindan
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desteklenmistir. Ornegin, a-siniikleinin asiri ifadesinin, hem in vivo hem de in vitro
modellerde GCaz aktivitesinin azalmasina neden oldugu gosterilmistir (109, 110).
Ayrica, GBA1l gen mutasyonu tasima durumundan bagimsiz olarak Parkinson
hastalarinin beyin dokularinda, periferik kan o6rneklerinde ve beyin omurilik
sivilarinda GCaz seviyelerinin anlaml sekilde azaldig1 gosterilmistir (111, 112). Bu
calismalar, GBA1 ile iliskili PH'nin altinda yatan mekanizmayi kismen agiklayabilen a-
sintklein ile GCaz arasinda norotoksik bir dongli oldugunu gosterse de, bu iliskiye

neden olan yolaklar ile ilgili calismalar devam etmektedir.

GCaz ile a-sintklein birikimi arasindaki patolojik durumu agiklamaya yonelik
olarak farkh hipotezler 6ne sirilmistir. Bunlar arasinda, hem GCaz enziminin
fonksiyon kazanimi hem de fonksiyon kaybina iliskin teoriler bulunmakla birlikte, her
iki teorinin de agiklayamadigi durumlar bulunmaktadir. GCaz fonksiyon kazanimi
hipotezine gbre, GBA1 gen mutasyonlari sonucu olusan yanlis katlanmis GCaz
enziminin lizozomal fonksiyon bozuklugu, ER stresinin artmasi, Ubikitin Proteazom
Sistemi (UPS) yolaginin ve otofaji mekanizmasinin bozulmasi gibi durumlara yol
acarak a-sintklein birikimini tetikleyebilecegi dngorilmektedir (8, 9). GCaz fonksiyon
kaybi hipotezine gore ise, GCaz fonksiyon eksikligi sonucu glukosilseramit birikiminin
hiicresel lipit homeostazini degistirerek a-sinlkleinin lipitlere direkt olarak
baglanarak cekirdeklenmesini, hiicre igi trafigini ve lokalizasyonunu etkileyerek
birikimine neden olabilecegi distintilmektedir (8, 9). Yapilan ¢alismalarda, GCaz ve a-
sintklein birikimi arasindaki patolojik iliski kanitlanmis olsa da, hala bu durumun
nedeni tam olarak aciklanamamakla birlikte konuya iliskin cesitli hipotezler 6ne
surilmustilir. GCaz ile a-sinliklein birikimi arasindaki patolojik duruma iliskin ortaya

atilan hipotezler Sekil 2.3’te 6zetlenmistir.
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Sekil 2.3. a-sindklein birikiminde B-Glukoserebrosidaz (GCaz) enziminin potansiyel
rollerini aciklamaya yonelik 6ne sirilen hipotezler gosterilmektedir. (A) Azalan GCaz
aktivitesi, otofagozomal fonksiyonun azalmasina yol acabilir, bu da protein ve
mitokondriyal yikimin azalmasi ile artan a-siniklein seviyelerine neden olmaktadir.
(B) GCaz enzim aktivitesindeki azalma, hticresel lipit profilini degistirerek a-sintklein
cekirdeklenmesini tetiklemektedir. (C) GBA1 gen mutasyonlarinin varligi sonucunda,
katlanmamig GCaz enzimi ER stres sinyallerinin aktivasyonuna yol acarak ER ile iliskili
UPS yolaginda aksakliklara neden olarak a-siniiklein birikimine yol agmaktadir. (D) a-
sinukleinin GCaz enzimine dogrudan baglanmasi sonucu, hidrolaz aktivitesi igin
gerekli olan aktivator protein saposin C'nin baglanmasini engellemektedir. (E) Mutant
GCaz, oligomerik a-sinlkleinin hicreden hiicreye transmisyonunu arttirarak
hastaligin ilerlemesini tetiklemektedir (8).

a-sinukleinin birikimi ile iliskilendirilen mekanizmalardan biri hlicresel protein
yikim mekanizmalaridir (Sekil 2.3 (A)). a-sinikleinin yikimi hem Ubikitin-Proteozom
Sistemi (UPS) hem de Otofaji-Lizozom Yolagi (OLY) araciligiyla gergeklesmektedir.

Literatlirde, hilicrede mutant GCaz enzimi varliginda veya enzimin aktivitesinin
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inhibitorlerle bastiriimasi durumunda, otofagozom birikimi ve lizozomal protein
yikiminda azalma ile ortaya c¢ikan otolizozomal aksakliklarin meydana geldigini
gostermistir (7, 10, 113, 114). Protein yikimindaki aksakliklara ek olarak, GCaz
eksikliginin, bozulmus otofajiye ve islevsiz proteasomal yolaklara bagli olarak hasarli

mitokondri birikimine de neden olabilecegi gosterilmistir (10, 115).

GCaz - a-sinuklein birikimi iliskisini agiklamaya yonelik olarak 6ne surilen
fonksiyon kaybi hipotezine gobre, enzim eksikligine baglh olarak artan
glukoserebrositlerin a-sintiklein birikimine neden olabilecegi 6ne stirtilmektedir (Sekil
2.3 (B)). Yapilan biyofiziksel ¢calismalar, a-sintikleinin fosfolipit ve sfingolipit yapidaki
membranlara baglanarak farkli biyolojik islevlere sahip olabilecegini fakat bununla
birlikte bu durumun a-sintkleinin amiloid olusum kinetigini etkileyerek birikimini
hizlandirdig gosterilmistir (116, 117). GBA1 gen mutasyonlari durumunda da,
hiicrede sfingolipit yapidaki glikozilseramitlerin birikiminin direkt olarak a-sintiklein
oligomerizasyonunu tetikleyebildigi gosterilmistir (7). Biyofiziksel in vitro analizler
kullanilarak gerceklestirilen bir calismada, GBA1 gen mutasyonlarina bagh olarak
hlcrede biriken glikozilseramitlerin bir araya gelerek amiloid benzeri fibril kimeleri
olusturdugu ve lizozom pH’sine yakin asidik ortamda bu lipit kiimelerinin a-sintklein
oligomerlerini stabilize ettigi ve agregat olusumunu tetikledigi gosterilmistir (118).
Dolayisiyla, GCaz enzim eksikliginden kaynakli hiicresel lipit profili degisikliklerinin,
lipit mikro cevreleri ile a-sintklein arasindaki etkilesimi diizenleyerek a-sintiklein
birikiminde rol oynayabilecegi ve norodejenerasyon siirecinde etkisi olabilecegi

tahmin edilmektedir.

GCaz ile a-sindklein arasindaki molekiiler patolojiyi aciklamaya yonelik 6ne
surilen mekanizmalardan biri de, Endoplazmik retikulum (ER) stresi, ER ile iliskili
yikim mekanizmalarinin (ERAD) bozulmasi ve iliskili hiicre olimuddr (Sekil 2.3 (C)).
GBA1 gen mutasyonlari varliginda, yanlhs katlanmis GCaz enziminin ER'de biriktigi ve
bunun da katlanmamis protein yanitini (KPY) ve ER ile iliskili bozunmayi (ERAD)
tetikledigi 6ne slrllmustlr (119, 120). Yapilan ¢alismalar, in vivo ve in vitro GBA1-PH

modellerinde ER stresinin patogenezde roli oldugunu gostermistir (121, 122). Ek



18

olarak, GBA1 gen mutasyonlarindan bagimsiz olarak, néroblastom hiicrelerinde
yabanil tip GCaz enziminin farmakolojik olarak inhibe edilmesi ile, ER stresini

tetikleyebilecegi rapor edilmistir (123).

GBA1-PH patolojisi ile iliskili olarak, hastalarin beyin dokularinda Lewy
cisimcigi olusumlarinda a-siniiklein ile birlikte GCaz enziminin es yerlesim gosterdigi
kanitlanmistir (124). Yapilan biyokimyasal calismalarda, asidik kosullar altinda
(pH:5.5) GCaz ve a-sinuklein arasinda dogrudan bir fiziksel etkilesim oldugu ve bu
etkilesimin Sposin C koaktivatér baglanmasini engelleyerek, GCaz enziminin hidrolaz
aktivitesini inhibe ettigini gostermistir (125, 126). Tim bu verilere gore, GCaz ve a-
sinliklein direkt etkilesiminin daha énceden bahsedilen ‘iki yonli patoloji’ hipotezine

katki saglayabilecegi distintilmektedir (Sekil 2.3 (D)).

PH ve diger norodejeneratif hastaliklarda, a-sinikleinin hicreden hiicreye
gecisi hastaligin ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadir (127). Sinikleinopatiler
durumunda, a-sinliklein agregatlarinin komsu hticrelere iletildigi gosterilmistir (69,
128, 129). Hiicrede lizozomal bozukluklar gibi stres durumlarinda ise, a-siniklein
salinimini arttirdig1 rapor edilmistir (130, 131). Benzer sekilde, yapilan in vivo ve in
vitro ¢alismalarda GCaz eksikliginin de a-sinlklein salinimi Gzerinde artirici etkileri
oldugu rapor edilmistir (132, 133) (Sekil 2.3 (E)). GCaz enziminin a-sinliklein
salinimindaki rolline ve GBA1 mutasyonlarinin bu yolak lizerindeki patolojik etkilerine

iliskin calismalar devam etmektedir.

2.4. GBA1-PH Hastalik Modelleri

GBAT1 iliskili PH arastirmalari icin hem in vivo hem de in vitro modeller siklikla
kullanilmaktadir. In vivo modeller arasinda fare (Mus musculus), meyve sinegi
(Drosophila melanogaster) ve zebrabaligi (Danio rerio) dahil olmak Uzere farkh
transgenik modeller gelistirilmistir (134). Gelistirilen fare modellerinde yenidogan
Olimcalligh (135) veya insana 6zgli fenotipik 6zelliklerin tam olarak yansitilamamasi

(134) gibi dezavantajlar oldugu rapor edilmistir. Bahsedilen dezavantajlari
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engellemek adina, kosullu mutant fare hatlari gelistirilerek GBA1 iligkili GD
semptomlari ve norolojik semptomlar modellenmeye calisiimaktadir (136, 137). Elde
edilen modellerde, alfa-sintklein ve ubikuitinlenmis proteinlerin birikimi, otofajik ve
proteazomal yikim bozukluklari ve mitokondri fonksiyon bozukluklari gelistirildigi
rapor edilse de (10), hastalik semptomlarini tam olarak yansitan uygun fare modelleri
heniliz gelistirilememistir. In vivo modellerden bir digeri olan meyve sinegi
modellerinde, insan GBA1 geninin iki homologu olan gbal ve gba2 genlerinin
silinmesi yoluyla bir GCaz bozuklugu modeli olusturulmustur fakat bu modelin a-
sintiklein patolojisini yansitmadigl rapor edilmistir (138). Bunun yani sira, insan
yabanil tip veya mutant (N370S veya L444P) GBA geni ifade eden meyve sinegi
modelleri de gelistirilmistir. Bu meyve sinegi modelinde GBA1 iliskili PH patolojisine
benzer ER stresi ve motor fonksiyon bozukluklari gosterdigi rapor edilmistir (139). In
vivo zebrabaligi modelinde de GBA1 iliskili hastalik modeli olusturulmustur. S6z
konusu modelde, hastalik fenotipi ile iliskili olarak "Gaucher benzeri" hicreler
gozlemlenmis, anormal kitotriosidaz aktivitesi tespit edilmis ve mitokondriyal
solunum zinciri hatalari ve a-siniiklein birikiminden bagimsiz dopaminerjik néron
kayiplari rapor edilmistir (140). GBA1 mutasyonlarina iliskin hayvan modellerinin hem
GH hem de PH patogenezini incelemek agisindan gerekli olan fenotipik 6zellikleri
sinirli olarak sergiledikleri ve g¢ogunlukla insana 0zgli fenotipleri gostermedikleri

gorilmektedir.

GBA1-PH arastirmalari icin kullanilan in vivo modellere alternatif olarak,
hiicre hatlari veya hastalardan elde edilebilecek primer hiicreler (makrofaj, fibroblast
vb.) ile indiklenmis pluripotent kok hiicre (iPKH) kaynakh hiicreler dahil olmak tzere
cok sayida hiicre tabanli model mevcuttur (129). SH-SY5Y ve PC12 gibi hiicre hatlari,
hem primer hiicrelere gére daha kolay idame ettirilebilen ve transfeksiyon gibi zorlu
genetik tekniklere daha uygun modellerdir hem de maliyet anlaminda daha elverisli
ve hastalardan elde edilmedikleri icin etik uygulamalardan muaftirlar (141). Bu hiicre
hatlarinin yani sira, hayvan primer hicre kiltirleri de, GBA1-PH galismalarinda son

derece uygun modeller olarak kullanilabilmektedir (142). Bunun yani sira, hasta
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biyopsilerinden elde edilen GBA1 mutant in vitro modeller de hastaligin genetik
altyapisinin  patoloji Gzerindeki etkileri arastirmak igin elverisli modellerdir.
Hastalardan elde edilen fibroblast ve makrofaj primer hiicreleri, hem GBAl
mutasyonlari nedeniyle gorilen GH iliskili molekiler mekanizmalari incelemek hem
de potansiyel ila¢ taramalari icin icin uygun modellerdir. Fakat, hem GH’de goriilen
norolojik tutumlarin hem de GBA1 iliskili PH patolojisinin arastiriimasinda,
hastalardan elde edilen primer fibroblast hiicreleri gibi in vitro modellerin néronal
ozellige sahip olmamasi ve alfa-siniiklein ifade etmemeleri dolayisiyla GBA1-PH ile
iliskili arastirmalarda kullanilmalari hastalik patolojisinin anlasilmasi agisindan

kisitlamalara neden olabilmektedir (143, 144).

Bu sinirlamalara bir ¢c6ziim olarak, son yillarda, gelisen yeniden programlama
teknolojisi (145) ile GBA1 mutasyonu tasiyan indiklenmis pluripotent kok hiicre
(iPKH) kaynakli in vitro modellerin olusturulmasinda gelismeler yasanmustir. iPKH'ler
daha sonra dopaminerjik noéronlar gibi 6zellikle hastalikla ilgili hiicre tiplerine
farkhlastirilabilmektedir (114, 146). Dolayisiyla, iPKH kaynaklh modeller ve genom
mihendisliginde yasanan gelismeler, PH gibi noérodejeneratif hastaliklarin
modellenebilmesi i¢cin uygun hiicrelere erisime olanak saglamistir. Bu durum, GBA1
mutasyonlari tasiyan insan dopaminerjik néronlarinin hastalik patolojisine iliskin
hiicresel ve molekiiler diizeyde karakterizasyonuna izin vererek arastirmalara katki
saglamaktadir (114). Yapilan c¢alismalar, GBA1 mutasyonuna sahip iPKH kokenli
noronal modellerin GBA1 ile iliskili PH patolojisini aciklamaya yonelik olarak 6ne
surilen a-sintiklein birikimi (7, 114), ER stres artisi (147, 148), GCaz substrat birikimi
(147, 149), otofaji-lizozom yolagi bozukluklari (114, 150, 151), vezikiler trafik hatalari
(151), mitokondriyal fonksiyon bozukluklari (152) gibi mekanizmalarin arastiriimasi
icin oldukca elverisli oldugunu ortaya koymaktadir. Dolayisiyla, tez ¢alismamizda
kullandigimiz hem Gaucher hastalari ve tasiyicilarindan hem de Parkinson
hastalarindan elde edilen iPKH kdkenli dopaminerjik néronlar, GBA1 mutasyonlarinin
a-sintklein birikimi ve yikim mekanizmalari Gzerindeki etkilerini arastirmak igin

oldukca elverisli hastalik modellerii sunmaktadir.
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2.5. a-siniklein yikim mekanizmalari

Hilcrede protein yikimi Ubikitin Proteozom Sistemi (UPS) ve Otofaji-lizozom
yolagi aracihgl olmak Uzere iki temel mekanizma ile gergeklestirilmektedir (153).
Otofaji lizozom yolagina iliskin yikim mekanizmalari da kendi igerisinde (g alt tipe
ayrilmistir: mikrootofaji, saperon aracili otofaji (SAO) ve makrootofaji. Mikrootofaji,
lizozomal membrandaki kiigik ice kivrilma yapilarinin olusmasi yoluyla sitozolik
iceriklerin lizozoma alinarak segici olmayan yikimini saglamaktadir. SAO ise bir
konsensiis KFERQ dizisine sahip olan proteinlerin Hsc70 proteini tarafindan taninarak
lizozomal iligkili membran proteini LAMP2A araciligiyla segici olarak lizozomal [imene
aktarilmasi ve yikimi temeline dayanmaktadir (154). Makrootofaji ise temel ve en
kapsamli otofajik yikim yoludur. Cift zarl otofagozom yapisi icerisinde yikilacak olan
birikmis proteinler, hasarli organeller gibi sitoplazmik icerikleri hapsederek
otofagozom-lizozom flizyonu sonucunda lizozomal yikimlarini gerceklestirmektedir
(155). Makrootofaji mekanizmasi, yikilacak substratlarin tiriine gore 6zgiil isimlerle
(birikime egilimli proteinler (aggrephagy), mitokondri (mitofaji), peroksizomlar

(peksofaji) ve ER (ERphagy)) siniflandirilmaktadirlar (156).

a-sinlikleinin  yikim mekanizmalarindaki aksakliklar ve bu aksakliklar
dolayisiyla hicrede birikimi, PH'nin baslica patolojik 6zellikleridir. a-sintkleinin
yikimi; proteinin konformasyonel yapisina, mutasyonlarina, hiicre igi lokalizasyonuna
ve transkripsiyon sonrasi modifikasyonlarin varligina gére UPS ve OLY mekanizmalari
arasindaki iliski ile dizenlenmektedir (157). Hiicrede a-siniikleinin monomerik
formlarinin cogunlukla UPS ve SAO arciligiyla yikildigi gosterilmistir (158). Fakat bu
mekanizmalarda fonksiyon bozukluguna neden olabilecek genetik, cevresel ve yasa
bagli etkenler sonucu a-siniikleinin UPS ve SAO aracili yikimindaki denge bozularak
proteinin oligomerizasyonu tetiklenmektedir. a-sintklein birikimin artmasi
durumunda, makrootofaji mekanizmasinin devreye girerek a-sinliklein agregatlari
yikilmaya calisiimaktadir (159-161). Hicresel protein yikim mekanizmalarindaki
bozukluklar a-sinlklein yikimini engelleyip birikimine sebep olabilecegi gibi, birikmis

a-sintkleinin de UPS ve OLY mekanizmalarinin islevlerini engelleyerek kendi birikimini
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tetikleyip norotoksisiteye neden olabilmektedir (162). a-sinlkleinin yikimini
diizenleyen bu mekanizmalar, hastalik mekanizmalarinin kritik bir yéni olup, GH ile
iliskili PH ve diger sinlikleinopatilerin tedavisinde potansiyel terapotik hedefleri

olusturmaktadir (161) (Sekil 2.4).

PH PH
Genetik Faktdrler Cevresel Faktorler
Otofaji Otofajik akis
Aktivasyonu Lizozomal yikim
Dopaminerjik
noron hasarn

Sekil 2.4. PH patolojisinde ER stresi, otofaji ve dopaminerjik nérodejenerasyonu
arasinda onerilen ¢apraz baglanti modeli. PH ile iliskili genetik ve ¢cevresel faktorler
ER stresini tetikler ve ER stresi UPR'yi aktive eder ve hiicresel stresi hafifletmek icin
otofajiyi indikler. Bununla birlikte, bu PH ile iliskili faktoérler genellikle otofajik akisi
bloke eder ve lizozomal fonksiyonlari bozar ve bu degisiklikler sinerjik olarak
dopaminerjik néronlarinin ciddi hasar gormesine ve dejenerasyonuna neden olur. ER
stresini/UPR'yi hafifletmek, ER katlama kapasitesini arttirmak, otofajik akisi tesvik
etmek ve lizozomal fonksiyonlari geri yiklemek PH icin noéroprotektiftir. ER
stresi/UPR ve otofajinin birlikte hedef alinmasi, PH i¢in daha etkili bir terapotik
yaklasim olacaktir.

2.5.1. a-siniikleinin Ubikitin Proteazom Sistemi (UPS) ile yikimi

Endoplazmik Retikulum, protein sentezi, protein kalite kontrollinii saglayarak
hiicresel protein homeostazin saglanmasinda o6nemli rol oynamaktadir (163).

Fizyolojik kosullarda, ER, yeni sentezlenmis proteinlerin uygun sekilde katlanmasini
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saglamak icin ER’de yerlesik olarak bulunan saperon proteinlerini kullanmaktadir
(164). ER’deki kalite kontrol mekanizmalari araciligiyla da yanhs katlanmis proteinler
tanimlanmakta ve hiicrede yanhs katlanmis proteinlerin artmasi, ekzojen viral
proteinlerin birikmesi, hiicresel metabolik bozukluklar, ¢cevresel toksinlerin varhgi gibi
pekcok kosul, ER'nin protein katlama kapasitesini zorlayarak katlanmamis protein
yanitini (KPY) baslatmaktadir (165). Bu mekanizma ER'de yerlesik olarak bulunan (¢
sensor tarafindan kontrol edilmektedir: inositol-requiring kinase 1a (IREla), protein
kinase RNA-activated (PKR)-like ER kinase (PERK) ve activating transcription factor 6
(ATF6) (166). KPY sensorleri, protein yanhs katlanmasini azaltmak, protein sentezini
azaltmak ve protein yikimini arttirmak gibi mekanizmalarla hiicrenin hayatta kalmasi
icin ER stresini hafifletmeye calismaktadirlar (167). Yanlis katlanmis proteinler
ayristirilarak sitoplazmaya geri gonderilmekte ve ER ile iliskili yikim (ERAD)
mekanizmasi devreye girerek Ubikitin Proteazom Sistemi araciligiyla proteinlerin

yikimi gerceklesmektedir (168).

Ubikitin Proteazom Sistemi (UPS), yanlis katlanmis veya hasarli proteinlerin
yikimi igin kullanilan temel hiicresel yikim mekanizmalarindan biridir. UPS aracili
protein yikimi iki ardisik adimda gergeklesmektedir. ilk olarak, yikilacak olan hedef
proteinlerin ylizeylerindeki lizin rezidilerine, yiksek oranda korunmus 76 amino
asitlik ubikuitin proteininin baglanmasi gergeklesmektedir (169). Ubikitinlenme, her
adimin ubikitin-aktive edici (E1), ubikitin-konjuge edici (E2) ve ubikitin-ligaz (E3)
enzimleri tarafindan katalize edildigi ¢ asamali bir mekanizma vyoluyla
gerceklestirilmektedir (170). Ubikitinin yikilacak olan proteine konjugasyonunu
takiben, ubikuitin molekillerinin sirali transferi yoluyla substratin politibikitasyonu
gerceklesmektedir (171). ikinci asamada, bu poliubikitin zinciri, UPS'in proteolitik kor
yikim Unitesi olan 26S proteazom kompleksi tarafindan taninmaktadir. Burda,
yikilacak olan substrat oligopeptitlere parcalanirken, ubikitin molekilleri de yeniden

kullanilmak tGzere serbest birakilmaktadir.

UPS, a-sinlklein yikimindan sorumlu temel mekanizmalardan biridir. PH

patolojisi ile iliskili olarak yapilan post-mortem beyin dokularinin biyokimyasal
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analizlerinde kontrollere kiyasla Parkinson hastalarinda 6zellikle substantia nigra’da
kimotripsin benzeri ve tripsin benzeri proteazom aktivitesinde 6nemli bir disis ve
benzer sekilde proteazom alt Unitelerinin ifadesinde azalma oldugu tespit edilmistir
(172, 173). Yapilan in vivo galismalarda, proteozom inhibitori laktasistin farelere
enjekte edilmesi sonucunda, doza bagl a-siniiklein birikimi ve ndérodejenerasyon
oldugu tespit edilmistir (174). Benzer sekilde, hiicre kiltiirii sistemlerinde yapilan in
vitro ¢alismalarda da, PC12 hiicrelerine proteazom inhibitori uygulamasi yapildiginda
hiicrelerde a-siniiklein oligomer olusumunun arttigini géstermistir (175). Ozetle,
Ubikitin proteozom sistemi ile iliskili yikim mekanizmalarindaki bozukluklarin

dogrudan a-siniklein patolojisine neden olabilecegi gériilmektedir.

2.5.2. a-siniikleinin Saperon aracili otofaji (SAO) ile yikimi

Saperon aracili otofaji, secici bir tanima dizisi (KFERQ-benzeri peptit motif)
iceren katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin yikilmak Uzere lizozomlara
tasinmasini iceren secici bir otofaji mekanizmasidir (176). KFERQ-benzeri peptit
motif, sitozolik saperon protein Hsc70 ve diizenleyici saperonlar (Bagl, Hip, Hop, Chip
ve Hsp40 gibi) tarafindan taninmakta ve yikilacak olan substratlar saperon proteinler
aracihgiyla lizozom ylizeyine yonlendirilmektedir (177). Yikilacak olan substrat, 6zgil
saperon proteinine baglandiktan sonra, substrat-saperon kompleksi, SAO
mekanizmasinda reseptor olarak gorev alan lizozomal membrane protein tip 2A
(LAMP2A) proteininin sitozolik kuyruk domaini ile etkilesime girerek substratin
lizozom liimenine aktarilmasina olanak saglamaktadir (178) (Sekil 2.5). Substratlar,
katlanmis bir durumdayken lizozom yilizeyinde LAMP2A reseptoriine baglanabilir,
ancak lizozomal membrani ge¢mek icin substratin acilmasi gerekir. Bu durumda,
lizozomun zarinda substrata bagli halde bulunan HSC70 ve diger duzenleyici

saperonlarin bu sirece aracilik ettigi distinilmektedir (179).
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Gaucher Hastaligi

~ Yabanl tip a-siniiklein Ve dopamin modifiye a-siniiklein
a-siniiklein oligomerleri OO LAMP-2A

C~, Mutant a-siniiklein (A30P ve A53T) otofajik vezikiiller

Sekil 2.5. a-sintikleinin SAO mekanizmasi ile lizozomal yikimi. Yabanil tip a -siniklein,
SAO mekanizmasina 6zgll reseptér LAMP-2A'ya baglanarak SAO aracili lizozomal
yikima ugramaktadir. a-sinikleini kodlayan SNCA geninin A30P ve A53T mutasyonlari
durumunda veya a-sinikleinin dopamin tarafindan modifiye edildigi durumlarda, a -
sintiklein ile LAMP2A baglanmasi daha giglidir ve a-sintiklein lizozom igerisine
alinamadigindan  yikilamamaktadir.  Bu  islev  bozuklugu, = makrootofaji
mekanizmasindaki degisikliklere ve otofajik vezikillerin birikmesine neden
olabilmektedir. Ayrica, GCaz enziminin yabanil tip ve mutant oldugu durumlarda a-
sinlikleinin SAO yikimi engellenerek hiicrede birikimi gerceklesmektedir.

Genel olarak, memeli proteomunun yaklasik %40'inin segici KFERQ-benzeri
motifi icerebilecegi bilinmektedir (180). Bununla birlikte, SAO ile iliskisi
tanimlanmamis motifler icin de fosforilasyon, asetilasyon ve ubikitinasyon gibi
translasyon sonrasi modifikasyonlar, bu motiflere sagladigi konformasyonel
degisikliklerle KFERQ benzeri motif 6zelligi kazandirabilir (180). a-sinlklein proteini,
bir SAO tanima motifi olan VKKDQ pentapeptit dizisini icermektedir ve protein
dizisinde yer alan bu motif, a-sinlkleinin HSC70 saperon proteini tarafindan
taninmasina ve SAO mekanizmasi araciligiyla yikilmasi icin lizozoma yonlendirilerek
lizozomal membran proteinlerinden LAMP2A araciligiyla lizozom igerisine alinmasina

olanak saglamaktadir (181).
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a-sintkleinin SAO aracili yikimi ile ilgili yapilan ¢alismalarda, PH hastalarinin
beyinlerinde susbtantia nigra bolgelerinde otofajik vakuol birikiminin tespit edilmistir
(182). PH hastalarin beyin dokularinda, Saperon Hsc70 ve LAMP2 belirteglerinin daha
az ifade edildigi tespit edilmis ve SAO mekanizmasindaki bozukluklar PH patogenezi
ile iliskilendirilmistir (183, 184). In vivo néronal hiicre kiiltiri ¢alismalarinda, SAO
mekanizmasinin baskilanmasinin, yiksek molekiler agirlikli oligomerik a-sinlklein
birikimine yol actigi gosterilmistir (185). Bununla birlikte, yapilan in vivo ¢alismalarda,
SAO mekanizmasinda rol oynayan LAMP2A proteininin asiri ifadesinin oksidatif strese
karsi koruma sagladigi, otofaji mekanizmasini indiikledigi ve ilerleyici lokomotor
kusurlari hafiflettigi rapor edilmistir (186). Tim bu veriler SAO mekanizmasinin a-
sintklein yikiminda 6nemli rol oynadigl ve PH patolojisine katkida bulunabildigini

gostermektedir.

2.5.3. a-siniikleinin Makrootofaji ile yikimi

Makrootofaji, hasarli ve yikilmasi gereken organellerin ve yanlis katlanmis
proteinlerin hiicreden toplu olarak temizlenmesinden sorumlu olan, evrimsel olarak
korunmus major otofajik yikim mekanizmasidir. Makrootofaji siireci, yikilacak olan
sitozolik substratlarin ¢ift zarli otofagozomlar icerisine alinmasi ve daha sonra
otofagozomlarin lizozomlar ile birleserek otofagolizozom yapilari igerisinde
substratlarin  lizozomal asit hidrolazlar tarafindan pargalanmasi temeline
dayanmaktadir (187) (Sekil 2.6). Makrootofaji mekanizmasinda ilk olarak ULK
kompleksi hiicresel aclik gibi sinyallere karsilik aktifleserek PI3K kompleksini aktive
etmektedir. Bu aktivasyon, otofagozom olusum asamasinda kritik rol oynayan Atg5-
Atgl2-Atgl6 proteinleri, fosfatidilinositol-3-fosfat (PI3P) ve fosfatidiletanolamin ile
konjege edilmis LC3 proteinlerinin bir araya gelerek cift zarli otofagozom yapisinin
uzamasl saglamaktadir. Sitozolde yikilacak olan substratlar p62, OPTN, NBR1 gibi
otofajik reseptorler ile isaretlenip etrafinda olusturulan membran, sitozoliin de bir
kismini sararak buylylup otofajik kargoyu iceren bir otofagozom yapisi

olusturmaktadir. Olgunlasan otofagozomlar vezikiller trafik mekanizmasi ve



27

mikrotlbiller araciligiyla lizozomlara dogru hareket ettirlmektedir. Son olarak,
otofagozom lizozom flizyonu sonucu olusan otolizozom yapisi igerisinde yikilacak

olan substratlar lizozomal hidrolazlar tarafindan yikilmaktadir.

Ulk1 !
B

ULK kompleksi

!

| AgIAL e
Beclin-1
AMBRAT

(i) baslangic

(vi) substratlarin lizozomal yikimi

Sinuf 11l PI3K
kompleks

(v) otofagozom-lizozom fiizyonu

(ii) otofagozom gekirdeklenmesi

(iii) otofagozom uzamasi (iv) otofagozom olgunlagmasi

Sekil 2.6. Makrootofaji mekanizmasinin temel basamaklari.

Yapilan in vivo ve in vitro calismalar makrootofaji mekanizmasinin a-sinlklein
yikiminda 6nemli roli oldugunu gostermektedir. a-sinlikleinin otofajik yikiminda
genel olarak asiri ifade edilen veya mutant a-sinikleinin daha ¢cok makrootofaji
mekanizmasi ile yikilabilecegi disinilmektedir (188). Makrootofaji mekanizmasinin
baskilandigi durumlarda, ndéronal hiicre kiiltiirlerinde hem endojen hem de asiri ifade
edilmis a-sinlkleinin birikimine neden oldugu tespit edilmistir (159, 185). Yapilan in
vivo calismalarda, yabanil tip a-sinlikleini asiri ifade eden transgenik fare
modellerinde lizozomal inhibisyonun a-sinliklein birikimi ile sonuclandigl rapor
edilmistir (185, 189, 190). a-sinikleinin makrootofajik yikimi ayrica translasyon

sonrasi modifikasyonlara bagl olarak da degiskenlik gosterebilmektedir. Ornegin,
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yapilan ¢alismalarda fosforilasyon ve SUMOylation durumunda makrootofaji ile a-

sintkleinin yikiminin arttigi bildirilmistir (54, 191).

PH patolojisinde 06zellikle dopaminerjik noéronlarin, katlanmamis, yanlis
katlanmis ve birikmis proteinlere duyarli oldugu bilinmektedir. ER stresi ve otofajik
yikim mekanizmalarindaki bozukluklar, dopaminerjik néronlarin kaybina neden olan
ve protein homeostazinda dengesizlige yol agan iki temel mekanizmadir. PH
patolojisinin anlasiimasinda bu mekanizmalar arasindaki iliskinin anlasiimasi biyuk

Onem tasimaktadir.

2.6. Amag

PH patolojisi ile iliskili dopaminerjik néron hasarinin; genetik ve gevresel
faktorlerin etkisiyle a-siniklein birikimi, mitokondriyal hasar, oksidatif stres, kalsiyum
homeostazi bozuklugu, protein homeostazinin bozulmasi, hiicresel yikim
mekanizmalarindaki fonksiyon bozukluklari, aksonal tasimanin bozulmasi ve
noroinflamasyon gibi cesitli hiicresel siirecler sonucunda ortaya ciktigl bilinmektedir
(98). Ozellikle, Endoplazmik retikulum (ER) stres kaynakl katlanmamis protein yaniti
(KPY), Ubikitin Proteozom sistemi ve otofaji mekanizmalari, hiicresel protein
homeostazinin saglanmasinda gorevli temel mekanizmalardir ve PH de dahil olmak
Uzere norodejeneratif hastaliklarin patolojisinde dnemli rol oynamaktadirlar (192,

193).

Protein homeostazina etki eden PH ile iliskili genetik faktérlerden biri de PH
icin tanimlanan en 6nemli risk faktori olan GBA1 mutasyonlaridir. Yapilan pek ¢ok
calisma, GCaz enzim eksikliginin lizozomal yikim kapasitesini azaltarak a-sintiklein
birikimine neden oldugunu gostermistir (106, 191, 192). Benzer sekilde grubumuzun
Gaucher hastalarinin fibroblastlarinda yaptigi bir calismada da, GBA1 mutasyonlarinin
lizozomal pH degerini yukselterek otofaji-lizozom yolaginda aksakliklara neden
oldugu gosterilmistir (yayinlanmamis veri). Ayrica, yapilan in vivo ¢alismalarda da,

GCaz enzim eksikliginin primer noéronlarda ve astrositlerde hem OLY hem de UPS
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mekanizmalarinda fonksiyon kaybina neden oldugu rapor edilmistir (10). Dolayisiyla,
GBA1 mutasyolarinin hicresel yikim mekanizmalarini etkileyerek protein

homeostazini bozdugu ve a-sinliklein birikimine neden oldugu disinilmektedir.

Gaucher Hastaligi’'nda néropatik (GH2 ve GH3) ve noropatik olmayan (GH1)
klinik formlarla iliskilendirilmis GBA1 mutasyonlarinin ndronal hicre hatlarinda a-
sintiklein birikiminin farkli GBA1 mutasyonlari varliginda farkh oranlarda biriktigi
rapor edilmistir (194). Bu veriyle uyumlu olarak yapilan klinik calismalarda da,
noropatik ve noropatik olmayan Gaucher Hastaligi ile iliskili ‘hafif’ (N370S) ve ‘agir’
(L444P ve DA09H) GBA1 mutasyonlarinin Parkinson Hastaligl olusturma riski, hastalik
baslangic yasi ve hastaligin prognozu agisindan farkli fenotipik etkileri oldugu
gosterilmistir (5, 6). Klinik ve biyokimyasal olarak farkh GBA1 mutasyonlarinin PH
patolojisi acisindan farkli etkileri oldugu gosterilmis olsa da, bu etkinin altinda yatan
molekiler mekanizmalar henliz tam olarak aydinlatiimamistir. Tez g¢alismasinda,
noronopatik olmayan Gaucher Hastaligi ile iliskili ‘hafif’ GBA1 mutasyonlari (N370S
gibi) ve noronopatik olan Gaucher Hastaligi ile iliskili ‘agir’ GBA1 mutasyonlarinin
(L444P ve D4A0O9H gibi), a-sintkleinin hicresel yikim mekanizmalari arasindaki iliskiyi
etkileyerek a-sinliklein birikimine neden oldugu ve boylece néronal dejenerasyonda

rol oynayabilecegi hipotezi kurulmustur.

Bu dogrultuda tez c¢alismasinda, norolojik tutulumu olmayan Tip |
(N370S/N370S genotipine sahip) ve noérolojik tutulum gosteren Tip Il Gaucher
hastalari (L444P/L444P ve D409H/D409H genotiplerine sahip), bu hastalarin
heterozigot zorunlu tasiyici aile bireyleri (N370S/-, L444P/- ve D409H/- genotiplerine
sahip), GBA1 mutasyonu tasimayan idyopatik Parkinson hastasi, heterozigot GBA1
mutasyonu tasiyan (N370S/-) Parkinson hastasi ve saglikh bireylerden olusan bir

calisma grubu olusturulmustur. Calisma grubu;

e ‘hafif’ (N370S) ve ‘agir’ (L444P ve D409H) GBA1 mutasyonlarinin
homozigot durumda hicrede a-siniiklein birikimi ve yikim

mekanizmalari Gzerindeki olasi farkl etkilerinin arastiriimasi,
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o ‘hafif’ (N370S) ve ‘agir’ (L444P ve D409H) GBA1l mutasyonlarinin
heterozigot durumda tasiyici bireylerin PH gelistirme riskleri acisindan
degerlendirilebilmesi,

e GBA1l mutasyonu tasiyan (N370S/-) ve GBA1 mutasyonu tasimayan
Parkinson hastalarinin hiicrelerindeki a-sinliklein birikimi ve yikim
mekanizmalari arastirilarak, GBA1 mutasyonlarinin PH patolojisine

katkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.
Onerilen hipotez dogrultusunda olusturulan ¢alisma grubunda;

e Calisma grubundaki bireylerden elde edilen primer fibroblast hiicrelerinin
yeniden programlanarak indiiklenmis pluripotent kok hiicrelere cevrilmesi
ve daha sonra dopaminerjik néron kilturlerine farkhlastiriimasi,

e GBA1l mutasyonlarinin GCaz enzim aktivitesi, ifadesi ve yerlesimine
etkilerinin ~ iPKH  kokenli  dopaminerjik  néron  kiltlrlerinde
degerlendirilmesi,

e iPKH kokenli dopaminerjik néron kultiirlerinde monomerik ve birikime
yatkin oligomerik a-sintklein birikimin arastiriimasi,

e iPKH kdkenli dopaminerjik néron kiiltlirlerinde GBA1 mutasyonlarinin a-
sintkleinin hiicre disina salinimina etkilerinin arastiriimasi,

e iPKH kokenli dopaminerjik néron kiiltlrlerinde GBA1 mutasyonlarinin ER
stresi ve Ubikitin proteozom sistemi aracili yikima etkilerinin arastiriimasi,

e {PKH kokenli dopaminerjik noron kiltirlerinde GBA1
mutasyonlarinin a-siniklein yikimindan sorumlu otofajik yolaklar olan
saperon aracili otofaji ve makrootofaji aracii yikima etkilerinin

arastirilmasi amacglanmistir.
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3. GEREG VE YONTEM
3.1. Geregler

3.1.1. Hiicre Kultiirii

Tripsin-EDTA (Capricorn)

Modified Eagle’s Medium (DMEM), Yiksek glikoz (Gibco)
Ca++ ve Mg++ icermeyen fosfat tamponlu tuz (PBS), (Sigma-Aldrich)
Fetal sigir serumu (FBS) (Capricorn)

Dimetilstlfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich)

Amfoterisin B (Capricorn)

Penisilin/Streptomisin (Capricorn)

DMEM F12 (+ HEPES) (Life Technologies)

ITS (Life Technologies)

Heparin (Sigma-Aldrich)

FGF2 (Peprotech)

Askorbik asit (Sigma-Aldrich)

TGFb1 (Peprotech)

mTeSR (StemCell Tdechnologies)

KOSR (Thermo Fischer Scientific)

Akutaz (Sigma-Aldrich)

Dispaz (Sigma-Aldrich)

EDTA (Sigma-Aldrich)

BSA (Sigma-Aldrich)

Sodyum bdtirat (Sigma-Aldrich)

Y-27632 Rock inhibitori (Abcam)

Tripan mavisi (Thermo Fischer Scientific)

STEMdiff™ Trilineage Differentiation Kit (StemCell Technologies)
N2B27: modifiye néronal hiicre kiiltliri besiyeri,

DMEM F12 (- HEPES) (Life Technologies)

NeuroBasal besiyeri (Life Technologies)

GlutaMAX (Life Technologies)



B27 Supplement (Life Technologies)
N2 Supplement (Life Technologies)
SB43152 (Sigma-Aldrich)
Dorsomorfin (Sigma-Aldrich)
CHIR99021 (Axon)

Purmorphamine (Sigma-Aldrich)

MatriGel (Corning)

3.1.2. Hiicre Transfeksiyonu
pPCXLE-hUL (Addgene #27080)
pPCXLE-hSK (Addgene #27078)
pPCXLE-hOCT3/4 (Addgene #27076)
Human Dermal Fibroblast Nucleofector™ Kit (Lonza VPD-1001)

Nucleofector™ 2b elektroporasyon cihazi (Lonza)

3.1.3. B-Glukoserebrosidaz Enzim Aktivite Ol¢liimii
4-methylumbelliferryl B-D-glucopyronoside (4Mu-B-Glc) (Sigma-Aldrich)
Glisin (Sigma-Aldrich)

Sodyum asetat (Merck Millipore)

SpectraMax M2 Mikroplaka Okuyucu (Molecular Devices)

3.1.4. Proteazom Aktivite Ol¢iimii

HEPES (Sigma-Aldrich)

MgCl2 (Sigma-Aldrich)

EDTA (Sigma-Aldrich)

EGTA (Sigma-Aldrich)

Sikroz (MP Biomedicals)

DTT (1,4-Dithiothreitol) (Life Technologies)
Proteazom substrat kiti (Enzo Life Scieences)

Dimetil stlfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich)

32
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Ca++ ve Mg++ icermeyen PBS (Sigma-Aldrich)

BCA Protein Test Kiti (Thermofisher Scientific)

ATP (Sigma-Aldrich)

Test Tamponu (50 mM HEPES (pH 7.8), 10 mM NaCl, 1.5 mM MgClI2 ,1 mm
EDTA, 1 mm EGTA, 250 mM sikroz, 5 mM DTT, 2 mM ATP)

Lizis Tamponu (50 mM HEPES (pH 7.8), 10 mM NaCl, 1.5 mM MgCI2 ,1 mm
EDTA, 1 mm EGTA, 250 mM sikroz, 5 mM DTT)

SpectraMax M2 Mikroplaka Okuyucu (Molecular Devices)

Sogutmali santrifiij

3.1.5. immiinfloresan Boyama

PBS (Sigma-Aldrich)

Paraformaldehyde (PFA) (Sigma-Aldrich)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

FBS (Capricorn)

Bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich)

Keci serumu (Sigma-Aldrich)

DAPI (4’,6-diaminodino-2-phenylindole) (Sigma-Aldrich)
Prolong® Gold antifade reagent (Molecular Probes)

Konfokal mikroskop (Zeiss)

3.1.6. Protein izolasyonu ve Kantitasyon

PBS (Ca2+ ve Mg2+ icermeyen) (Sigma- Aldrich)

1X RIPA (Radioimmunoprecipitation assay) tamponu (Sigma-Aldrich)
Proteaz inhibitér Kokteyli (Roche)

Vibra-Cell prob sonikatori, VCX 130, prob CV 18 (Sonics)

Pierce BCA Protein Test Kiti (Thermo Fisher Scientific)

SpectraMax M2 Mikroplaka Okuyucu (Molecular Devices)

Sogutmali santrifuj
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3.1.7. immiinblotlama

%40 akrilamid/bisakrilamid soltsyonu (Applichem)

Trizma baz (Sigma-Aldrich)

Sodyum dodesil silfat (SDS) (Carlo Erba)

Amonyum persilfat (APS) (Sigma-Aldrich)

TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamin) (Sigma-Aldrich)

Mini Protean Il elektroforez seti (Bio-Rad)

4X Laemmli ylikleme tamponu (Bio-Rad)

Spectra Genis Aralikli Protein belirteci (BioRad)

PVDF membran (0,45 um) (Thermofisher Scientific)

Whatman filtre kagidi, 3 mm (Sigma-Aldrich)

Bovine Serum Albumin tozu (Sigma-Aldrich)

Tris-tamponlu tuz ¢ozeltisi, TBS (50 mM Tris, 154 mM NacCl, pH 7.6)
Tween-20 (Amresco)

Yagsiz sit tozu (Pinar)

SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermofisher
Scientific)

GeneGnome 5 kemiliiminesan gorintileme cihazi (Syngene)

3.1.8. WES

ProteinSimple WES otomatize sistem (ProteinSimple 004—600)

12-230 kDa Wes Separation 8x25 Capillary Cartridges (ProteinSimple SM-
W004-1)

12-230 kDa Standart Paket (ProteinSimple PS-ST01-8)

3.1.9. dQC™m
Mercapto unodecanoic acid (MUA)
1-Ethyl-3-(3-dimethylamiopropyl)carbodiimide (EDC) (Thermo Scientific)
N-Hydroxysuccimide (NHS) (Thermo Scientific)
Etanol (Sigma- Aldrich)
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e PBS (Sigma- Aldrich)

e Rekombinant a-sintklein

3.1.10. Antikorlar

imminfloresan boyama, immiinblotlama ve WES calismalarinda kullanilan

antikorlara iliskin detaylar Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. immiinfloresan boyama, immiinblotlama ve WES calismalarinda kullanilan
antikorlar, seyreltme oranlari ve inkiibasyon kosullari.

Immunblotlama
Immunfloresan boyama Western blot WES
Antikor Seyreltme inkiibasyon | Seyreltme inkiibasyon | Seyreltme inkiibasyon
orani kosullan orani kosullan orani kosullan
Fare monoklonal anti-LIMPII 1:1000 1 saat / oda
antikor (ab176317, Abcam) sicakhgi
Fare monoklonal anti-Oct3/4 | 1:250 1 saat / oda
antikor (sc5279, Santa-Cruz) sicakhgi
Tavsan poliklonal anti-Nanog | 1:250 1 saat / oda
antikor (ab21624, Abcam) sicakhgi
Kegi poliklonal anti-Sox2 antikor | 1:250 1 saat / oda
(sc17320, Santa-Cruz) sicakhgi
Fare monoklonal anti-a-siniiklein 1:10 oda sicakligi
antikor (610787, BD Biosciences)
Tavsan poliklonal anti-amiloid | 1:100 gece boyu
oligomer antikor (AB9234, Sigma-
Aldrich) /+4°C
Fare monoklonal anti-B 1:1000 1 saat / oda
Glukoserebrosidaz antikor sicakhgi
(sc166407, Santa-Cruz)
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Tablo 3.1. immiinfloresan boyama, immiinblotlama ve WES ¢alismalarinda kullanilan
antikorlar, seyreltme oranlari ve inkiibasyon kosullari (devam).

Fare monoklonal anti-Hsc70 | 1:200 1 zaat [ oda 1:100 oda
antikor (sc7298, Santa-Cruz) sicaklig sicakligl
Tavsan  moncklonal  anti-BiP 1:100 oda sicakhi@
antikor (3177, Cell signalling)
Tavsan  monoklonal  anti-PDI 1:100 oda sicaklign
antikor (3501, Cell Signalling)
Fare monoklonal anti-Tirozin | 1:200 1saat foda | 1:1000 1 saat [ oda
hidroksilaz  antikor (ab75875, sicakhg sicaklig
Abcam)
Fare moncklonal anti- Tubulin Bl | 1:5000 gece boyu
antikor (05559, Sigma-Aldrich)
f#4cC
Fare moncklonal anti-Ubikitin 1:125 oda sicakhi@
antikor (scBO17, Santa-Cruz)
Tavsan poliklonal anti-LAMP2A | 1-200 1saat foda | 1:1000 1 saat [ oda
antikor (anl8528, Abcam) sicakhg sicaklig
Fare monoklonal anti-LAMPL | 1:200 1 zaat [ oda
antikor (ab25630, Abcam) sicaklig
Tavsan poliklonal anti-LC3 antiker | 1:200 1saat foda | 1:1000 1 saat [ oda
(L7543, Sigma-Aldrich) sicakhg sicaklig
MNL557 Keci |gG Konjuge Otx2 | 1:250 1 zaat [ oda
antikor (967389, RED Systems) sicaklig
ML557 Kegi lgG Konjuge Brachyury | 1:250 1 saat [ oda
antikor (967388, RED Systems) sicakhg
MNL637 Keci lgG Konjuge SOX17 | 1:250 1 zaat [ oda
antikor (967393, RE&D Systems) sicaklig
Fare monoklonal anti-SQS5TM1 | 1:200 1 zaat [ oda 1:50 oda sicakhi@
antikor [HDODOBETE-MOL, sicaklig
Abnova)
Fare monoklonal anti-GAPDH 1:1000 1saat /oda | 1:5000 oda sicakhg
antikor (GB795, Sigma-Aldrich) sicakligl
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Tablo 3.1. immiinfloresan boyama, immiinblotlama ve WES ¢alismalarinda kullanilan

antikorlar, seyreltme oranlari ve inkiibasyon kosullari (devam).

Tavsan monoklonal anti-B-Aktin 1:5000 oda sicakhg
antikor (M01263, Boster)

Tavsan monoklonal anti-Mestin | 1:250 1 saat / oda

antikor (ab105389, Abcam) sicakhig

Fare monoklonal anti-Musashi | 1:250 1 zaat / oda

antikor (MABE262, Sigma-Aldrich) sicakhigl

Fare monoklonal anti-5ox1 | 1:250 1 saat / oda

antikor  (BDB560749,  Fischer sicakhig

Scientific)

Keci anti-tavsan lgG (H+L) HRP- 1:5000 1saat foda | 1:5000 oda sicakhg
konjuge sekonder antikor sicaklig

(Invitrogen)

Kegi anti-fare 1gG (H+L) HRP- 1:5000 1saat /oda | 1:5000 oda sicakhg
konjuge sekonder antikor sicakhig

(Invitrogen)

Keci anti-fare 1gG (H+L) sekonder | 1:500 1 saat / oda

antikor,  Alexa  Fluor 598 sicakhig

(Invitrogen)

Keci  anti-tavsan  lgG  (H+L) | 1:500 1 zaat f oda

sekonder antikor, Alexa Fluor 488 sicakhigl

(Invitrogen)

Esek anti-kegi 1gG (H+L) sekonder | 1:500 1 saat f oda

antikaor, Alexa Fluor 647 sicaklig

(Invitrogen)

3.2. Yontemler

3.2.1. Galisma Grubuna Dahil Edilen Bireylerin Demografik Bilgileri

Hacettepe Universitesi ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Gastroenteroloji

Bilim Dal’'nda takip edilen Gaucher hastalari ve aile bireyleri ile Noroloji Anabilim
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Dal’'nda takip edilen Parkinson hastalarindan bilgilendirilmis onam formu alinarak

calisma grubu olusturulmustur. Calisma grubu Tablo 3.2’de belirtilmistir:

Tablo 3.2. Deri biyopsi 6rneklerinin elde edildigi bireylerin demografik verileri.

Agiklama Yas Cinsiyet GBA1 genotipi Semptomlar
15 K N370S/N370S Organomegali, bilateral erlenmayer deformitesi,
karacigerde depo hicreleri, boy kisaligi, kabizhk
10 E L444P/L444P Splenomegali, anemi, erlenmayer deformitesi,
osteoporoz, epilepsi, nérolojik tutulum, disa bakis
paralizisi
12 E D409H/D409H  Splenomegali, femur fibréz kortikal defekt,
norolojik tutulum, epilepsi, apraksi, gaze palsy,
sistolik fonksiyonlarda azalma
49 K -/- PH baslangig yasi:44 (5 yil)
MDS UPDRS skoru: 11
LEDD: 1396 mg
Sol elde istirahat tremoru
47 K N370S/- PH baslangic yasi:46 (1 yil)
MDS UPDRS skoru:6
LEDD: 525 mg
Sol elde istirahat tremoru, sol bacakta agr ve
yavaslik, sol el ve sol bacakta rijidite
- B '
B - < '
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3.2.2. Primer Fibroblast Kulturlerinin Kurulmasi

Fibroblast kultirleri kurulurken; éncelikli olarak 4mm yuvarlak Visipunch aleti
ile steril kosullarda c¢ikartilan deri biyopsi 6rnegi uygun ortam (DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium), %20 FBS (Fetal Sigr Serumu), %5 Penisilin/Streptomisin ve
%5 Amphoterisin B iceren) icerisinde buz lzerinde Hacettepe Universitesi Tip
Fakdiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali hiicre kiiltiirti laboratuvarina ulastiriimistir. Doku
ornegi, 35 mm’lik seffaf petriye transfer edilerek 1 kez %5 Penisilin/Streptomisin ve
%5 Amfoterisin B iceren 1X PBS ile ve 2 kez antibiyotik/antimikotik icermeyen 1X PBS
ile yikanmistir. Devaminda deri biyopsi dokusu steril kosullarda bistiri yardimiyla 12-
15 parcaya parcalanarak parcalarin petri kabina yapismasi saglanmistir. Dokularin
Uzerine %20 Fetal Sigir Serumu, %1 Penisilin/Streptomisin ve %1 Amfoterisin B iceren
DMEM besiyeri eklenerek uygun saklama kosullarindaki (37°C’'de, %5CQ;) etive
kaldirilmistir. 2-3 glinde bir besiyeri degistirilerek hiicreler ¢ogaltilmistir. Yaklasik iki
hafta icerisinde fibroblast hiicrelerinin %90-100 yogunluga ulasmasi ile, hiicreler 5 dk.
37 °C'de Tripsin/EDTA solisyonu ile muamele edilerek kaldirilmistir. Tripsin
inaktivasyonu icin 2 kat hacimde fibroblast proliferasyon besiyeri eklenerek hiicreler
falkon tupe aktariimis ve 2000 rpm’de 5 dk. oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Pellet
Uzerine proliferasyon besiyeri eklenmis ve Thoma laminda hiicre sayimi yapilarak
hiicreler kaltir kaplarina ekilmistir. Hiicreler 5. pasaja kadar ¢ogaltilarak, her pasajda
uygun dondurma ortami kullanilarak 1X10° hiicre/vial olacak sekilde cryo tiiplerde
(%10 DMSO iceren DMEM besiyeri icerisinde) dondurulmus ve sivi azotta
saklanmistir. Tez c¢alismasinda 3-5 arasi pasaj numarasina sahip hicreler
kullanilmistir. Fibroblast hiicrelerin mikoplazma kontaminasyon kontrolleri her
bireyden alinan doku icin 1. pasaj sonrasinda DAPI Boyamasi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Uygulanan protokol 3.2.6 immiinfloresan boyama protokoli

kisminda detayli sekilde anlatiimistir.
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3.2.3. Primer Fibroblast Hiicrelerin indiiklenmis Pluripotent Kok

Hiicrelere Yeniden Programlanmasi

Calisma grubuna dahil edilen bireylerden elde edilen fibroblast hicreleri
episomal yeniden programlama yontemi kullanilarak indiklenmis pluripotent kdk
hiicrelere cevrilmistir. Episomal yeniden programlama yonteminde ticari olarak satin
alinan pCXLE-hUL (insan L-MYC ve LIN28 genlerini iceren plazmid) (Addgene #27080),
pCXLE-hSK (insan Sox2 ve KIf4 genlerini igeren plazmid) (Addgene #27078) ve pCXLE-
hOCT3/4 (insan OCT3/4 geni iceren plazmid) (Addgene #27076) plazmidleri
kullanilmistir. Plazmidlerin konsantrasyon ve saflik degerleri Nanodrop (ND-1000
Spectrophotometer)  kullanilarak  belirlenmistir.  Kullanilacak  plazmidlerin
konsantrasyon ve saflik degerleri belirlendikten sonra fibroblast hicrelere bu
plazmidler kullanilarak transfeksiyon gerceklestirilmistir. Fibroblast hiicreleri 3 dk.
37°C’de Tripsin/EDTA sollisyonu ile muamele edilerek kaldirilmistir. Hiicre sayimi
gerceklestirilerek her bir primer fibroblast hiicre hatti icin 500.000 hiicre ayriimistir.
Hicreler niikleofeksiyon sollisyonu icerisinde ¢ozilerek (82 uL insan dermal fibroblast
nukleofektdr solisyonu, 18 ul takviye soliisyonu ve her plazmitten 1 ug/10° hiicre)
elektroporasyon kiivetine alinmistir. Amaxa nikleofaktér cihazinin B16 programi
kullanilarak elektroporasyon gerceklestirilmistir. Transfeksiyon kiivetine 500 ulL
DMEM besiyeri eklenerek (%10 FBS iceren entibiyotiksiz besiyeri) ve 37 °C'de 10
dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda hiicreler matrijel kaph kiltir
kaplarina ekilmistir. Elektroporasyon sonrasi 3. giinde hicrelerin besiyeri 100uM
sodyum butirat iceren E8 kok hilicre besiyeri (DMEM F12 (w/ HEPES),
Penisilin/Streptomisin (%1), Insulin-Transferrin-Selenium (ITS) (%1), Heparin (100
ng/mL), FGF2 (10 ng/mL), L-Askorbik asit (64 pg/mL), TGFb1 (2 ng/mL), mTesR (%10))
ile iki giinde bir degistirilmistir. iPKH koloni olusumu gézlemlendikten sonra koloniler
mikroskop altinda izole edilerek yeni kiltlir kaplarina ekilerek ¢ogaltiimistir. iPKH

kolonilerinin olusum siireci Sekil 3.1‘de gosterilmistir.
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Fibroblast besiyeri
(%15 FBS)

+FGFI 3 iPKH koloni olusumu

Fibroblast

Gin 1

Kolonilerin izolasyonu

Fibroblast besiyeri
(%15 FBS)

Giin 0 Giin 3 Giin X

Transfeksiyon i i
Kok hiicre besiyeri (E8/mTeSR) |PKP(|};(I)0;1|02|51:)\Jmu

+ NaBut

Matrigel kapli Z\ -
Killtir kabi @ « &s &
— L 3

Amaxa human dermal fibroblast nikleofektor kit

Sekil 3.1. Plasmid yeniden programlama yontemi ile fibroblast hiicrelerinin iPKH
kolonilerine donlisiim agamalari.

3.2.4. indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Elde edilen iPK hiicrelerinin kok hiicre 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla kok
hiicrelere 6zgl transkripsiyon faktorlerinden olan Oct4, Sox2 ve Nanog belirteclerinin
hiicre ici lokalizasyonlari ve protein seviyesinde ifadesi immiinfloresan boyama
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Uygulanan protokol ve kullanilan antikorlar 3.2.6

immunfloresan boyama protokolii kisminda detayli sekilde anlatiimistir.

iPKH kolonilerinin pluripotensi 6zelliginin belirlenmesi amaciyla hiicrelerin in
vitro ortamda endoderm, mezoderm ve ektoderm tabakalarina farkhlastirilmasi
tetiklenmistir. U¢ farkh germ tabakasina farklilastirma deneyi STEMdiff™ Trilineage
Differentiation Kit (StemCell Technologies) kullanilarak gerceklestirilmistir. E8/mTeSR
besiyerinde kiltire edilen iPKH kolonileri yeterli yogunluga ulastiginda PBS (Ca** ve
Mg** icermeyen) ile yikanip Accutase enzimi ile 3 dk. 37°C'de muamele edilerek
kaldirilmistir. Hiicreler enzimin 3 kati hacimde Y-27632 Rock inhibitori iceren besiyeri

eklenerek falkon tiuplere alinip 300 x g'de 5 dakika santrifljlenerek ¢oktiralmustir.
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Slpernatant uzaklastirilarak besiyerinde ¢ozilen hiicreler Trypan mauvisi ile boyanip
hemasitometre kullanarak sayilmistir. Hiicreler 12 kuyucuklu kaltir kaplarina uygun
yogunluklarda (endoderm ve ektoderm icin 800.000 hiicre ve mezoderm i¢in 200.000
hicre) Y-27632 Rock inhibitéri iceren E8/mTeSR besiyerine ekilmistir. Ertesi gin
besiyeri c¢ekilerek her bir kuyucuga uygun farklilastirma besiyeri eklenmistir.
Mezoderm ve endoderm farklilasmasi i¢in 5. gline ve ektoderm farklilagsmasi igin 7.
gine kadar her gun farklilagtirma besiyeri degistirilmistir. Farklilasma sonucunda bu
tabakalara 6zgil belirtecler (Otx-2 (ektoderm), Brachyury (mezoderm) ve Sox17
(endoderm)) kullanilarak immiinfloresan boyama vyapilmistir ve hicrelerin bu
belirtegleri ifade edip etmedigi gdzlemlenmistir. Uygulanan protokol ve kullanilan
antikorlar 3.2.6 imminfloresan boyama protokoli ve 3.1.9 antikorlar kisminda

detayli sekilde anlatilmistir.

Yeniden programlama siirecinde iPKH kolonilerinde goriilebilecek olasi
kromozomal anomalilerin tespiti icin molekiler karyotip analizi
HumanOmni2.5Exome-8 BeadChip v1.3 array kullanilarak hizmet alimi seklinde

(Life&Brain GENOMICS, Bonn, Germany) gerceklestirilmistir.

3.2.5. indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicrelerin Dopaminerjik Néron

Hiicrelerine Farkhlastiriimasi

iPKH hiicrelerinin dopaminerjik néronlara farkhlastirilmasi deneyleri 2 asamali
olarak gerceklestirilmistir (195). ilk asamada iPKH’lerin néron progenitor hiicrelerine
farklilastiriimasi gerceklestirilmistir. Uygulanan protokoliin detaylari Sekil 3.2’de

gosterilmistir.
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Néronal farklilasma Saflastirma

Gin 0 4 6  P5<p(x)>p4d5
N2B27

SB 10uM, DM 1 uM

|

Purmorphamine 0.5uM

iPKH smNPC

Sekil 3.2. iPKH’lerin ndéron progenitér hicrelerine (small molecule Neuronal
Progenitor Cells (smNPC)) farkhlastiriimasi protokoli. Farkli giinlerde uygulanan
molekdiller ve uygulanan konsantrasyonlar farkl renklerde belirtilmistir. (hESC:insan
embryonik kok hiicre besiyeri, bFGF: temel fibroblast bliyime faktori, N2B27:
modifiye ndéronal hiicre kiltlrlu besiyeri, SB: SB43152, DM: dorsomorfin, CHIR:
CHIR99021, AA: Askorbik asit)

iPKH’lerin néronal prekiirsor hicrelerine farklilastirilmasi asamasinda, bFGF
iceren insan embryonik kok hiicre besiyerine SB43152 (SB), dorsomorphin (DM) ve
CHIR99021 (CHIR) eklenmistir ve hiicreler bu besiyeri ile 4 giin boyunca inkibe
edilerek hicrelerdeki néronal farklilasma tetiklenmistir. 4. giin sonrasinda néronal
hicre kiltiri besiyerine olan purmorphamine ve askorbik asit (AA) eklenmistir.
Noronal progenitor hiicreler, hiicre kiltiirinin homojenliginin saglanabilmesi igin

minimum 13. pasaja kadar pasajlanmistir.

Noronal progenitor hiicreler elde edildikten sonra hiicrelerin
karakterizasyonu, Nestin, Musashi ve Sox2 néronal kok hiicre belirteclerinin ifadesi
analiz edilerek gerceklestirilmistir. Uygulanan protokol ve kullanilan antikorlar 3.2.6

immunfloresan boyama protokolii kisminda detayli sekilde anlatiimistir.

13. pasaja kadar saflastirilan noéronal progenitor hiicrelerin Sekil 3.3’te
uygulanan protokole gore dopaminerjik noronlara farklilastiriimasi

gerceklestirilmistir. Uygulanan protokole gore farklilastirmanin 21. giiniinde olgun
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dopaminerjik noron kiilturlerinin elde edildigi literatirde belirtilmistir (195). Tez
¢alismasinda, hiicrelerde a-sintiklein birikiminin tetiklenmesi icin hicresel
yaslandirma teknigi kullanilarak dopaminerjik néronlarin farklilagtirma suresi 40 ila

90 giin olarak uygulanmistir.

Farkhlastirma Olgunlastirma

Purmorphamine 1uM

FGF8b 100 ng/ml

0.5 um

Dopaminerjik
Néron

. dbcAMP, BDNF, GDNF, TGFB3
500uM 10ng/ml 10ng/ml 1ng/ml

Sekil 3.3. iPKH’lerin ndéron progenitdr hicrelerine (small molecule Neuronal
Progenitor Cells (smNPC)) farkhlastiriimasi protokoli. Farkli ginlerde uygulanan
molekiller ve uygulanan konsantrasyonlar farkli renklerde belirtilmistir. (N2B27:
modifiye noronal hiicre kiltiirt besiyeri, AA: Askorbik asit, Pur: Purmorphamine,
FGF8b: Fibroblast growth factor 8, dbcAMP: Dibutyryl cyclic-AMP, BDNF: Brain-
derived neurotrophic factor, GDNF: Glial cell-derived neurotrophic factor, TGFB3:
Transforming Growth Factor Beta 3)

3.2.6. immiinfloresan boyama

Hiicreler, 6nceden steril yuvarlak uygun boyutlu lameller yerlestirilen ve
Matrigel ile kapanan 12 kuyucuklu veya 24 kuyucuklu kiltir kaplarina ekilmistir.
Hiicreler uygun yogunluga ulastiginda %4 paraformaldehit ile 25 dk boyunca oda
sicakhginda fikse edilmistir. Devaminda hiicreler 2 kez PBS ile yikanmistir. Fiksasyon
sonrasi hiicreler 60 dk siireyle %10 keci serumunda bloke edildi. Daha sonra hiicreler
oda sicakliginda 1 saat boyunca veya gece boyunca 4 °C'de primer antikorlar ile
muamele edilmistir (antikorlarin seyreltme oranlari ve inkiibasyon kosullari Tablo
3.1'de gosterilmistir). PBS ile yikanan hicreler devaminda oda sicakhiginda 1 saat
boyunca 6zgil ikincil antikorlar (antikorlarin seyreltme oranlari ve inkiibasyon

kosullari Tablo 3.1’de gosterilmistir) ile inkiibe edilmistir. Cekirdek boyamasi icin,
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hicreler oda sicakhiginda 1 dk boyunca DAPI (1:4000 oraninda seyreltilmis) ile
muamele edilmistir. ProLong™ Gold anti-fade reagent (Invitrogen, Thermo Fisher)
ajani ile lam Uzerine kapatilan lameller Zeiss LSM710 konfokal mikroskop ile
gorintilenmistir. Gorintiler ayrica Image J yazilimi kullanilarak floresan yogunlugu

ve es yerlesim analizi acisindan kantite edilmistir.

3.2.7. Protein izolasyonu ve Kantitasyonu

T25 hicre kiltur kaplarina ekilen hiicreler bir kez soguk 1X PBS ile yikanarak
proteaz inhibitérii (1X Proteaz inhibitdér Kokteyli) iceren 100 ul RIPA tamponu
icerisinde toplanmistir. Ornekler buz Gizerinde, 20 saniye boyunca %50 genlikte 6 kez
sonike edilmistir. Sonikasyon sonrasinda ornekler 20 dk 14.000 rpm'de -4 °C'de
santiflj edilmistir. Hicre kalntilarini iceren pelet atilarak protein slipernatanlari yeni
bir tiipe aktarilmistir. Ureticinin protokoliine gére BCA Protein Test Kiti (Thermofisher
Scientific) kullanilarak protein miktari belirlenmistir. Kisaca, 0,08, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8 ve
1,2 mg/ml BSA'dan olusan standart protein numuneleri kullanilarak bir standart egri
cizilmistir. Olgiilecek protein numuneleri, 6rneklerin yogunluguna goére %1 SDS ile 10
veya 20 kez seyreltilmistir. Tum numuneler BCA Protein Test Kitinin ¢alisma sollisyonu
ile 37 °C'de 30 dakika inklibe edildikten sonra SpectraMax M2 spektrofotometrede

562 nm'de protein konsantrasyonlari ol¢iilmustir.

3.2.8. immiinblotlama

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi igin, Tablo 3.3'te gosterildigi gibi %12 veya

%14 ayirici jeller ve %4 yigma jeli hazirlanmstir.
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Tablo 3.3. SDS-PAGE'de kullanilan jellerin bilesimi.

%12 %14 %4
Ayirici jel Ayirici jel Yigma jel
Distile su 3,4 ml 3ml 3,1 ml
%40 akrilamid / bisakrilamid | 2,4 ml 2,8 ml 0,5ml
solisyonu
1.5 M Tris pH 8,8 2ml 2ml -
0.5 M Tris pH 6,8 - - 1,25ml
%10 SDS 0,08 ml 0,08 ml 0,05 ml
%10 APS 0,08 ml 0,08 ml 0,05 ml
Temed 0,008 ml 0,008 ml 0,005 ml

30 pg protein ekstrakti 4X Laemmli tamponu ile karistirilarak 100 °C'de 5
dakika denatire edilmistir ve protein molekiler agirlk belirteci ile SDS-PAGE jellerine
ylklenmistir. Elektroforez 100 V'de 2 saat boyunca gerceklestirilmistir. Islak transfer
icin jel ve nitroselliloz membran transfer kasetinde dort Whatman filtre kagidi ve iki
siinger arasina sikistirilarak sandvig hazirlanmistir. Islak transfer 100 V'de 1,5 saat oda
sicakliginda buz lzerinde gergeklestirilmistir. Membranlar, oda sicakliginda 1 saat
sireyle %0,1 Tween 20 iceren TBS (TBS-T) icinde hazirlanan %5 yagsiz sit tozu
sollsyonu ile bloke edilmistir. Birincil antikorlar, %0,1 TBS-T iginde seyreltilmistir
(antikorlarin seyreltme oranlari Tablo 3.1'de gosterilmistir) ve membranlar gece
boyunca 4 °C'de veya 1 saat oda sicakhginda antikorlarla inkiibe edilmistir
(antikorlarin inkiibasyon kosullari Tablo 3.1’de gdésterilmistir). inkiibasyon sonrasi
membranlar 10’ar dakika boyunca ¢ kez PBS ile yikanarak oda sicakliginda 1 saat
boyunca %0,1 TBS-T iginde 1:5000 oraninda seyreltilmis HRP-konjuge sekonder
antikorlarla inklibe edilmistir. 10’ar dakika boyunca (¢ kez PBS ile yikandiktan sonra

membranlar, Ureticinin protokoliine goére SuperSignal™ West Femto Maximum
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Sensitivity Substrate (Thermofisher Scientific) ile muamele edilmistir. GeneGnome 5

cihazinda (Syngene) kemiliminesan gorintileme yapilmistir.

3.2.9. WES

ProteinSimple WES otomatize sistemin standart protokoll takip edilerek
standart paket icindeki bilesenler hazirlanmistir. DTT tlpd igerisine 40ul distile su
eklenerek 400mM DTT solisyonu hazirlanmistir. Floresan 5X sollisyon tlipliniin
icersine 20pl 10X Ornek tamponu ve 20ul 400mM DTT soliisyonu eklenilerek floresan
5X master mix hazirlanmistir. Biyotinlenmis agrilik belirleyicisi tiiptnin igerisine 16ul
distile su + 2ul 10X 6rnek tamponu + 2pul 400mM DTT soliisyonu eklenip steril 0,6ml
ependorfa aktarilmistir. Cihaza yuklenilecek 6rnekler final konsantrasyonu 0,8mg/ml
olacak sekilde 0,1X érnek tamponu ile seyreltilmistir. Ornekler; 1 birim Floresan 5X
karisimi + 4 birim 6rnek lizati olacak sekilde karistirilmistir. Ornekler 95°C’de 5dk
inklibe edildikten sonra hizlica buz lizerinde sogutulmustur. Primer antikorlar uygun
seyreltme oranlarina gore antikor seyreltici 2 sollisyonu ile dillie edilmistir. Primer
antikorlara goére tlire 6zgl segilen HRP isaretli ikincil antikorlar kullaniimistir.
Kullanilan antikorlarin seyreltme oranlari Tablo 3.1’de gosterilmistir. 200ul Luminol-
S +200ul Hidrojen Peroksit steril ependorf icinde karistirilip plakaya ytklenene kadar
buz Uzerinde bekletilmistir. 12-230 kDa Wes Ayirma yetisine sahip 8x25 kuyucuklu
plakaya Uretici talimatlarina gore yiikleme yapilmistir. Ornekler kuyu basina 4ul,
birincil antikorlar ve ikincil antikorlar kuyu basina 10ul olacak sekilde yikleme
yapilmistir. Plaka 25°C'de 2500 rpm’de 5dk santrifiij edilmistir. Kilcal Kartus ve 8X25
kuyucuklu plaka cihaza vyerlestirilmistir. Protokol 375 V ve 43 dakika olarak

uygulanmistir.

3.2.10. Proteazom Aktivite Ol¢iimii
Hiicre icerisinde yikilmasi gereken proteinlerin yikimi, UPS mekanizmasi
tarafindan iki ardisik reaksiyon ile gerceklestiriimektedir. ilk olarak, protein lizin
rezidilerinin ubikuitin (Ub) ile isaretlenmekte ve ikinci olarak, etiketlenmis proteinler

proteazom tarafindan vyikilmaktadir. In vitro proteazom aktivite olcimi icin
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bahsedilen ikinci asamanin aktivitesini 6lcmeye yonelik bir deney protokoli
uygulanmistir (196). Bu protokole gore, proteazomun her (¢ tip aktivitesi igin
(kimotripsin benzeri aktivite, tripsin benzeri aktivite ve kaspaz benzeri aktivite) 6zgiil
florojenik substratlar kullaniimistir ve proteazom tarafindan florojenik substrattan
floroforun kesilmesi ile elde edilen floresan isima bir floresan plaka okuyucu ile tespit
edilmistir. 60 mm'lik hiicre kiltir kaplarindaki hicreler 2 kez soguk PBS ile
yikanmistir. Hiicreler lastik hiicre kaziyici kullanilarak 400 pl lizis tamponu igerisinde
eppendorf tiplere alinmigtir. Hicreler 10 saniye boyunca %50 genlikte 3 kez sonike
edilmistir. Ornekler 4°C'de 10 dakika boyunca 16.000 x g'de santrifiij edilmistir.
Slpernatantlar yeni eppendorf tiplere toplanmistir. Analiz tamponuna 100 uM
konsantrasyonda 6zgll proteazom substratlari (Caspaz benzeri aktivite substrati: Z-
Leu-Leu-Glu-AMC; Tripsin benzeri aktivite substrati: Ac-Arg-Leu-Arg-AMC;
Kimotripsin benzeri aktivite substrati: Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC) eklenmistir. Her bir
ornek icin siyah duvarl 96 kuyucuklu hiicre kiltir kaplarinin 3’er kuyusuna substrat
iceren 200’er ul analiz tamponu eklenmistir. Uzerine her kuyucuga 50 pl hiicre lizati
eklenmistir (analiz blank 6lgiimleri igin hlicre igermeyen substratli lizis tamponu 3’er
kuyucuga eklenmistir). Floroforun proteazom substratindan ayrilmasini saglamak igin
ornekler 37 °C'de 60 dakika inkibe edilmistir. Floresan i1sima floresan plaka
okuyucuda A360/A460 (excitation/emission) degeri ile okunmustur. Sonuglar hiicre
lizatlarinin BCA protein test kiti kullanilarak 6&lgllen protein konsantrasyon

degerlerine normalize edilmistir.

3.2.11. B-Glukoserebrosidaz Enzim Aktivite Olgiimii
Her bir 6rnek icin daha 6nceden Matrigel ile kaplanmis 96 kuyulu siyah hiicre
kiltirt kaplarinin 3’er kuyusuna 5000’er hiicre ekilmistir. 1-2 gin sonra, B-
Glukoserebrosidaz enziminin 4-methylumbelliferryl B-D-glucopyronoside (4Mu-B-
Glc) substratini parcalamasiicin hiicreler, 0.2 M 50 plL sodyum asetat tamponu (pH:4)
icinde 2.5 mM 4Mu-B-Glc substrat ile 37 °C'de 6 saat inkiibe edilmistir. Analiz blank
Olgtimleri igin substrat icermeyen 0,2 M 50 pL sodyum asetat tamponu (pH:4) 3’er

kuyucuga eklenmistir. Reaksiyon 150 pL 0.2 M glisin tamponu (pH: 10,8) ile
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durdurulmustur.  Floresan 1sima floresan plaka okuyucuda A355/A460
(excitation/emission) 0,1 sn. degeri ile okunmustur. Sonuglar hiicre lizatlarinin BCA
protein test kiti kullanilarak 6lclilen protein konsantrasyon degerlerine normalize

edilmistir.

3.2.12. Quartz Crystal Microbalance (dQCM) Analizi

Quartz Crystal Microbalance (QCM) sensori, rezonans frekansi kullanarak
cesitli biyoanalitleri tespit etmek igin ¢ok cesitli biyo-algilama uygulamalarinda
kullanilan altin kaph kuvars kristal ylzeyindeki toplam kiitle artisina bagl degisimi
nanogram diizeyinde hassasiyetle tespit edebilen bir tekniktir (197). Dagilimli Kuvars
Kristal Mikro terazisi (QCM-D) izleme, kristal ylizeyinde molekiler adsorpsiyon
ve/veya etkilesimin gercek zamanli, etiketsiz 6lgimlerini saglar. Ayrica, Q-Sense
tarafindan patentli olan dagilma parametresi (D) ile adsorbe edilen tabakanin
viskoelastik 6zelliklerinin de izlenmesini saglar. Dagilma, kristal Uzerindeki voltaj
kesildiginde ve salinan kristalin enerjisi dagildiginda gerceklesir [54, 55]. dQCM ¢ipinin
altin yizeyinin tek katmanli 11-mercaptoundecanoic acid (11-MUA) tabakasiyla
kaplanmasi ve 11-MUA tabakasinin  karboksil grubunun 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropry) carbodiimide (EDC) / N-hydrosuccinimide (NHS) ajanlari
kullanilarak aktive edilmesi ile SPR bazli biyoalgilama icin altin yizeyin hedef
antikorlarla kaplanmasi protokolii yaygin olarak kullanilmaktadir (198, 199).
Uyguladigimiz protokolde, dQCM cipinin yiizeyi 20 mM 11-MUA ile kaplanmis ve
etanol ile yikanmistir. Sonrasinda ¢ip ylizeyi 400 nM EDC ve 100 mM NHS ile aktive
edilmistir. Daha sonra, Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji Arastirma
Merkezi'nde (UNAM) Dog. Dr. Urartu Ozgiir isafak SEKER’in sentetik biyoloji
laboratuvarinda rekombinant olarak sentezlenen monomerik a-siniiklein ile cip
ylzeyi kaplanmis ve dopaminerjik néron besiyeri ile yikanmistir. Sonrasinda ¢ip, 90
glnlik iPKH kokenli dopaminerjik néronlarin esit hacimdeki besiyerleri ile muamele
edilmistir. Cip ylzeyine baglanan besiyeri icerisindeki a-siniklein proteini frekans
degisimi olarak kantite edilmistir. Elde edilen degerler, besiyerlerinin alindig

kiltlrlerin total protein konsantrasyonlarina normalize edilmistir.
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3.2.13. Verilerin Analizi

Deneylerin sonucunda elde edilen veriler D'Agostino-Pearson normalite testi
ile degerlendirilmistir. Veriler normal dagilim gostermeleri durumunda iki yonli
varyans analizi ve post-hoc Bonferroni testi kullaniimistir. Normal dagilim
gostermeyen verilerin analizinde Kruskal-Wallis ve Dunn post-hoc testleri
kullanilmistir. istatistiksel analizlerin yapilmasinda GraphPad Prism versiyon 6.0.3

deneme striimi paketi kullaniimistir.
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4. BULGULAR
4.1. Primer Fibroblast Kiiltiirlerin Epizomal Yeniden Programlama ile

iPKH’lere Doniistiiriilmesi

Bolim 3.2.1’de bahsedildigi tzere, ¢calisma grubuna dabhil edilen bireylerden
elde edilen primer fibroblast kultirleri L-MYC, LIN28, Sox2, KIf4 ve OCT3/4
transkripsiyon faktorleri kullanilarak episomal yeniden programlama yontemi ile
indiklenmis pluripotent kdk hicrelere donustlirilmustir (195). Episomal yeniden
programlamada kullanilan plazmidlerin (pCXLE-hUL (insan L-MYC ve LIN28 genlerini
iceren plazmid) (Addgene #27080), pCXLE-hSK (insan Sox2 ve KIf4 genlerini iceren
plazmid) (Addgene #27078) ve pCXLE-hOCT3/4 (insan OCT3/4 geni iceren plazmid)
(Addgene #27076)) konsantrasyon ve saflik degerleri Tablo 4.1’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Episomal yeniden programlama yonteminde kullanilan plazmidlerin saflik
ve miktar tayini sonuglari.

Plasmid ad1 Konsantrasyon (ng/pl) OD2soi2s0  [ODa260/230
pCXLE-hSK 5107,2 1,93 2,18
pCXLE-hUL 3605 1,95 2,25
pCXLE-hOCT 3/4 2291 1,95 2,24

(OD: optik dansite)

Primer fibroblast hiicrelerinin (Pasaj #2) yeniden programlanmasindan
itibaren yaklasik 10 ila 30 giin icerisinde olusan iPKH kolonileri gdzlemlenmistir (Sekil
4.1). Calisma grubuna dahil edilen her bir bireyin fibroblast 6rneginden en az 3’er
iPKH kolonisi secilerek calismaya dahil edilmistir. iPKH’lerin morfolojik yapilari Sekil
4.1'de gosterilmektedir. Elde edilen koloniler, mikroskop yardimiyla izole edilip kiiltlr

kabindaki fibroblast hiicrelerden ayristirilarak E8 besiyeri icerisinde cogaltiimistir.
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Sekil 4.1. (A) Yeniden programlama oncesinde kiltiire edilen primer fibroblast
hicreleri. (B) Primer fibroblast hiicrelerin yeniden programlanmasi sonucu elde
edilen iPKH kolonileri. (Blyltme: (A)10X (B)20X).

4.2. iPKH’lerin Karakterizasyonu

4.2.1. iPKH’lerin K6k Hiicre Ozelliklerinin Belirlenmesi

izole edilen iPKH kolonileri pasaj#5’e kadar cogaltildiktan sonra
karakterizasyon deneyleri gerceklestirilmistir. iPKH’lerin kok hicre o6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla kok hicrelere 6zgl transkripsiyon faktorlerinden olan Oct4,
Sox2 ve Nanog belirteglerinin hiicre i¢i lokalizasyonlari ve ifadesi imminfloresan
boyama yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Belirtilen belirtecglerin elde edilen tiim
iPKH’lerde ifade oldugu ve bahsedilen transkripsiyon faktorlerinin ¢ekirdekte

yerlesim gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Kok hiicre transkripsion faktorlerinin (Oct4, Sox2 ve Nanog) iPKH’lerde
ifade ve yerlesiminin gériintiisii (Olgek cubugu: 50pm).

4.2.2. iPKH’lerin Karyotip Analizleri

Yeniden programlama sirecinde hicrelerin ‘Yamanaka Faktorleri’ ile
transfeksiyonu sonrasinda genomda olusabilecek kromozomal anomalilerin tespiti
icin molekiler karyotip analizi gerceklestirilmis olup, elde edilen iPKH kolonilerinde
herhangi bir kromozomal anomali (delesyon/insersiyon) saptanmamistir.
Kromozomal anomali saptanmayan iPKH’lerden birine ait molekiiler karyotip analiz
raporu Sekil 4.3 (A)’'de gosterilmistir. Elde edilen bazi iPKH’lerin karyotip molekiler
karyotip analiz sonuclarinda ise genomda bazi lokasyonlarda ‘heterozigotluk kaybr’
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3 (B)). Tespit edilen ‘heterozigotluk kaybi’ yeniden
programlama sonucu gorilebilecek bir kromozomal anomali olmamakla birlikte, bu

durum akraba evliligi sonucunda allellerdeki heterozigotlugun kaybindan ileri gelen
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bir durum olarak karsimiza ¢cikmaktadir. Pek ¢cok otozomal resesif genetik hastalik,
ebeveynlerin akrabaligi ile iliskilidir ve bu tir ailelerde dogan bireyler tipik olarak
kromozomal ‘heterozigotluk kaybi’ sergilemektedir (200). Calisma grubuna dabhil
edilen iki hastada (L444P/L444P ve DA409H/D409H genotipine sahip bireyler)
bulundugu ailelerde akraba evliligi oyklsi oldugundan, bu bireylerin iPKH'lerinde
genom boyunca birden farkli kromozomal bolgelerde ‘heterozigotluk kaybi” oldugu
tespit edilmistir. Fakat calisma grubuna dahil edilen iPKH’lerde fonksiyonel analizlerle

kullanilmalarina engel olacak herhangi bir kromozomal anomali tespit edilmemistir.

A. lifec brai B.
']e o 'life brain

Karyotype Report Karyotype Report

Customer sample 1D:110123C_C1|
Internal sample ID:  LU71DIVULUD100116
Date of receipt: 02.07.2018

Customer sample 10:060512C_C2
Internal sample ID:  LU17DIVULUD100118
Date of receipt:  02.07.201§

Genotype identity with: 110123C_C3_P8-2018-07-02/ LUDIVULU00115 Genotype identity with: 060512C_C5_P9-2018-07-02 / LUDIVULUOO119,

Karyotyping 060512C_C7-2018-07-02 / LUDIVULU00120
Technology used: lllumina BeadArray. Karyotyping
Product: HumanOmni2.5Exome- BeadChip v1.3 Technokogy used:  Ihumina GpadArray.
Manifest file: HumanOmni2-5Exome-8v1-3_A1.bpm Product: HumanOmni2.5Exome-8 BeadChio v1.3
Cluster file: HumanOmni2-5Exome-8v1-3_A1.egt Manifest file: HumanOmni2-5Exome-8v1-3 Al fpm‘
Cluster file: HumanOmni2-5Exome-8v1-3_A1.egt

Chip barcode and segment: 201353490002  R02C01

Batch ID and 96 well position:  WG6906660-MSAGBO1 Chlpbarcodemndsegment:  20135400002:  RO4CO1

Batch ID and 96 well position:  WG6906660-MSA6 D01

Call rate: 0,9849067
, Call rate: 0,9920038
Typing
Scanner: lllumina iScan, S/N: N234 Typing
Site of processing:  Life&Brain GENOMICS, Bonn, Germany Scanner: llumina iScan, SIN: N234
Manufacturer: lllumina, Inc., San Diego, United States of America Site of ﬁmsiw: Life&Brain GE.NOMICS. Bonn, Germany
Date of scan: 2018-07-30-1618 Manufacturer: llumina, Inc., San Diego, United States of America
. Date of scan: 2018-07-30-1643
Genotype Analysis
Genome Studio:  GenomeStudio V2.0.2 Genotype Analysis
Genotyping module: Ver. 2.0.2 Genome Studio:  GenomeStudio V2.0.2
G ing module: Ver. 2.0.2
Copy Number Analysis enolyping module: Ver
Algoﬁlhm applied:  CNV-Partition Copy Number Analysis
Version: 32 ) ) ) Algorithm applied:  CNV-Partition
Software producer: lllumina, Inc., San Diego, United States of America Version: 32
Software producer: lllumina, Inc., San Diego, United States of America
Noteworthy findings

Noteworthy findings
Extended regions of loss of heterozygosity on chrs: 2, 6, 7,9, 10, 11, 14, 15, 18

No larger chromosomal aberrations to be reported.

Analyst
Stefan Herms Analyst
Stefan.Herms@unibas.ch Stefan Herms
Tel.: +4161 328 50 19 Stefan Herms@unibas.ch

Tel.: +4161328 50 19

Sekil 4.3. Molekiiler karyotipleme ile elde edilen analiz sonucu 6rnekleri.



55

4.2.3. iPKH'lerin Pluripotent Ozelliklerinin Belirlenmesi
iPKH kolonilerin pluripotent 6zelliginin test edilmesi amaciyla hiicreler in vitro
ortamda endodermal, mezodermal ve ektodermal farklilagsmaya birakilmigtir.
Farklilasma sonucunda hiicrelerin pluripotensi kapasiteleri her bir germ tabakasina
0zglil belirtecler (Ektoderm icin Otx-2, Endoderm icin SOX17 ve Mezoderm igin
Brachyury) kullanilarak analiz edilmistir. iPKH hiicrelerinin her 3 germ tabakasina
ozgul belirtecleri ifade ettigi ve bu tabakalara farklilasma potansiyeli oldugu tespit

edilmistir (Sekil 4.4.).
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Mezodermal farklilasma

Sekil 4.4. iPKH kolonilerinin 3 farkli germ tabakasina farklilastirildiktan sonra ifade
ettikleri germ tabakalarina 6zgil belirteclerin (A) ektoderm icin Otx2; (B) Endoderm
icin SOX17 ve (C) Mezoderm igin Barchyury imminfloresan boyama gorintileri
(Bayutme: 63x).
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4.3. iPKH’lerin Dopaminerjik Noronlara Farklilagtiriimasi ve Noronal
Kiltiirlerin Karakterizasyonu

iPKH kolonilerinin kromozomal anomali tasimadigi, kdk hiicre belirteglerini
ifade ettigi ve pluripotent oOzelliklerinin oldugu tespit edildikten sonra hiicreler
dopaminerjik noronlara farklilastirilmak Uzere iki asamali bir protokole tabi
tutulmustur (195). Bu protokoliin ilk asamasinda, hiicreler néronal progenitor
hicrelere  farkhlastinlmistir.  iPKH’lerin ~ ndronal  progenitér  hicrelerine
farkhlastirilmasi asamasinda, bFGF iceren insan embryonik kok hiicre besiyerine BMP
ve TGFB sinyal yolaklarinin inhibitért olan SB43152 (SB) ve dorsomorphin (DM) ile
GSK3b inhibitdri olan CHIR99021 (CHIR) eklenerek néronal farklilagsma tetiklenmistir.
Ayrica, noronal hicre kiltiri besiyerine GSK3b inhibitéri olan CHIR99021, SHH
yolagi stimilatori olan purmorphamine ve néronal olgunlasma igin askorbik asit (AA)

eklenerek néronal progenitor hiicreler elde edilmistir.

Elde edilen néronal progenitér hiicrelerin néron kok hicre 6zelligi tasiyip
tasimadiklari néron kok hiicre belirtecleri (Nestin, Musashi, Sox1 ve Sox2) kullanilarak
yapilan immiinfloresan boyama yontemi ile analiz edilmistir. Elde edilen néronal
progenitor hiicrelerin néron kok hiicre belirteclerini ifade ettigi tespit edilmistir (Sekil

4.5.).
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Nestin

Sekil 4.5. Noron progenitor hiicrelerde nérona 6zgiil belirteclerin (Nestin, Musashi,
Sox1 ve Sox2) ifadesinin immiinfloresan gériintiileri. (Olgek cubugu: 50 um)

Noron kok hiicre karakteri tasidig! tespit edilen néronal progenitor hiicreler
daha sonra farklilastirmanin ikinci asamasi olan dopaminerjik néronlara farklilastirma
protokolliine tabi tutulmustur. Bu asamada, modifiye noéronal hiicre kiltird
besiyerine ilk 8 glinlik stirecte askorbik asit, purmorphamine ve FGF8b (Fibroblast
growth factor 8) eklenerek dopaminerjik néronlar da dahil olmak lzere orta beyin
hiicrelerinin olusumu tetiklenmistir (201). Daha sonra noronlarin olgunlasmasi
asamasinda da BDNF (Brain-derived neurotrophic factor), GDNF (Glial cell-derived
neurotrophic factor), TGFB3 (Transforming Growth Factor Beta 3), ve dbcAMP
(Dibutyryl cyclic-AMP) eklenerek hiicreler olgunlastirilmistir (195). Kullanilan
farkhlagtima protokolline goére iPKH kdkenli dopaminerjik néronlarin farklilasmanin

21. gininde olgun noronlar haline geldikleri ve fonksiyonel calismalarda
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kullanilabilecekleri belirtilmektedir (195). Bu calismada ise, fonksiyonel analizlerde
kullanilan iPKH kokenli dopaminerjik néron kilturleri 40 ila 90 giin boyunca
farkhlagtiriimis ve boylece hicrelere a-sintklein birikimin tetiklenmesi igin hiicresel
yaslandirma teknigi uygulanmistir. Literatirde de, GBA mutant iPKH kokenli
dopaminerjik néron modelleri 30 ila 120 glin arasinda farklilagtirilarak a-siniiklein
iliskili patolojiyi arastirmaya yonelik fonksiyonel analizler gerceklestirilmistir (114,
202). Noronal progenitor hicrelerden farklilastirilan dopaminerjik ndéronlarin
farklilasma siirecinde 21. (Sekil 4.6. (A)), 30. (Sekil 4.6. (B)) ve 40. (Sekil 4.6.

(C))glinlerde morfolojik gortntileri gosterilmistir.

30. Gln

Sekil 4.6. Noron progenitor hicrelerin dopaminerjik néronlara farklilastirilmasi
surecinde farklilasmanin (A) 21., (B) 30. ve (C) 40. giinlerinde hticrelerin morfolojik
gorantileri (Biylutme A ve B: 20X, C: 10X).

iPKH’lerin iki asamal farkhlastirma protokoli kullanilarak dopaminerjik néron
kalturlerine farklilagtirilmasi sonucunda, igerisinde dopaminerjik néronlar da dabhil
olmak Uzere heterojen bir néron kiltirl elde edilmektedir. Elde edilen néronal
kilturlerde bulunan dopaminerjik néronlarin karakterizasyonu igin tirozin hidroksilaz
enziminin ifadesi analiz edilmistir (Sekil 4.7.). Dopaminerjik noéronlarin
tanimlanmasinda, bu hicrelerdeki dopamin sentez yolaginda L-tirozinin L-3,4-
dihidroksifenilalanine déntsiimiinde hiz sinirlayici enzim olan tirozin hidroksilaz (TH)

ifadesinin analizi altin standart olarak kabul edilmektedir (203). Calismamizda,
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iPKH’lerin farklilastirma protokolii sonrasinda 40. giinde, elde edilen tim hiicre
hatlarinda B-Tublll ifade eden noronlarin ve tirozin hidroksilaz ifade eden
dopaminerjik néronlarin varligi immiinfloreesan boyama teknigi ile tespit edilmistir
(Sekil 4.7.). Immiinfloresan boyama gériintiilerine gére iPKH kdkenli dopaminerjik
noron kiltlrlerinde TH ifade eden dopaminerjik néronlarin yiizdesinin kiltiredeki

oraninin %15 ila %25 oraninda oldugu saptanmistir

DA409H/- D409H/DA09H L444P/-

iPH

PH N370S/-

Sekil 4.7. Noronal farkhlagsma sonrasi hiicre gruplarinda néron belirteci Sinif 3 B-
tibdlin (TUBBIII, yesil) ve dopaminerjik néron belirteci tirozin hidroksilaz (TH, kirmizi)
ifadelerinin immiinfloresan gérintileri. (Olgek cubugu: 10 um)
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immiinblot teknigi ile hiicrelerde tirozin hidroksilaz ifade oranina bakildiginda
ise gruplar arasinda dopaminerjik néron farklilasma potansiyelleri arasinda ifade
farkhhg olmadigi goérilmektedir (Sekil 4.8.). Gruplar arasinda dopaminerjik
noronlarin oranlari arasinda anlamli farkhliklarin olmamasi, elde edilen in vitro
modellerin a-sinliklein patolojisini fonksiyonel olarak incelemek agisindan uygun bir

model oldugunu ortaya koymaktadir.

X\
S
<
$
&

N

<

Tirozin hidroksilaz
(55-60 kDa)

GAPDH
(36 kDa)

Sekil 4.8. iPKH kdkenli dopaminerjik néronlarda tirozin hidroksilaz ifade seviyelerini
gosteren imminblot analizi gérintisa.

Yapilan farklilastirma ve karakterizasyon analizleri sonucuna goére, fonksiyonel
analizlerde kullanilmak Gizere uygun hasta kaynakli primer fibroblast hiicrelerinden

iPKH kokenli dopaminerjik néron modelleri basariyla elde edilmistir.

4.4. iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda B-Glukoserebrosidaz (GCaz)

enzim ifade ve aktivitesinin belirlenmesi
iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda GCaz enziminin aktivitesi, ifadesi ve
LIMPIl aracili lizozoma tasinimi analiz edilmistir. ilk olarak, 40 gin siresince
dopaminerjik noéronal farklilasmaya maruz birakilan hicrelerde GCaz enziminin
aktivite analizi, enzimin modifiye bir substrati olan florojenik 4Mu-B-Glc kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sonuclar Sekil 4.9’da gosterilmistir. Elde edilen sonuglar

dogrultusunda, homozigot GBA1 gen mutasyonlarinin (N370S/N370S, L444P/L444P
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ve D409H/D409H) GCaz enzim aktivitesinde anlamh sekilde inhibisyona neden
olduklari tespit edilmistir (p<0,0001) (Sekil 4.9). N370S/- ve L444P/- genotipine sahip
heterozigot tasiyici bireylerin hiicrelerde enzim aktivitesinin %50 seviyelerinde
anlaml sekilde azaldigi tespit edilmistir (p<0,001). D409H/- genotipine sahip taslyici
bireyin hiicrelerinde kontrole gére anlamli bir farklilik tespit edilmemistir. idyopatik
PH hastasinin ve N370S/- genotipine sahip PH hastasinin hiicreleri karsilastirildiginda
ise, GBA1 N370S heterozigot mutasyonunun GCaz enzim aktivitesinde anlamli sekilde

dislise sebep oldugu gorilmustir.
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Sekil 4.9. GCaz enzim aktivitesi 6lcim sonuglari. Veriler standart+ortalamanin
standart hatasi olarak gosterilmistir. Anlamli farklilik belirlenen gruplar *** ye ****
ile gosterilmistir (RFU: rolatif floresan Unite, n=3, ***: p<0,001, ****: p<0,0001).

GBA1 gen mutasyonlarin GCaz enziminin ifadesine olasi etkilerini
degerlendirmek amaciyla, imminblot yontemi ile protein ifade analizi
gerceklestirilmistir (Sekil 4.10 (A)). Elde edilen verilere gére, kontrol hiicrelere kiyasla,
GCaz enzim ifadesinin N370S/N370S, L444P/L444P ve D409H/D409H genotiplerine
sahip hiicrelerde anlamli sekilde azaldigi tespit edilmistir (p<0,001 ve p<0,0001) (Sekil
4.10 (B)). Heterozigot GBA1 mutasyonuna sahip taslyici bireylerden elde edilen
hicrelerde yalnizca D409H/- mutasyonuna sahip hicrelerde anlaml sekilde GCaz

ifadesinde azalma saptanmistir (p<0,0001). N370S/- ve L444P/- genotipine sahip
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tastyici bireylerin hiicrelerinde anlamli farklilik tespit edilmemistir. Bununla birlikte,

iPH ve PH N370S/- hiicrelerinde enzim ifadesinde farklilik tespit edilmemistir.

GBA1 gen mutasyonlarinin GCaz ifadesine etkilerinin yani sira, bu enzimin
lizozoma tasinmasi silirecine de etkilerinin olabilecegi distnllmustiir. Bu sebeple,
GCaz enzimin ER’de sentezlenmesinden sonra mannoz-6-fosfat yolagindan bagimsiz
sekilde lizozoma tasinmasindan sorumlu olan LIMPII lizozomal reseptor proteininin
ifadesi analiz edilmistir (Sekil 4.10 (A)). Yapilan analizler sonucunda GBA1l gen
mutasyonlarinin GCaz enziminin lizozoma ulagsmasinda gorevli olan LIMPII proteininin
ifadesini etkilemedigi tespit edilmistir (Sekil 4.10 (C)).
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Sekil 4.10. (A) 40 gin farklilagtiriimig iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda GCaz ve
LIMPII protein ifade seviyelerini gosteren immiinblot analizi goérintisiu. Kontrol ve
GBA1 gen mutasyonlarina sahip hiicrelerde GAPDH ifadesine normalize edilmis (B)
GCaz (C) LIMPII ifadelerinin grafigi. Veriler standart+ortalamanin standart hatasi
olarak gosterilmistir. Anlamli farkhlik belirlenen gruplar *** ve **** jle gosterilmistir
(RFU: rolatif floresan Unite, n=3, ***. p<0,001, ****: p<0,0001).
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Sonuc olarak, GBA1 gen mutasyonlarinin homozigot oldugu durumlarda
(N370S/N370S, L444P/L444P ve D409H/D409H) iPKH kokenli dopaminerjik néron
kilturlerinde, hem GCaz enzim aktivitesinin hem de GCaz ifadesinin kontrol hiicrelere
kiyasla anlamli sekilde azaldigl saptanmistir. GCaz ifadesindeki azalmanin, 6zellikle
‘agir’ GBA gen mutasyonlarinda daha fazla oldugu tespit edilmistir. N370S/- ve
L444P/- heterozigot GBA1 gen mutasyonlarina sahip hiicrelerde GCaz aktivitesinde
anlamli sekilde azalma gorulirken, D409H/- heterozigot GBA1 mutant hiicrelerde ise
GCaz aktivitesinde degisiklik saptanmazken, GCaz ifadesinde anlamli azalma tespit
edilmistir. GBA1 gen mutasyonlarinin, GCaz enziminin lizozoma tasinmasinda
herhangi bir etkisi olmadig1 goérilmustlr. Parkinson hastasi bireylerin hiicrelerinde
GCaz enzim ifadesi ve lizozomal tasinimi ile ilgili bir degisiklik saptanmamistir. Fakat,
idyopatik PH hastasi ve N370S/- GBA1 genotipine sahip PH hastasinin GCaz enzim
aktiviteleri karsilastirildiginda, GBA1l heterozigot mutasyon varli§inda enzim

aktivitesinin anlamli sekilde azaldigi gortlmustur.

4.5. iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda a-siniiklein ifadesi ve hiicre
disina saliniminin belirlenmesi

Mutant GCaz enzimi ve a-siniikleinin patolojik birikimi arasinda dogrudan bir
baglanti oldugu daha énce yapilan calismalarda bildirilmistir (7, 142, 204). Ozellikle
mutant GCaz enzminin hicre ici a-sintklein birikimini tetikledigi, biriken a-sintikleinin
de GCaz enziminin ER’den lizozoma tasinimini bozarak aktivitesini inhibe ettigi ve
boylece iki protein arasinda ‘iki yonli bir patolojik dongli’ mekanizmasinin olustugu
one slrtlmistir (7). Bu nedenle, calismamizda iPKH kokenli dopaminerjik néron
hiicrelerinde ‘hafif’ (N370S) ve ‘agir’ (L444P ve D409H) GBA1 gen mutasyonlarinin
homozigot ve/veya heterozigot durumda a-sinliklein birikimine etkilerinin
arastirilmasi amaclanmustir. ilk olarak, iPKH kdkenli dopaminerjik néron hiicrelerinde
monomerik a-sintiklein birikimi imminoblot teknigi ile analiz edilmistir (Sekil 4.11
(A)). Elde edilen verilere gore, bazal kosullarda, kontrol hiicrelere kiyasla GBA1 gen

mutasyonu tasiyan Parkinson hastasi (PH N370S/-) ve D409H heterozigot GBA1 gen
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mutasyonuna sahip tasiyici bireyin (D409H/-) hicrelerinde anlamh seviyede
monomerik a-sintklein artisi tespit edilmistir (p<0,0001). Diger gruplarda kontrole

kiyasla anlaml bir farklilk tespit edilmemistir (Sekil 4.11 (B)).

Bazal kosullara ek olarak, GBA1 gen mutasyonlarinin hiicrelerde monomerik
a-sinliklein birikimi Gzerindeki etkileri, bu proteinin yikimindan sorumlu temel
mekanizma olan  Ubikitin-Proteazom  Sistemi  (UPS)  baskilanarak da
degerlendirilmistir. Bu baglamda, UPS sistemini baskilamak Uzere hiicrelere 24 saat
boyunca 100 nM MG132 uygulamasi yapilmistir. MG132 (carbobenzoxy-Leu-Leu-
leucinal), 26S proteazom kompleksinin proteolitik aktivitesini etkili bir sekilde bloke
eden bir peptit aldehit olup geri donisimli proteazom inhibitori olarak
kullanilmaktadir. Elde edilen verilere gére, MG132 uygulamasi sonrasinda, kontrol
hicrelere kiyasla, D409H/D409H hicresinde ve GBA1l gen mutasyonu tasiyan
Parkinson hastasi hiicresinde (PH N370S/-) anlamh sekilde monomerik a-sintiklein

artisi tespit edilmistir (p< 0.001 ve p<0,0001) (Sekil 4.11 (B)).
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Sekil 4.11. (A) iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda uygulama yapilmamis bazal
kosullarda ve 24 saat boyunca 100 nM MG132 proteazom inhibitéri uygulanmis
kosullarda hiicreigi a-sintiklein protein ifade seviyelerini gosteren immiinblot analizi
gorintisi. (B) Kontrol ve GBA1 mutant hiicrelerde GAPDH ifadesine normalize
edilmis  a-sintiklein ~ bantlarinin  optik  yogunluklarinin  grafigi.  Veriler
standart+ortalamanin standart hatasi olarak gosterilmistir. Anlamli farklilik belirlenen
gruplar *** ve **** jle gosterilmistir (n=3, ***: p<0,001, ****: p<0,0001).

Hiicrelerdeki monomerik a-sinliklein birikiminin yani sira, hicrelerde
oligomerik ve fibriller a-sintiklein birikimine neden olup olmadigi da arastiriimistir. Bu
amacla, hiicrelerdeki a-sinlikleinlerin oligomerlesme potansiyelini incelemek lizere a-
sindklein gibi amiloidojenik yapidaki proteinlere 6zgiil bir epitopu taniyarak oligomer
ve protofibriller yapidaki agregatlarla reaksiyona girebilen anti-oligomerik (A11)
antikoru (205) kullanilarak immiinfloresan boyama yontemi ile oligomer formdaki a-
sintiklein birikimi analiz edilmistir. Elde edilen immiinfloresan boyama gorintileri

Sekil 4.12 (A)'da gosterilmektedir. Verilerin floresan intensite kantitasyon
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sonugclarinin grafigi Sekil 4.12 (B)’de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore, tim
homozigot GBA1 gen mutasyonuna sahip hastalarin (N370S/ N370S, L444P/ LA44P ve
D409H/ D409H) hem de Parkinson hastalarinin (iPH ve PH N370S/-) iPKH kokenli
dopaminerjik noron hiicrelerinde kontrol hiicrelere kiyasla anlamli sekilde oligomerik
a-sintklein birikimi oldugu tespit edilmistir (p<0,001, ****: p<0,0001) (Sekil 4.12). Ek
olarak, ‘agir’ (L444P ve D409H) GBA1 homozigot gen mutasyonlarinin ‘hafif’ (N370S)
GBA1 homozigot gen mutasyonu durumuna gore hiicrelerde daha fazla oligomerik a-
sintklein birikimine neden oldugu saptanmistir (Sekil 4.12 (B)). Bununla birlikte,
N370S heterozigot GBA1l gen mutasyonuna sahip Parkinson hastasi bireyin
hiicrelerinde, GBA1 gen mutasyonu tasimayan idyopatik Parkinson hastasi bireye
gore anlamli sekilde daha fazla oligomerik a-sintklein birikimi oldugu gézlemlenmistir

(Sekil 4.12 (B)).
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Sekil 4.12. (A) 40 giin farklilastirilan iPKH kdkenli dopaminerjik néron kiltirlerinde
oligomer/fibriller yapidaki a-sindkleinin  (yesil) ve cekirdeklerin (mavi)
immunfloresan goruntuleri (BuyUtme: 63X). (B) Hurelerde oligomer/fibriller yapidaki
a-sintkleinin immunfloresan intensite kantitasyon analizi sonuglari ‘Arbitrary Unit
(AU)" olarak gosterilmistir. (Veriler her bir hiicre grubundan 20’ser hiicre analiz
edilerek gerceklestirilmistir. Veriler standart+ortalamanin standart hatasi olarak
gosterilmistir. Anlamh farkhlk belirlenen gruplar *, *** ve **** jle gosterilmistir (*:
p<0,05, ***: p<0,001, ****: p<0,0001).
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GBA1 geni ile iliskili PH patogenezinde, mutant GCaz enziminin a-sinlklein
birikimini tetiklemesinin yani sira, a-sintiklein salinimini da etkileyebilecegi yapilan
calismalarda gosterilmistir (83, 206, 207). Bu nedenle bu c¢alismada, GBA1 mutant
iPKH kokenli dopaminerjik noron kiiltirlerinde a-sintklein saliniminin incelenmesi de
amaglanmigtir. Bu dogrultuda, ilk olarak 90 glin boyunca farkhlastirilmig kilttrlerin
besiyerlerinden alinan érnekler transmisyon elektron mikroskobu ile analiz edilmistir.
Elektron mikroskop sonuclarina gore, kontrol hicrelerin besiyeri 6rneklerinde
herhangi bir agregat benzeri yapi tanimlanmazken, en yiiksek oranda a-sinliklein
salinimi beklenen PH N370S/- genotipine sahip hiicrelerin besiyerlerinde agregasyon
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.13). Hicrelerden salinan a-sindklein miktarinin
kantitasyonuna olanak saglayan dQCM teknigi ile a-sinlklein salinimi analiz
edilmistir. Elde edilen sonuclar zaman bagh frekans degisimi grafigi olarak
gosterilmistir (Sekil 4.14 (A)). Verilerin kantitasyonu sonucunda elde edilen grafik
(Sekil 4.14 (B))’ de gosterilmistir. Homozigot GBA1 gen mutasyonlarina sahip Gaucher
hastalarindan  (N370S/N370S, L444P/L444P, D409H/D409H) ve Parkinson
hastalarindan (iPH ve PH N370S/-) elde edilen iPKH kdkenli dopaminerjik néron
kiltirlerinin besiyerlerinde kontrol hiicrelere kiyasla anlamli sekilde a-sintklein
salinimi oldugu tespit edilmistir (p<0,05, p<0,001 ve p<0,0001) (Sekil 4.14 B)).
Hererozigot GBA1l gen mutasyonuna sahip tasiyict bireylerin hiicre kiltir
besiyerlerinde a-sinliklein saliniminda kontrol hiicrelerin besiyerlerine kiyasla anlaml
bir farklihk tespit edilmemistir.

PH - GBA N370S/- Kontrol

Sekil 4.13. 90 giin boyunca farklilastirimis iPKH kdkenli dopaminerjik ndron
kalturlerinin besiyerlerine salinan a-sinlkleinin transmisyon elektron mikroskobu
gorintdileri.
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Sekil 4.14. (A) 90 giin boyunca farklilastirilmis iPKH kokenli dopaminerjik néron
kiltirlerinin 90. glinde toplanan besiyerlerinde dQCM analizi sonucunda elde edilen
frekans degisimi-zaman grafikleri gosterilmektedir. iPKH kokenli dopaminerjik
noronlardan besiyerlerine salinan a-sintklein molekilleri dQCM cipinin yiizeyine
onceden baglanmis olan rekombinant monomerik a-siniklein molekdillerine
baglanmakta ve bu baglanma sonucu frekans degisimi olarak 6lctilmektedir. dQCM
tekniginin detaylari Bolim 3.2.12’de anlatilmistir. Sari, mavi, yesil ve kirmizi renklerde
gosterilen egriler farkli frekans degerlerinde ayni 6rnek icin alinan olcimleri
gostermektedir. Verilerin kantitasyonunda tim farkh frekans araliklarinda alinan
degerlerin (AF3, AF5, AF7 ve AF9) ortalamasi kullanilmistir. (B) dQCM datasinin
kantitasyonu sonucunda elde edilen frekans degisimi grafigi. Sonuglar total protein
miktarlarina oranlanarak normalize edilmistir. Veriler standart+ortalamanin standart
hatasi olarak gosterilmistir. Anlaml farkhlik belirlenen gruplar *, *** ve **** jle
gosterilmistir (n=3, *: p<0,05, ***: p<0,001, ****: p<0,0001).
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4.6. iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda Ubikitin Protezom Sistemi
Aracili Protein Yikimi

ER'de yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi, proteinin yeniden katlanmasi
icin ER stresini indiikleyerek katlanmamis protein yanitinin (KPY) aktivasyonuna yol
acmaktadir. GBA1 gen mutasyonlarinin da, GCaz enziminin ER’de katlanmasinda ve
stabilizasyonunda bozukluklara sebep olarak katlanmamis protein yanitini (KPY)
aktive ettigi bilinmektedir (30). Bu durumda, KPY'nin ¢ temel alt mekanizmasi olan
IRE1, PERK ve ATF6 proteinleri devreye girerek yanlis katlanmis/katlanmamis
proteinlerin dogru katlanmasini saglamak ve ER'deki protein ylkini azaltmak icin ER
saperonlarinin (BiP, PDI ve Irela gibi) ifadesini arttirirken ayni zamanda hiicresel
protein yapimini da baskilamaktadir (208). GBA1 gen mutasyonlari durumunda,
mutant GCaz enzimi, ER'de yanlis katlanmis olarak taninmaktadir ve ER kalite kontrol
mekanizmalari tarafindan dogru sekilde katlanmak amaciyla orada tutulmaktadir.
GCaz enzimi, ER’de gorevli saperonlar tarafindan dogru katlanamaz ise, sitoplazmaya
tekrar gonderilerek ubikuitin-proteazom sistemi tarafindan yikilmaktadir (209).
KPY'nin kalici aktivasyonu ise, ER stresi ile sonuglanmaktadir (210). Calismada, farkh
GBA1l gen mutasyonlarinin ER stresi ve UPS Uzerindeki etkilerinin arastiriimasi
amaclanmistir. Bu dogrultuda, GBA1l mutant iPKH kokenli dopaminerjik néron
hiicrelerindeki ER stresi, total ubikitinlenme orani ve proteazom aktiviteleri analiz

edilmistir.

ER stresine iliskin KPY mekanizmasinda saperon goérevi géren BiP ve PDI
saperonlarinin protein ifadeleri immiinblot yontemi kullanilarak analiz edilmistir
(Sekil 4.15 (A)). Bazal kosullarda, kontrol hicrelerine kiyasla D409H/D409H ve PH
N370S/- mutant hicrelerde BiP ifadesinin anlamli sekilde artis gosterdigi
belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.15 (B)). GBA1 geninde homozigot ve heterozigot
mutasyon bulunan figer hiicrelerde anlaml farklilik saptanmamistir. Bazal kosullarda
PDI ifadesinde gruplar arasinda degisiklik saptanmamistir (Sekil 4.15 (C)). Hiicrelere
MG132 proteazom inhibitdéri uygulandigi durumda ise, homozigot GBA1l gen
mutasyonuna sahip hiicrelerde (N370S/N370S, L444P/L444P ve DA09H/D409H) ve PH
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N370S/- hiicresinde kontrol hiicrelere gore BiP ifadesinin anlamli sekilde arttigi tespit
edilmistir (Sekil 4.15 (B)). Ayni kosullarda homozigot GBA1 gen mutasyonuna sahip
hicreler kendi aralarinda kiyaslandiginda ise, ‘hafif’ GBA1 gen mutasyonuna sahip
N370S/N370S hiicrelere goére, ‘agir’ GBA1 mutant hicrelerde (L444P/L444P ve
D409H/D409H) daha fazla BiP ifade artisi tespit edilmistir (p<0,001 ve p<0,0001)
(Sekil 4.15 (B)). MG132 proteazom inhibitori uygulandigi durumda N370S/N370S,
L444P/L444P ve PH N370S/- genotiplerine sahip hiicrelerde anlaml sekilde PDI ifade
artisi tespit edilmistir (p<0,0001) (Sekil 4.15 (C)).
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Sekil 4.15. 40 gin farkhlastirilan iPKH kdkenli dopaminerjik néron kiltirlerinde BiP
ve PDI ER stresi belirteclerinin immiinblot gortntisa (A) ve kantitasyon grafikleri (B
ve C). immiinblot bantlarinin intensite degerleri B-Aktin bant intensite degerlerine
normalize edilmigtir. (n=3, Veriler standart+ortalamanin standart hatasi olarak
gosterilmistir. Anlamh farkhlk belirlenen gruplar *, *** ve **** jle gosterilmistir (*:
p<0,05 **: p<0,001; ****: p<0,0001).
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Sonug olarak, bazal kosullarda, D409H/D409H ve PH N370S/- hiicrelerinde ER
stresi oldugu gorilmiustir. Hicrelere proteozom baskilamasi stresi uygulandiginda
tim GBA1 homozigot mutant hicrelerde (N370S/N370S, L444P/L444P ve
D409H/D409H) ER stresi olustugu saptanmis ve bu artisin 6zellikle ‘agir’ GBA1 gen
mutasyonlarina (L444P/L444P ve D409H/D409H) sahip hicrelerde anlamli sekilde

daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Parkinson Hastaligi’'nda gorilen a-sintiklein birikimini patolojisinin Ubikuitin
Proteazom Sisteminde (UPS) olusan aksakliklarla iliskili olarak ortaya ¢iktig
bilinmektedir. Bu baglamda yapilan ¢alismalarda, PH iliskili hiicrelerde intranéronal
proteinlerin ubikitinlenmesinin arttig1 rapor edilmistir (211). Calismamizda da, GBA1
gen mutasyonlarinin iPKH kokenli dopaminerjik néron hiicrelerinde total
ubikitinlenme seviyelerinde bir degisiklige sebep olup olmayacagl imminblot
yontemi kullanilarak test edilmistir (Sekil 4.16 (A)). Elde edilen sonugclar
dogrultusunda, bazal kosullarda hicrelerdeki total ubikitinlenmis protein miktari
‘agir’ GBA1 gen mutasyonlarina sahip homozigot hiicrelerde (L444P/L444P ve
D409H/D409H), idyopatik PH hiicresinde ve GBA1 mutant PH hiicresinde (PH N370S/-
) anlamli sekilde artis géstermistir (p<0,05). Hiicreler proteazom inhibitériine maruz
birakildiginda ise, sadece D409H/D409H genotpine sahip hiicrede kontrol hiicrelerine
kiyasla anlamli sekilde total ubikitinlenmis protein miktari artisi tespit edilmistir

(p<0,05) (Sekil 4.16 (B)).

Sonug olarak, bazal kosullar altinda hiicrelerdeki total ubikitinlenme orani
kontrol hiicrelere kiyasla ‘agir’ GBA1 gen mutasyonuna sahip homozigot hiicrelerde
ve PH hicrelerinde anlamh sekilde artis gostermistir. Bununla birlikte, hicreler
proteazom inhibitori stresine maruz birakildiklarinda yalnizca D409H/D409H
homozigot GBA1 gen mutasyonuna sahip hiicrelerde total ubikitinlenme oraninda

anlamli artis tespit edilmistir.
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Sekil 4.16. 40 gln farkhlastirilan iPKH kokenli dopaminerjik néron kiltirlerinde total
ubikitinlenmis proteinlerin imminblot goriintlisi (A) ve kantitasyon grafigi (B).
immiinblot bantlarinin intensite degerleri GAPDH bant intensite degerlerine
normalize edilmistir. (n=3, Veriler standart+ortalamanin standart hatasi olarak
gosterilmistir. Anlamh farklilik belirlenen gruplar * ile gosterilmistir (*: p<0,05).

Ubikitinleme sonucunda proteinler yikilmak (izere proteazomlara
gonderilmektedir. Dolayisiyla, ER stresi ile iliskili UPS yikim yolaginda hiicrelerdeki
proteazom aktivite kapasitesi de test edilmistir. Hiicrelerdeki tripsin benzeri, kaspaz
benzeri ve kimotripsin benzeri proteazom aktivitesinin kontrol hicrelere kiyasla

onemli olcide azaldigi tespit edilmistir (Sekil 4.17). Tripsin benzeri proteazom
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aktivitesinin kontrol hicresine gore N370S (p<0,0001) ve D409H (p<0,05) GBA
homozigot mutant hiicrelerde azaldigi saptanmistir (Sekil 4.17. (A)). L444P GBA1 gen
mutasyonlarinin tripsin benzeri proteazom aktivitesine bir etkisi goriilmemistir.
Kaspaz benzeri (Sekil 4.17. (B)) ve kimotripsin benzeri (Sekil 4.17. (C)) proteazom
aktivitesinin kontrol hiicrelere kiyasla, Gaucher hastalarinin, GBA1 gen mutasyonlari
tastyicilarinin ve Parkinson hastalarinin hiicre modellerinde yaklasik 10 kat (p<0,0001)

azalmistir.
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Sekil 4.17. GBA1 mutant iPKH kokenli dopaminerjik néron kiltiirlerinde (A) tripsin
benzeri, (B) kaspaz benzeri ve (C) kimotripsin benzeri proteazom aktivitesi
farklilasmadan 40 gilin sonra bazal kosullarda olcilmustir. RFU olarak olcllen
floresan 1sima degeri protein konsantrasyonlarina normalize edilmistir. Veriler
standart+ortalamanin standart hatasi olarak gosterilmistir. Anlamli farklilik belirlenen
gruplar *, *** ye **** jle gisterilmistir (RFU: rolatif floresan Unite, n=3, *: p<0,05,
***:p<0,001, ****: p<0,0001).



75

Sonug olarak, GBA1 gen mutasyonlarinin dozaj ve ciddiyetinden bagimsiz bir
sekilde tim hicrelerde kontrole kiyasla anlaml sekilde genel olarak proteazom

aktivitelerinde azalma oldugu sonucu elde edilmistir.

4.7. iPKH kokenli dopaminerjik noronlarda Saperon Aracili Otofaji ile

protein yikimi

a-sintklein proteini, Saperon-aracili otofaji tanima motifi (KFERQ benzeri
motif) ile uyumlu bir pentapeptit dizisi (s5sVKKDQgs) icerdiginden, HSC70 saperon
proteini tarafindan taninmakta ve SAO yoluyla yikilmak lzere lizozomal membran
proteini LAMP2A'ya baglanarak lizozoma tasinmakta ve bu yolla lizozomlarda

yikilmaktadir (181).

GBA1 mutant iPKH kékenli dopaminerjik néronlarda SAO mekanizmasinda rol
oynayan belirtecler olan Hsc70 ve LAMP2A ifadeleri immiinblot yontemi ile analiz
edilmistir (Sekil 4.18. (A ve C)). Analiz sonucunda SAO mekanizmasinda gorev alan
LAMP2A lizozomal membran proteini ifadesine bakildiginda ise, N370S/N370S
genotipine sahip iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda LAMP2A ifadesinin kontrol
hicrelerine kiyasla anlamli sekilde azaldigi tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.18 (B)).
Diger hiicrelerde kontrole goére anlamli bir farkhlik tespit edilmemistir. Hsc70
proteininin ifadesinde ise Gaucher hastalarinin, Gaucher hastalarinin zorunlu tasiyici
aile bireylerinin ve Parkinson hastalarinin hicrelerinde anlamli bir degisiklik

saptanmamistir (Sekil 4.18 (D)).
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Sekil 4.18. 40 gln farkhlastinlan iPKH kokenli dopaminerjik néron kultlrlerinde
Saperon aracili otofaji belirtecleri LAMP2A (A ve B) ve Hsc70 (C ve D) proteinlerinin
ifade analizlerinin immuinblot goérintuleri. LAMP2A (B) ve Hsc70 (D) protein
ifadelerinin kantitasyon grafikleri. immiinblot bantlarinin intensite degerleri GAPDH
bant intensite degerlerine normalize edilmistir. (n=3, Veriler standart+ortalamanin
standart hatasi olarak gosterilmistir. Anlamh farklilik belirlenen gruplar * ve ** ile
gosterilmistir (*: p<0,05; **: p<0,01).
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GBA1 mutasyonlarinin hiicrelerde, SAO mekanizmasinda rol oynayan
proteinlerin ifadelerinin yani sira, bu proteinlerin etkilesimlerini de etkileyebilecegi
distndlmistir. Bu nedenle, iPKH kdkenli dopaminerjik néronlarda Hsc70 ve LAMP2A
proteinlerinin es yerlesim analizleri imminfloresan boyama yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. immiinfloresan boyama goériintiileri ve es yerlesim analizi
sonuglari Sekil 4.19 (A)’da gosterilmistir. Analiz sonuglarina gére, LAM2A ifadesinde
azalma tespit edilen N370S/N370S genotipine sahip hiicrelerde Hsc70-LAM2A es
yerlesiminin de kontrol ve diger GBA1 mutant hiicrelere kiyasla anlaml sekilde
azaldigi tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.19 (B)). Sonug olarak, LAMP2A ifadesinin ve
Hsc70-LAMP2A es yerlesiminin N370S/N370S genotipine sahip hicrelerde anlamli
sekilde azaldigi ve bu nedenle SAO mekanizmasinda aksakliklar olabilecegi tespit

edilmistir.

4.8. iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda makrootofaji ile protein yikimi

GBA1 gen mutasyonlarinin makrootofajik slire¢ Uzerindeki olasi etkilerinin
arastirilmasi amaciyla otofajik aktivitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilan (212) mikrotubdil ile iliskili protein hafif zincir 3A (MAP1LC3A veya LC3) ve
p62 proteinlerinin ifadesi immiinblot yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Elde
edilen sonugclar Sekil 4.20 (A)’'da gosterilmektedir. Bu sonuglara gore, otofagozom
olusum aktivasyon gostergelerinden biri olan LC3-1I/LC3-1 orani dikkate alindiginda,
N370S/N370S, D409H/D409H ve PH N370S/- genotiplerine sahip bireylerde kontrol
hiicrelere kiyasla anlamli sekilde azalma tespit edilmistir (Sekil 4.20 (B)). Bu durumda
bu hiicrelerde otofagozom aktivasyonunu temsil eden LC3’e fosfatidiletanolamin
eklenmesi asamasinda aksakliklar oldugu soéylenebilir. Gruplar arasinda p62 ifadeleri
karsilastirildiginda ise anlamli bir degisim tespit edilmemistir (Sekil 4.20 (C)). Ek
olarak, p62 proteininin hiicresel yerlesimi immiinfloresan boyama yontemi ile analiz
edilmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 4.21’de gosterilmistir. Bu sonuclara gére, GBA1
gen mutasyonlari durumunda p62 proteininin hiicresel yerlesiminde gruplar arasinda

bir farklilk olmadigi gérilmektedir (Sekil 4.21).
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L444P/L444pP

LAMP2a

D409H/D409H

LAMP2a LAMP2a

DAPI

iPH

PH N370S/-

1.0

0.4

0.2

Pearson's coefficient

0.0-

Sekil 4.19. (A) 40 giin farklilastirilan iPKH kokenli dopaminerjik néron kiltirlerinde
Saperon aracili otofaji belirtecleri Hsc70 (kirmizi) ve LAMP2a (yesil) immunfloresan
boyama goruntuleri (Buyutme: 63X). (B) Hiirelerde Hsc70 ve LAMP2a’nin es yerlesim
kantitasyon sonuglari Pearson’s coeefficient kullanilarak hesaplanmistir. (Veriler her
bir hiicre grubundan 20’ser hicre analiz edilerek gergeklestirilmistir. Veriler
standart+ortalamanin standart hatasi olarak gosterilmistir. Anlamli farkhlik belirlenen
gruplar * ile gosterilmistir (*: p<0,05).
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Sekil 4.20. (A) 40 gin farklilastirilan iPKH kdkenli dopaminerjik néron kiltlrlerinde
makrootofaji belirtegleri LC3 ve p62 proteinlerinin ifade analizlerinin imminblot
gdriintiisii. LC3 (B) ve p62 (C) protein ifadelerinin kantitasyon grafikleri. immiinblot
bantlarinin intensite degerleri GAPDH bant intensite degerlerine normalize edilmistir.
(n=3, Veriler standart+ortalamanin standart hatasi olarak gosterilmistir. Anlamli
farklilik belirlenen gruplar * ve ** ile gosterilmistir (*: p<0,05; **: p<0,01).
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Sekil 4.21. 40 glin farkhlastirilan iPKH kdkenli dopaminerjik néron kiiltlirlerinde p62
(kirmizi) ve DAPI (mavi) imminfloresan boyama goriintileri (Blyltme: 63X).

iPKH kokenli dopaminerjik noéron hicrelerinde otofagozom-lizozom
flizyonunu incelemek icin, LC3 ve LAMP1 makrootofaji belirteclerinin immunfloresan
boyama yontemi kullanilarak hiicrelerdeki es yerlesimi belirlenmistir. Elde edilen
sonucglar ve es vyerlesim kantitasyon grafigi Sekil 4.22 (A)'da gosterilmistir.
L444P/L444P ve PH N370S/- hucrelerinde LC3 ve LAMP1 vakuolleri arasinda anlamli
derecede azalmis bir es yerlesim tespit edilmistir (Sekil 4.22 (B)). Dolayisiyla, bu

hiicrelerde bozulmus bir otofagozom-lizozom fiizyonu olabilecegi diisiinlilmektedir.



81

iPH D409H/D409H L444pP/L444P N370S/N370S Kontrol

PH N370S/-

Pearson's coefficlent

Sekil 4.22. (A) 40 gin farkhlastirilan iPKH kdkenli dopaminerjik néron kiltirlerinde
Makrootofaji belirtecleri LAMP1 (kirmizi) ve LC3 (yesil) imminfloresan boyama
goruntileri (Bliyutme: 63X). (B) Hiirelerde LC3 ve LAMP1’in es yerlesim kantitasyon
sonuglari Pearson’s coeefficient kullanilarak hesaplanmistir. (Veriler her bir hicre
grubundan  20’ser  hiicre analiz  edilerek  gerceklestirilmistir.  Veriler
standart+ortalamanin standart hatasi olarak gosterilmistir. Anlamli farklilik belirlenen
gruplar ** ve **** jle gosterilmistir (**: p<0,01, ****: p<0,0001).
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Genel olarak, N370S/N370S ve D409H/D409H genotipine sahip hicrelerde
LC3-1l otofagozom olusum asamasinda kontrol hiicrelere kiyasla aksaklklar oldugu
tespit edilmistir. L444P/L444P genotipine sahip hiicrelerde ise, otofagozom olusum
asamasinda herhangi bir problem olmamasina ragmen, otofagozom-lizozom
flzyonunda azalma saptanmistir. N370S/- GBA1 gen mutasyonu taslyan Parkinson
hastasina ait hiicrelerde ise hem otofagozom olusumu hem de otofagozom-lizozom

flizyonunda aksakliklar tespit edilmistir.

Sonug olarak, GBA1 mutasyonlari durumunda, proteozomal/lizozomal yikim
bozukluklarinin gériilmesi sonucunda, iPKH kékenli dopaminerjik néron kltlrlerinde

a-sintklein birikimi ve salinimi ile sonuglandigi tespit edilmistir (Sekil 4.23).

Hiicre cekirdegi

N3705/N3705
/— L444P/L444P

GBA D409H/D409H
PH N370s/-
/ whsyonlarl
= e s a-siniiklein birikimi & salimimi
D > =
-
- /—\ L) i
PN LY.
+ Katlanmamis protein yaniti + ER stresi (BiP, PDI) Lizozom Y
. - . T Monomerik a-sintklein birikimi
Total Ubikitinlenme miktari
P i Oligomerik a-siniklein birikimi
., Proteazom aktivitesi
T Hicre disina a-siniiklein salinimi
+ IMakrootofaji .. Saperon aracili otofaji
.. Otofagozom olusumu (LC3) 1, Hsc70 ifadesi

., Otofagozom-lizozom flizyonu

(LAMP1-LC3) 1, LAMP2a-Hsc70 e5 yerlesimi

Sekil 4.23. GBA1 mutasyonlarinin ER ve lizozoma iliskin yolaklardaki etkileri. GBA1
mutasyonlari durumunda ER aracili protein yikimi ve otofaji-lizozom yolagi aracih
protein yikiminda saptanan aksakliklar dolayisiyla iPKH kokenli dopaminerjik
noronlarda PH ile iliskili a-sintiklein birikimi ve salinimi artmaktadir (Migdalska-
Richards ve arkadaslarinin calismasindan uyarlanmistir) (207).
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5. TARTISMA

GBA1 mutasyonlari, Parkinson Hastaligi veya sinlkleopatilerin meydana
gelmesi icin en gugli risk faktori olarak kabul edilmektedir. Bu ¢alismada,
N370S/N370S, L444P/L444P ve D409H/D409H genotiplerine sahip Gaucher
hastalarindan, bu hastalarin zorunlu heterozigot GBA1 gen mutasyonu tasiyici aile
bireylerinden, GBA1 gen mutasyonuna (N370S/-) sahip Parkinson hastasindan,
idyopatik Parkinson hastasindan ve kontrol bireylerden iPKH hiicre hatlari elde
edilerek karakterizasyonlari gergeklestirilmistir. GBA1 mutasyonlariyla iliskili PH
patolojisini tanimlamak icin elde edilen iPKH’ler dopaminerjik néron kdltirlerine
farkhlastirilip karakterize edilmistir. Dolayisiyla, GBA1 mutasyonlarinin a-sintiklein
birikimi agisindan etkilerini incelemek lzere fonksiyonel analizlerde kullanilmak igin

hasta kokenli in vitro hastalik modelleri elde edilmistir.

iPKH kokenli dopaminerjik néron modelleri, PH ile iliskili nGrodejenerasyon
mekanizmasinin ¢alisiimasi icin gereken modellere iliskin zorluklarin ve eksikliklerin
Ustesinden gelebilmek icin olduk¢a uygun modellerdir. iPKH teknolojisi 6ncesinde, PH
patolojisinin altinda yatan molekiler mekanizmalarin anlasilabilmesi hususunda,
temel fonksiyonel arastirmalarda kullanilmak (izere hastalikta primer olarak etkilenen
insan dopaminerjik (DA) noéronlarina erisimin olamamasi, ¢calismalarin yapilabilecegi
postmortem beyin dokularinin nadir olmasi, etik kisitlamalar gibi nedenlerle
calhismalar kisitlanmaktaydi. Fakat ginimuizde, iPKH kokenli hiicre kaynakli PH
modellerinin elde edilebilmesi daha 6nceden yeterli miktarda veya kalitede elde
edilemeyen hastalik modellerine erisim saglamak ve PH etiyolojisinin aydinlatilarak
potansiyel terapotiklerin gelistirilmesi konusunda onemli olanaklar sunmaktadir.
Ozellikle hastaya 6zgiil ve/veya genom diizenlemesine tabi tutulmus iPKH kékenli
noronal PH modelleri hastalik patofizyolojisinin arastiriimasi ve tedaviye yonelik
calismalar icin siklikla kullanilmaktadir (213). Hastalardan elde edilen 6zgiil iPKH
kokenli néronal PH modelleri, 6zellikle hiicresel patolojik yolaklarin tanisi ve ayrica
aday ila¢c molekillerinin kesfedilmesinde 6nemli avantajlar saglamaktadir (214).

Bunun yani sira, iPKH kokenli néronal modellerde genom diizenleme teknikleri



84

kullanilarak, bireyler arasindaki genetik arka plandaki varyasyonlari ortadan kaldirilip
hastaligin patofizyolojik temelleri daha objektif sekilde degerlendirilebilmektedir
(215, 216).

Yaslanma, norodejeneratif hastaliklar icin risk faktortidir ve hastalik
patofizyolojisinin ortaya ¢ikmasinda dnemli bir etmendir. iPKH kokenli néronal PH
modellerinin kullanimindaki dnemli bir dezavantaj, yeniden programlama sonucunda
hiicrelerin embryonik evreye geri dénmesi ve telomer kisalmasi veya artan
mitokondriyal hasar gibi yasa bagl ozellikler sergilememesidir (217, 218). Bu
asamadaki hicrelerin, hastalardan biyopsi orneklerinin alindigi yasindan bagimsiz
olarak yeniden programlama sonucu embryonik yasa sifirlandigi disinilmektedir
(219, 220). Bu durum, bu hiicrelerde yaslanma ile birlikte goriilen nérodejenereasyon
patolojisinin incelenmesi acgisindan bir sinirlama getirmektedir. Dolayisiyla, bu
hiicrelerde yasa bagl hiicresel fenotiplerin indiiklenmesi icin iki temel yaslandirma
protokoll uygulanmaktadir: eksojen olarak yaslanmanin indiiklenmesi ve zamana
baglh hiicresel yaslandirma. Eksojen olarak yaslanmanin indiiklenmesi icin literatiirde
erken yaslanma ile iliskisi oldugu bilinen progerinin hiicrelerde asiri ifade ettirilmesi
yontemi kullanilmaktadir (221). Yaslanmaya bagh PH patogenezini incelemek icin
kullanilabilecek bir diger vyaslandirma yontemi ise, zamana bagh hiicresel
yaslandirmadir. Nérodejenerasyon siirecinde, 6zellikle yaslanmaya bagh en énemli
hiicresel PH patolojisi olan a-sinlklein birikimini incelemek icin, iPKH kokenli
dopaminerjik noron kiltlirlerinde hiicresel yaslandirma teknigi kullaniimasi
gerekmektedir. Bu amagla, literatiirde pek c¢ok calisma, GBA1 mutant iPKH’lerin
dopaminerjik noéronal kiltirlere tek asamal direkt farklilasmasini saglayan
farklilasma protokoll uygulayarak, a-sinliklein birikiminin farkhlasmanin 65 ila 330
ginler arasinda tespit edilebildigini gostermistir (7, 149, 222). Tez calismamizda ise,
Reinhardt ve grubunun olusturdugu iki asamal bir farklilasma protokoli
uygulanmistir (195). Calismamizda kullandigimiz protokole gore iPKH’ler once
noronal progenitor hiicrelere farkhlastiriimis olup en az pasaj#20’ye kadar (yaklasik

70 giin boyunca) kiiltiire edilmistir. Sonrasinda néronal progenitor hiicreler 40 ila 90
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glin boyunca dopaminerjik néronlara farkhlastirilmistir. Dolayisiyla, calismamizda
uygulanan hiicresel yaslandirma protokoliine goére iPKH’ler toplamda 110 ila 160 giin
boyunca farklilasmaya tabi tutulmustur. Literatlirdeki ¢calismalara benzer sekilde
uyguladigimiz farklilastirma siireleri sonunda, iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda
hem hiicre i¢ci monomerik ve oligomerik a-sintiklein birikimi hem de hiicrelerden
salinan a-sinlklein miktarlari tespit edilmistir (Sekil 4.11-4.14). Bunun yani sira,
uygulanan farklilastirma slresi, hlicrelerde GBA1 gen mutasyonlarina bagl olarak
gorilen yikim mekanizmalarina iliskin hiicresel patolojinin tespit edilebilmesi igin

uygundur.

iPKH’lerin elde edilmesi icin kullanilan yeniden programlama teknigi dolayisiyla
hiicrede yasa bagli hiicresel ozelliklerin gorilmemesi durumu, bu calisma icin bir
onemli avantaj olarak da kullaniimistir. Calisma grubuna dahil edilen bireylerin yas
araliklari 10-49 arasinda degismektedir. Gaucher Hastalari g¢ocukluk ¢agindaki
hastalarindan olusmakta olup, 6zellikle GH2 ve GH3 klinigine sahip hastalarin erken
yaslarda kaybedilmesi ve eriskin yaslara ulasamamalari dolayisiyla bu hastalardan
erken yaslarda biyopsi ornekleri alinmistir. Calisma grubuna dahil edilen bireyler
arasindaki yas farkindan dolayl hem hiicrelerin yeniden programlama ve farklilasma
kapasitelerinde hem de yasa bagli hiicresel fenotiplerinde degisikliklerin beklenmesi
olasidir. Fakat, bireylerden alinan biyopsi 6rneklerinden kurulan primer fibroblast
hiicrelerin Yamanaka faktorleri kullanilarak yeniden programlanmasi sonucunda
hiicrelerin embryonik yasa geri dondugl ve yashlikla iliskili fenotipleri sergilemedigi
one slridlmektedir (223). Yapilan calismalarda, yasl ve genc bireylerden elde edilen
primer fibroblast hiicrelerinin iPKH’lere yeniden programlanma kapasitelerinin (224),
elde edilen iPKH’lerin kdk hicre ozelliklerinin, diger germ tabakalarina farkhlasma
kapasitelerinin (224), hiicresel yaslanmaya ve apoptoza iliskin belirteclerin ifade
seviyelerinin (225) anlamli farkhlik gostermedigi ve dondér yasindan bagimsiz olarak
elde edilen iPKH’lerde yaslanmaya iliskin faktorlerin embryonik duruma dondigi
(226) rapor edilmistir. Bu veriler dogrultusunda, dondrlerden biyopsi alinma yasinin

tez calismasinda kullanilan iPKH kokenli dopaminerjik néron modellerinin
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olusturulmasi ve PH patolojisine iliskin fonksiyonel galismalarda anlamli bir etkisinin

olmasi beklenmemektedir.

GBA1 mutasyonlarinin PH ve diger sinlikleopatiler igin en énemli risk faktori
oldugu bilinmektedir. Veriler GBA1 mutasyonlarinin PH gelistirme agisindan énemli
bir faktor oldugunu gosterse de, cogu GBA1 gen mutasyonu tasiyicilarinin yasamlari
boyunca Parkinson Hastaligi fenotipi gostermedigi bilinmektedir. Bu durum, GBA1
varyantlarinin eksik penetransi ile agiklanmaktadir ve dolayisiyla GBA1 mutasyonlari
ile PH patogenezi arasindaki iliskiyi tam olarak aydinlatamamaktadir (227). Tez
calismasinda, ¢alisma grubuna homozigot GBA1 mutasyonuna sahip Gaucher hasta
bireylerin yani sira, bu hastalarin zorunlu GBA1 gen mutasyonu tasiyici aile bireyleri
dahil edilerek, iPKH kokenli dopaminerjik néron hiicrelerinde a-siniklein birikimini
actklamaya yonelik patolojik yolaklarin arastirilmasi bu bireylerin ilerde hastalik

gelistirme riskleri agisindan 6nemli bilgiler saglamaktadir.

GBA1 gen mutasyonlarinin PH igin en énemli risk faktéri olmasinin yani sira,
‘agir’ (L444P ve D409) ve ‘hafif’ (N370S) GBA1 gen mutasyonlarinin PH hastalig
olusturma riski, hastalik baslangic yasi ve hastalik fenotipi lzerinde anlaml
farklihiklara neden oldugu ortaya cikmistir. Calismamizda, klinik olarak saptanan bu
GBA1 mutasyon ‘siddetine’ bagli farkhliklarin molekiler temellerini arastirmak lzere
calisma grubumuza farkh GBA1 gen mutasyonlarina (‘hafif’ veya ‘agir’) sahip Gaucher
hastas! bireyler dahil edilmistir. Ek olarak, idyopatik Parkinson hastasi ve GBA1l
geninde N370S/- mutasyonu taslyan Parkinson hastasi da, GBA1 mutasyonlarinin
PH’nin molekiiler patolojisi Uzerine arttirici etkisini inceleyebilmek i¢in dabhil
edilmistir. Calisma grubuna dahil edilen bireylere ait hiicrelerin dopaminerjik
noronlara farkhlastiriimasi, GBA1’in PH patolojisine olan genetik katkisini arastirmak

Uzere hasta kokenli bir hastalik modelinde arastiriimasina imkan saglamistir.

Galismamizda, GBA1 gen mutasyonlari ile a-sinlklein patolojisi arasindaki

molekiler iliskiyi aciklayabilmek adina 6ne siirlilen mekanizmalarinin anlasilabilmesi
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icin, iPKH kdkenli dopaminerjik néronlarda GBA1 mutasyonlarinin GCaz aktivitesi,
ifadesi ve lizozoma tasinmasi lizerindeki etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, hem ‘hafif’ (N370S) hem de ‘agir’ (L444P ve D409H) homozigot hiicrelerde
kontrole kiyasla GCaz aktivitesinin anlamli sekilde azaldigi tespit edilmistir (Sekil 4.9).
GBA1 mutasyonlarinin GCaz enziminin substrata baglanmasi, ko-aktivatori Saposin C
ile etkilesimi ve katlanmasini etkileyerek aktivite azalisina neden oldugu
duslintlmektedir (30). Calismamizda, farkli GBA1 mutasyonlari varliginda hiicrelerde
GCaz enzim aktivitesinin ayni anlamlilik seviyesinde azalmis olmasi, GBA1l
mutasyonlarinin ‘agir veya hafif olmasi durumunun’ GCaz enzim aktivitesi lizerinde
farkh bir etkisi olmadigini géstermektedir. Enzim aktivitesine ek olarak, homozigot
GBA1 mutant hiicrelerde, GCaz enzim ifadeleri analiz edildiginde ise, 6zellikle ‘agir’
(L444P ve D409H) mutasyonlarda ‘hafif’ (N370S) mutasyonlara gore daha fazla
azaldig tespit edilmistir. Bu durumun, ‘agir’ GBA1 mutasyonlarin enzimin yapisal
stabilitesini bozarak ER’de vyanlis katlanmasi sonucunda ER aracih yikim

mekanizmalari (ERAD) ile yikilmasi sonucunda gerceklestigi disiiniimektedir.

Heterozigot GBA1 gen mutasyonuna sahip tasiyici bireylerin hiicrelerinde
GCaz aktivitesi analiz edildiginde ise, N370S/- ve L444P/- genotipine sahip hiicrelerde
kontrol hiicrelere gére anlamli sekilde aktivite azalisi tespit edilmistir. D409H/-
genotipine sahip tasiyici bireyin hiicrelerinde GCaz enzim aktivitesi agisindan bir
degisiklik gortilmemekle birlikte, enzim ifadesinde anlamli azalma tespit edilmistir.
GBA1 mutasyonlarinin GCaz enziminin yapisi Uzerindeki etkileri distnlldiginde,
N370S ve L444P mutasyonlarinin enzimin substrat ve ko-aktivator baglanma
bolgelerini etkilerken, D409H mutasyonunun ise enzimin katlanmasini etkileyerek
yanlis katlanmis enzimin ER’de tutulumunun arttigi ve mutasyonun enzimin yikimi ile

sonucglanmasi durumundan kaynaklandigi distintilmektedir (30).

Calismamizda, idyopatik PH ve N370S/- GBA1 genotipine sahip PH hastalarinin
hlcreleri GCaz aktivitesi agisindan degerlendirildiginde, GBA1 heterozigot mutasyon

varhiginin GCaz enzim aktivitesinde azalmaya neden oldugu gorilirken, enzim
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ifadesini etkilemedigi tespit edilmistir. Bu veriler, N370S/- genotipine sahip tasiyici
bireyin hiicrelerinden elde edilen verileri desteklemektedir. PH hasta hticrelerinde
N370S mutasyonunun varliginin GCaz enzim aktivitesini etkileyerek PH patolojisine
katkida bulundugu distunidlmektedir. GCaz enzim aktivitesindeki azalma sebebiyle,
N370S/- heterozigot tasiyici bireylerin ilerde PH gelistirme riskinin arttig
duslnulebilir. Literatirde yapilan yiksek 6lgekli kohort ¢alismalarinda, GBA1 gen
mutasyonuna sahip PH hastalarinin GBA1 gen mutasyonu tasimayan PH hastalarina
gore daha disiuk GCaz enzim aktivitesine sahip oldugu tespit edilmis olmasi (226)

elde ettigimiz verileri desteklemektedir.

iPKH kokenli dopaminerjik néron modellerinde, GBA1 gen mutasyonlarinin
GCaz enziminin lizozoma tasinimi lzerindeki etkisi arastirildiginda, GCaz enziminin
lizozoma tasinimindan sorumlu olan LIMPII protein ifadesinin ¢alisma grubuna dahil
edilen tim hiicrelerde kontrol hiicrelere kiyasla herhangi bir anlamli degisiklik
gostermedigi saptanmistir. Bu durumda, GCaz enziminin lizozoma tasiniminda
herhangi bir aksaklik olmadigi, GBA1 mutasyonlarinin etkisini GCaz aktivitesi ve
ifadesini etkileyerek ortaya koydugu anlasilmaktadir. Grubumuzun Gaucher
hastalarinin fibroblast hiicrelerinde yaptigi bir calismada da, GCaz enziminin lizozoma
tasinmasinda sorun olmadigi fakat, lizozoma tasinan mutant GCaz enzminin lizozomal
pH degerini anlamli sekilde arttirarak lizozomal enzimlerin aktivitesinde azalmaya
neden oldugunu ortaya koymustur (yayinlanmamis veri). Verilerimize ek olarak,
literatlirde PH iliskili patolojide LIMPII ifadesine yonelik farkli veriler mevcuttur.
Thomas ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, idyopatik PH hastalarinin fibroblast
hiicrelerinde LIMPII protein ifadesinin kontrol fibroblast hiicrelerine gére anlamli
sekilde azaldigi fakat GBA1 mutasyonu tasiyan PH hastalarinin fibroblastlarinda
LIMPIl ifadesinin degismedigi gosterilmistir (228). Bu baglamda, LIMPII ifade
degisikliginin GBA1 mutasyonlarindan bagimsiz olarak PH patolojisi ile iliskili vezikiler
tasinim gibi mekanizmalara bagh olabilecegini distndirmektedir. Rothaug ve
arkadaslarinin yaptigi calismada ise, PH postmortem beyin dokularinda LIMPII protein

ifadesi incelendiginde, kontrol beyin dokularina kiyasla PH hastalarinin beyin
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dokularinda LIMPII ifadesinde artis oldugu tespit edilmistir (229). PH’de LIMPII
seviyelerinin degisiminde saptanan bu farkli veriler GBA1 mutasyonlarinin
etkilerinden daha ¢cok, hem hastalik modeli olarak farkli 6rneklerin kullanilmasindan
(fibroblast ve beyin dokusu) hem de PH patolojisindeki farkliliklardan kaynaklaniyor
olabilir. Bu durumda, 6zellikle hastalardan elde edilen iPKH kdkenli dopaminerjik
noronlarin kullanilarak PH iliskili yolaklarin incelenmesi hastalik patolojisinin

anlasilmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

Calismamizin hipotezinde belirtildigi Gzere, hiicresel yikim mekanizmalari olan
Ubikitin-Proteozom Sistemi (UPS), Saperon Aracili Otofaji (SAO) ve makrootofaji
mekanizmalarindaki bozukluklarin iPKH kékenli dopaminerjik néronlarda a-sintiklein
birikimini arttirabilecegi distnilmustir. iPKH kokenli dopaminerjik noéronlarda
monomerik a-sintklein seviyeleri arastirildiginda, N370S/- genotipine sahip
Parkinson hastasinin hiicrelerinde kontrol hiicrelere goére artmis monomerik a-
sintklein seviyeleri, PH fenotipi 6zelinde GBA1 mutasyonlarinin bu birikime katki
sagladigint  dastndlirmektedir. Calisma  grubundaki  Parkinson  hastalar
karsilastirildiginda, monomerik a-siniklein birikiminin idyopatik Parkinson hastasinin
hicrelerinde gortlmeyip, N370S/- genotipine sahip Parkinson hastasinin
hiicrelerinde gorilmesi GBA1 mutasyonunun a-sintiklein birikimine olan katkisi ile
aciklanabilir. Bazal kosullarda ayrica, D409H/- GBA1 genotipine sahip tasiyici bireyin
hiicrelerinde de monomerik a-siniiklein seviyesinde artis tespit edilmistir. GBA1 gen
mutasyonu tastyicilarinin  PH gelistirme prevalansinin yaklasik %30 oldugu
dustnuldigiunde (108), D409H/- genotipinde monomerik a-sintklein birikiminin
gorilmesi, bu tasiyicilarin PH gelistirme riskinin yliksek olmasi ile iliskili olabilir. S6z
konusu mutasyonun heterozigot durumda monomerik a-siniiklein artisina sebep
olurken, homozigot durumda artisa sebep olmamasi, homozigot GBA1 mutasyonlari
durumunda hem biriken oligomerik a-sintikleinin artisi ile hem de hiicre disina a-

sintklein salinimin artmasiyla iliskili oldugu distnilmektedir (Sekil 4.12 ve 4.14).
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Hiicrelerde, monomerik  a-siniikleinin ~ yikimindan  sorumlu  temel
mekanizmalardan biri olan UPS baskilanarak, monomerik a-sinlikleinin birikimi tekrar
analiz edilmigtir. Elde edilen veriler, proteozom sistemi inhibe edildiginde de, bazal
kosullarda oldugu gibi N370S/- GBA1 mutasyonuna sahip PH hastasinin hicrelerinde
monomerik a-sintiklein birikimi oldugunu gostermistir. Ayrica, ‘agir’ GBA1l
mutasyonlarindan D409H/D409H genotipinin hiicrelerde monomerik a-siniklein
birikimini tetikledigi gosterilmistir. Bu artisin, D409H mutasyonunun enzimin
katlanmasini etkileyerek yanlis katlanmis enzimin ER’de tutulumunun arttigi ve
mutasyonun enzimin ER stresi aracili proteozomal yikimi ile sonuglanmasi
durumundan kaynaklandigi dislintilmektedir. Bununla iligkili olarak ¢alismamizda,
GCaz enzim ifade oranlari degerlendirildiginde, hem D409H/D409H hem de D409H/-
genotipine sahip hiicrelerde enzim ifadesinin diger gruplara kiyasla daha fazla azaldigi
saptanmistir. Sonug olarak, proteozom sistemi baskilandiginda, D409H mutasyonlari
sonucu ER’de tutulan mutant GCaz enziminin yikilamamasi sonucunda hicresel ER
stresinin daha fazla artmis oldugu disinilmektedir. Bu hiicrelerde D409H
mutasyonundan kaynakl ER stresine ek olarak proteozom sisteminin de baskilanmasi
sonucu, monomerik a-sinliklein birikimi tetiklenmis olabilir. Parkinson hastalarinin
hicreleri kiyaslandiginda ise, N370S/- GBA1 mutasyonuna sahip PH hastasinin
hiicrelerinde iPH hiicrelerine kiyasla bazal kosullarda oldugu gibi monomerik a-
sintklein birikimi olmasi, UPS baskilanmasi gibi bir stres durumunda da, GBA1l
mutasyonlarinin hiicrede a-sintiklein birikimini tetikleyecek bir etkisi oldugunu

dislindirmektedir.

iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda, yliksek molekdler agirlikli oligomerik a-
sintdklein formlarinin birikimi de analiz edilmistir. Tim homozigot GBA1l gen
mutasyonuna sahip hastalarin (N370S/ N370S, L444P/ L444P ve D409H/ D409H) ve
Parkinson hastalarinin (iPH ve PH N370S/-) iPKH kokenli dopaminerjik noron
hiicrelerinde kontrol hiicrelere kiyasla anlamli sekilde oligomerik a-sintklein birikimi
oldugu tespit edilmistir. Bu birikimin, ‘agir’ (L444P ve D409H) GBA1 homozigot gen

mutasyonlarinin oldugu hiicrelerde, ‘hafif’ (N370S) GBA1 homozigot gen mutasyonu



91

olan hicrelere gore daha fazla oldugu saptanmistir. Dolayisiyla, ‘agir’ GBA1
mutasyonlarinin, ‘hafif GBA1 mutasyonlarina gore oligomer yapidaki a-siniklein
birikimi Uzerinde daha belirgin bir etkiye sahip oldugunu géstermistir. Horowitz ve
grubunun yaptigi bir ¢calismada da, néronal hiicre hatlarinda (N370S ve L444P) GBA1
mutantlarinin asiri ifade edilmesi durumunda da, ‘agir’ L444P GBA1 mutasyonunun
‘hafif’ N370S mutasyonuna kiyasla daha fazla monomerik ve oligomerik a-siniklein
birikimine neden oldugu gosterilmis olmasi (205) tez calismamizda elde edilen verileri
desteklemektedir. Tim bu veriler, Gan-Or ve arkadaslarinin ortaya koymus oldugu
agir’ GBA1 mutasyonu tasiyan PH hastalarinin, daha erken PH baslangi¢ yasi, daha
agir motor, psikiyatrik, bilissel ve koku semptomlari esliginde daha siddetli bir PH
fenotipi gelistirdigini gosteren 6zgiil linik verilerle olduk¢a uyumludur (5, 6, 230). Ek
olarak, Parkinson hastalarinin hiicreleri karsilastirildiginda, N370S/- GBA1 mutasyonu
tasiyan PH hastasinin hiicrelerinde, iPH hiicrelerine kiyasla, GBA1 mutasyonlarinin
hicrelerde birikime yatkin ve hastalik patolojisinden sorumlu yliksek molekiler
agirlikl oligomerik a-sintiklein birikimine katki yaptigi gérilmdistir. Dolayisiyla, klinik
olarak kanitlanmis olan GBA1 mutasyonlari ile iliskili daha agir PH semptomlari,
molekiler olarak GBA1l mutasyonlarinin arttirici etkisiyle olusan oligomerik a-

sintklein birikiminden kaynaklaniyor olmasi ¢cok olasidir.

PH patolojisinde, otofaji-lizozom yolagi gibi hiicresel yikim mekanizmalarindaki
bozukluklarin hiicrelerde olusturdugu stres durumunda, a-sintikleinin hicre disina
saliniminin etkilenebilecegi bilinmektedir. Bu dogrultuda tez ¢alismamizda, GBA1l
mutant iPKH kokenli dopaminerjik néron kiltirlerinde a-sintiklein salinimini analiz
edilmistir. Elde edilen verilere gore, kontrol hiicrelere kiyasla, tim homozigot GBA1
gen mutasyonuna sahip hastalarin (N370S/ N370S, L444P/ L444P ve D409H/ D409H)
ve Parkinson hastalarinin (iPH ve PH N370S/-) iPKH kokenli dopaminerjik néron
hiicrelerinde anlamli sekilde a-siniiklein salinimi oldugu tespit edilmistir. Ozellikle
homozigot GBA1 mutant hicreler kiyaslandiginda, oligomerik a-sintiklein birikimi
sonuglarinda oldugu gibi, a-sintklein saliniminin da ‘agir’ (L444P ve D409H) GBA1 gen

mutasyonlarinin oldugu hiicrelerde, ‘hafif’ (N370S) GBA1 gen mutasyonu olan
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hiicrelere gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu veriler, ‘agir’ GBA1 mutasyonlari
nedeniyle biriken oligomerik a-sintkleinin hiicre disina saliniminin da arttigini
gostermistir. Bu durum, GBA1 mutasyonlari durumunda a-sinlikleinin Prion-benzeri
sekilde noéronlar arasinda transfer edilebilecegini gostermektedir. Kara ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada, a-sinikleinin hicre disina saliniminda rol
oynayan 38 gen tanimlanmistir (231). Bu genlerin hiicre-hiicre sinyal iletimi, vezikiller
trafik ve yikim mekanizmalari ile iligkili yolaklarda gorev aldigi rapor edilmistir (231).
GBA1 mutasyonlari sonucunda hiicresel vezikiler trafik ve protein yikim
mekanizmalarinin  bozuldugu dusltnildiginde GBA1 mutasyonlarinin da a-
sintkleinin hiicre disina saliniminda 6nemli rol oynayabilecegi 6ngoriilmektedir.
Verilerimiz ayrica, klinik olarak ‘agir’ GBA1 mutasyonuna sahip PH hastalarinda
gorilen daha agir ve daha hizh ilerleme gorilen motor, psikiyatrik, bilissel kayip ve

koku semptomlari ile értismektedir (5, 232).

GBA1l mutasyonlari nedeniyle ER'deki yanlis katlanmis GCaz enziminin, ER
stresine yol agarak katlanmamis protein yanitini ve proteozomal yikimi indikledigi
bilinmektedir. Bu dogrultuda, iPKH kdkenli dopaminerjik néron modellerinde bazal
kosullarda ER stres belirtecleri (BiP, PDI) incelendiginde D409H/D409H genotipine
sahip hiicrelerde kontrol hiicrelere gére anlamh artis tespit edilmistir. ER iliskili
protein yikim (ERAD) mekanizmasina iliskin olarak total ubikitinlenme oranlari
incelendiginde ise, ‘agir’ (D409H) GBA1l homozigot mutant hiicrelerde bazal
kosullarda ubikitinlenmenin anlamli sekilde arttigi ve hiicrelerde ER strese karsi artan
bir hassasiyet oldugu tespit edilmistir. Bu veriler, D409H mutasyonu durumunda GCaz
enziminin yanlis katlanmasindaki artis sonucu tespit edilen enzim ifade oranindaki
azalma ile olduk¢ca uyumludur. Ayrica elde edilen veriler, postmortem PH beyin
dokularinda daha 6nce rapor edilen, GBA1 mutasyonlari durumunda yanls katlanmis
GCaz enziminin ER’de tutulmasi ile indiklenen ER’deki homeostatik ortaminin
bozulmasi, buna eslik eden ER stres belirteclerinin artisi ve UPR aktivasyonunu
gosteren verilerle oldukga uyumludur (111). Dolayisiyla elde edilen veriler, 6zellikle

‘agiry GBA1 mutant hicrelerde oligomerik a-sintklein birikimi ve hicreden
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saliniminda artis oldugu g6z Onine alinirsa bu durumun, ER stres artigi ve
proteozomal yikima iliskin  aksakliklardan  kaynaklaniyor  olabilecegini
dislindirmektedir.  Bazal  kosullarda  Parkinson  hastalarinin  hicreleri
karsilastirildiginda ise, iPH hiicrelerinde ER stres belirteclerinde artis saptanmazken,
N370S/- genotipine sahip PH hastasinin hiicrelerinde anlamli artis saptanmistir.
Bununla birlikte, her iki PH hastasinin hiicrelerinde de total ubikitinlenme miktarlari

artmistir.

Hiicrelere proteozom inhibitéri uygulanip ER stres belirtegleri ve total
ubikitinlenme incelendiginde ise, ER stres belirteglerinin tim homozigot GBA1l
mutant hicrelerde arttigl fakat bu artisin, 6zellikle ‘agir’ (L444P ve D409H) GBA1
mutasyonlari durumunda daha fazla oldugu saptanmistir. Hiicresel total
ubikitinlenme miktarlarinin ise yalnizca ‘agir’ (L444P ve D409H) GBA1l homozigot
mutasyonlari durumunda kontrol hiicrelere goére anlamh sekilde arttigi tespit
edilmistir. Bu veriler, ‘agir’ mutasyonlarin varliginda GCaz enzim aktivitesi ve
ifadesindeki azalma ile a-sintiklein birikim ve saliniminin daha fazla oldugunu
gosteren verilerimizle olduk¢a uyumludur. Parkinson hastalarinin hicreleri
kiyaslandiginda ise, proteozom inhibitéri verildigi kosullarda hiicrelerde ER stres
belirtecleri yalnizca N370S/- GBA1 mutant PH hicresinde anlamli sekilde artarken,
total ubikitinlenme orani hem iPH hem de GBA1 mutant PH hicrelerinde anlamli
sekilde artis gostermistir. Bu veriler de bazal kosullarda elde edilen verilerle tutarli
olup PH patolojisinin her iki hiicrede de total ubikitinlenmeyi arttirirken, GBA1
mutasyonlari varhg durumunda yanhs katlanmis GCaz enziminden dolayi N370S/-
GBA1 mutant PH hiicrelerinde ER stres artisi gorilmis olabilir. Bu durum, PH ile iliskili
olarak  hiicrelerde biriken a-sintkleinin  hicrede total ubikitinlemeyi
tetikleyebilecegini gostermektedir. ER stres artisinin ise, a-sintklein birikimi
patolojisinden daha cok GBA1 mutasyonlari varligi durumunda yanls katlanmis GCaz

enziminden kaynaklanabilecegi distnilebilir.
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Dopaminerjik néronlarin, katlanmamis, yanhs katlanmig ve asiri birikime yatkin
proteinlere 6zellikle duyarli oldugu bilimektedir. PH patolojisinde, ER stresi ve otofajik
yikim yolaklarindaki aksakliklarin, dopaminerjik néron kaybina katkida bulunan ve
hlcresel proteostaz dengesizligine yol agan iki temel mekanizma (saperon aracili
otofaji ve makrootofaji) oldugu bilinmektedir. Calismamizda, saperon aracili otofaji
mekanizmasina iliskin elde edilen verilerde, SAO belirteci olan LAMP2A lizozomal
membran proteininin  N370S/N370S genotipine sahip Gaucher hastasinin
hiicrelerinde anlamli sekilde azaldigi gériilmustir. Bununla birlikte, ayni hiicrede SAO
aracili yikimda rol oynayan Hsc70 ve LAMP2A proteinlerinin es yerlesimlerinin de
anlaml sekilde azaldigi tespit edilmistir. Diger GBA1 mutasyonuna sahip hastalarin
veya Parkinson hastalarinin hiicrelerinde herhangi bir degisiklik saptanmamistir. Bu
durumda, SAO aracili yikim mekanizmasinda vyalnizca N370S ‘hafiff GBA1l
mutasyonunun oldugu durumda bozukluk goérildigu anlasilmaktadir. Elde ettigimiz
monomerik a-sintiklein birikimi analizi sonucglarina gore, hiicrelere proteozom
inhibitori uygulandiginda N370S/- genotipine sahip tasiyici bireylerin hiicrelerinde
anlamli sekilde monomerik a-sintklein birikimi artisi tespit edilmistir. Dolayisiyla,
ozellikle a-sintikleinin  monomerik formunun yikimindan sorumlu olan SAO
mekanizmasinda N370S GBA1l mutasyonu durumda aksakliklar olmasi, bu
mutasyonun varliginda monomerik o-sinidkleinin  SAO  mekanizmasi ile
yikilamadigindan  hiicrelerde  birikebilecegini  gdstermektedir. Parkinson
hastalarindan elde edilen iPKH kokenli dopaminerjik néron kiltirlerinde SAO
belirtecleri acisindan herhangi bir degisiklik tespit edilmemistir. Literatiirde, PH
hastalarinin postmortem beyin dokularinda, Hsc70 ve LAMP2A seviyelerinde dnemli
Olclide azalma oldugu ve bu nedenle SAO aktivitesinin 6nemli 6lclide azaldigi rapor
edilmistir (183, 184). Bu calismada PH hastalarinin iPKH kokenli dopaminerjik
noronlarinda SAO mekanizmalarinda degisiklik saptanmamasi, N370S/- genotipine
sahip PH hicrelerinde oligomerik a-sintiklein birikiminin daha fazla oldugu
dislintldigiinde, bu hiicrelerde a-siniiklein yikimi icin makrootofaji mekanizmasinin

daha gok tercih edilebilecegi hipoteziyle agiklanabilir.
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Calismamizda, iPKH kdkenli dopaminerjik néronlarda genel olarak ¢ézuinebilir
olmayan fibriller a-sintiklein formunun yikimindan sorumlu olan makrootofaji
mekanizmasinda, otofagozom olusumunda gorev alan LC3 proteini analiz edildiginde,
N370S/N370S ve D409H/D409H genotipine sahip Gaucher hastalarinda LC3-II/LC3-I
oraninin kontrol hiicrelere gore anlaml sekilde azaldigi saptanmistir. Bu hiicrelerde,
otofagozom olusurken fosfatidietanolamine baglanan LC3 formunun (LC3-11) azalmasi
sebebiyle otofagozom olusum sirecinde aksakliklar oldugu dusinilebilir. Ayrica,
N370S/- genotipine sahip PH hastasinin hiicrelerinde de otofagozom olusum
asamasinda aksakliklar tespit edilmistir. iPKH kdkenli dopaminerjik néronlarda ayrica,
otofagozom lizozom flizyonunun anlasilabilmesi icin otofagozom belirteci olan LC3
proteini ile lizozomal belirte¢ olan LAMP1 proteininin es yerlesimi analizi sonucunda,
L444P/L444P genotipine sahip Gaucher hastasinin hiicrelerinde esyerlesimin kontrol
hiicrelere gore anlaml sekilde azaldig tespit edilmistir. Ek olarak, iPH hiicrelerine
kiyasla, N370S/- genotipine sahip PH hiicrelerinde de LC3-LAMP1 es yerlesiminin
anlamh sekilde azaldigi gorilmustir. Bu hicrelerde LC3-LAMP1 es yerlesiminin
azalmasi,  otofagozom-lizozom  flzyonununda  aksakliklarin  olabilecegini
dislindirmektedir. iPKH kokenli dopaminerjik noronlarda ayrica, otofagozom
olusumu esnasinda yikilacak olan substratlarin otofagozom igerisine alinmasini
saglayan p62 reseptoriinin ifadesi ve hiicredeki yerlesimi analiz edilmistir. Elde
edilen veriler, p62 proteininin ifade ve vyerlesiminde bir farklilik olmadigini
gostermektedir. Dolayisiyla, otofajik akis silirecinde GBA1 gen mutasyonlarinin
lizozomal yikimda herhangi bir aksakliga sebep olmadigini gostermektedir.
Makrootofaji mekanizmasi ile htcrelerde daha c¢ogunlukla oligomerik ve/veya
agregat yapidaki a-sintkleinin yikildigi g6z 6niinde bulundurulursa, elde edilen
verilere gore oligomerik a-sinliklein birikiminin saptandigi tim hicrelerde
makrootofajik akis stirecinde aksakliklar oldugu saptanmistir. Literatlirde de,
hiicrelerde biriken a-siniikleinin vezikiler trafik (94), hiicre iskeleti (233),
otofagozom-lizozom flizyonu (234) gibi asamalarda aksakliklara sebep olarak
makrootofaji mekanizmasinda bozukluklara yol acgtigi gosterilmistir. Calisma

grubumuza dahil edilen PH hastalarinin sonuglar kiyaslandiginda da, N370S/-
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genotipine sahip PH hastasinin hiicrelerinde iPH hicrelerine kiyasla otofagozom-
lizozom flizyonu asamasinda bozukluklar oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gore,
monomerik ve oligomerik o-sinlklein birikimin daha fazla oldugu N370S/- PH
hicrelerinde makrootofajik akisin bozulmasi literatirdeki verilerle oldukca
uyumludur. GBA1 mutasyonlari durumunda anlamli sekilde artis gosteren hiicresel a-
sintiklein  birikimi vezikiiler trafikte hatalara neden olarak makrootofaji
mekanizmasinda aksakliklara neden olmaktadir. Bu baglamda, GBA1 mutasyonlarinin
neden oldugu a-siniklein birikiminin de hiicresel yikim mekanizmalarini etkileyerek

sinerjistik olarak PH patolojisine daha fazla katkida bulundugu 6ne sirilebilir.

Sonu¢ olarak  ¢alismamizda, @ GBAl1  mutasyonlari  durumunda,
proteozomal/lizozomal yikim bozukluklarinin gérilmesi sonucunda, iPKH kokenli
dopaminerjik noron kiltlrlerinde a-sinlklein birikimine neden oldugu tespit
edilmistir. Literatlrde, a-sintiklein birikimine yol acan cesitli fonksiyon kazanimi veya
fonksiyon kaybi hipotezlerine yonelik potansiyel mekanizmalar 6ne strilmustir (9,
235). Tez calismasinda oOne sirdigimiz hipotezimize goére, GBAl1l gen
mutasyonlarinin  iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda hicresel  yikim
mekanizmalarini engelleyerek a-sintikleinin birikimine ve hiicre disina salinimina yol
acan fonksiyon kazanimi teorisi  savunulmaktadir. Tez calismasinda,
proteozomal/lizozomal yikim mekanizmalarindaki aksakliklara yonelik olarak 6ne
siriilen GBA1’'in fonksiyon kazanimi hipotezine gore, mutant GCaz enziminin
hiicrelerde vyarattigi ER stres ve otofajik yilkim mekanizmalarinda olusturdugu
aksaliklar hicre ici monomerik/oligomerik a-sintklein birikimine neden olarak PH
patolojisine katki saglamaktadir. GBA1 iliskili Parkinson Hastaligi patogenezini
actklamak icin savunulan bir diger hipotez olan fonksiyon kaybi hipotezine gore ise,
GBA1 mutasyonlari sonucu mutant GCaz enzimin aktivite kaybindan dolayi substrat
birikimine neden oldugu ve bu birikimden dolayl hicrede degisen lipit profili
dolayisiyla a-sintklein lipitlerle etkilesime girerek birikebilecegi savunulmaktadir
(205). Fakat bu teori, GBA1 gen mutasyonu tasiyicilarinin iPKH kdkenli dopaminerjik

noronlarinda a-sindklein birikimi goriilmesi sonucunu aciklayamamaktadir.
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Dolayisiyla, fonksiyon kazanimi hipotezinin 6ne sirdigu sekilde GBAl
mutasyonlarinin a-siniiklein yikim mekanizmalari Gzerindeki patojenik etkilerinin
aydinlatilmasi, hem ndérolojik tutulumlu Gaucher hastaliginin hem de GBAZ1 iliskili
Parkinson hastaliginin rasyonel terapotik stratejileri icin 6nem arz etmektedir.
Hipotezimizde 6ne strildigu Gzere, ‘agir’ ve ‘hafif’ GBA1 mutasyonlarinin PH iliskili
norodejenerasyonda farkl klinik etkiler gostermesinin molekuler olarak a-siniikleinin

yikimini farkli derecelerde etkilemelerinden kaynaklandigi gosterilmistir.

Bu baglamda, ‘agir’ ve ‘hafif’ GBA1 mutasyonlarinin molekiler etkilerinin
karsilastirilmasi fenotipik semptomlar arasindaki farkliliklarinin ve PH patolojisinin
yayilmasindaki roltiniin anlasiimasi agisindan son derece énemlidir. Bu baglamda elde
edilen verilerin, mutasyona bagh bireysel farkhliklarin agiklanmasina katkida
bulundugu distunidlmektedir. Ayrica, GBA1 gen mutasyonu taslyicilarinin bahsedilen
molekiler mekanizmalar agisindan tasidiklari molekiler risklerin tanimlanmasi, bu
bireylerin ilerde PH veya sinlkleopatileri gelistirme risklerinin daha iyi anlasiimasi
konusunda yardimci olacaktir. GBA1 mutasyon tasiyicilarinin prodromal olarak
izlenmeleri ve olasi hastalik biyobelirteclerinin bu bireylerde takip edilmesi, PH
hastaligina yakalanmalari  konusundaki riskleri azaltmak acisindan fayda

saglayacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

6.1. Sonuclar
Calismada, N370S/N370S, L444P/L444P ve D409H/D409H genotiplerine sahip
Gaucher hastalarindan, bu hastalarin zorunlu heterozigot GBA1 gen mutasyonu
taslyici aile bireylerinden, GBA1 gen mutasyonuna (N370S/-) sahip Parkinson
hastasindan, herhangi bir PH iliskili gende mutasyon saptanmamis idyopatik
Parkinson hastasindan ve kontrol bireylerden elde edilen fibroblast hicreleri
yeniden programlanarak iPKH hiicre hatlari elde edilmistir. Sonrasinda iPKH’ler
dopaminerjik néronlara farkhlastirilarak fonksiyonel analizlerde kullaniimak Gzere
PH hastalik modelleri elde edilmistir.
iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda, tim homozigot GBA1 mutant hiicrelerde
GCaz enzim aktivitesi ve ifadesi azalmistir. GBA1 heterozigot tasiyicilarda ise
N370S/- ve L444P/- genotiplerinin varliginda GCaz enzim aktivitesi azalirken,
D409H/- genotipi varliginda GCaz enzim ifadesi azalmistir. iPH ve PH N370S/-
hicreleri karsilastirildiginda, mutant GBA1 allelini hiicrelerde GCaz aktivitesinde
azalmaya neden olmustur. GBA1 gen mutasyonlarinin GCaz enziminin LIMPII
aracihgiyla lizozoma tasiniminda etkisi olmadigi tespit edilmistir.
Bazal kosullarda hiicre ici monomerik a-sinliklein birikimi D409H/- genotipine
sahip tasiyici bireyin ve N370S/- genotipine sahip PH hastasi bireyin hiicrelerinde
saptanmistir. Hiicrelere proteozom inhibitori uygulandiginda, hiicre igi
monomerik a-sintklein birikimi D409H/D409H genotipine sahip Gaucher hastasi
bireyin ve N370S/- genotipine sahip PH hastasi bireyin hiicrelerinde saptanmistir.
iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda tim GBA1 homozigot mutant hiicrelerde
oligomerik a-sinlklein birikimi tespit edilmistir. Bu birikimin ‘agir’ GBA1l
mutasyonu olan hiicrelerde ‘hafif’ GBA1 mutasyonu olan hiicrelere gore anlamh
sekilde daha fazla oldugu saptanmistir. iPH ile PH N370S/- hastalari
kiyaslandiginda, N370S/- genotipine sahip PH hastasinin hiicrelerinde oligomerik
a-sintklein birikiminin anlamli sekilde daha fazla oldugu saptanmistir.
dQCM teknigi ile iPKH kokenli dopaminerjik néronlarin besiyerine salinan a-

sintdklein miktarinin, tim GBA1 homozigot mutant hiicrelerde anlamli sekilde
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arttig1 gosterilmistir. Bu artisin, ‘agir’ GBA1 mutasyonu olan hiicrelerde ‘hafif’
GBA1 mutasyonu olan hicrelere gore anlamli sekilde daha fazla oldugu
saptanmistir. Heterozigot GBA1 gen mutasyonuna sahip tasiyicilarda a-sintklein
salinimi saptanmamustir. iPH ile PH N370S/- hastalar kiyaslandiginda, iPH
hiicrelerinde a-sinliklein saliniminin anlamli sekilde daha fazla oldugu
saptanmistir.

iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda ER stresi incelendiginde, D409H/D409H
genotipine sahip hiicrelerde kontrollere kiyasla ER stresinde anlamli sekilde artis
oldugu tespit edilmistir. Hicrelerde proteozomal yikim inhibe edildiginde, ER
stresinin ‘agir’ (L444P ve D40H) homozigot GBA1 mutasyonu olan hiicrelerde
anlamli sekilde arttigi gérilmustlr. Hlcresel total ubikitinlenme miktarlarinin ise
yalnizca ‘agir’ (L444P ve D409H) GBA1l homozigot mutasyonlari durumunda
kontrol hiicrelere gore anlaml sekilde arttig: tespit edilmistir. iPH ile PH N370S/-
hastalari kiyaslandiginda, her iki hiicre hattinda da total ubikitinlenme miktari
artarken, yalnizca PH N370S/- hiicresinde ER stresinin arttigi tepit edilmistir. Ek
olarak, GBA1 mutasyonu olan tim hiicrelerde ve PH hastalarinin hiicrelerinde
kontrol hiicrelere kiyasla proteozom aktivitelerinde anlamli sekilde azalma tespit
edilmistir.

Gahsma grubuna dahil edilen bireylerin iPKH kokenli dopaminerjik ndron
hiicrelerinde, Saperon aracili otofaji mekanizmasinda roli olan LAMP2A protein
ifadesinin ve LAMP2A-Hsc70 es yerlesiminin ‘hafif’ (N370S) homozigot GBA1
mutasyonuna sahip hiicrelerde anlaml sekilde azaldigi ve bu hicrelerde SAO
aracili yikimda aksakliklar oldugu tespit edilmistir.

iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda makrootofaji mekanizmasi incelendiginde,
N370S/N370S ve D409H/D409H genotipine sahip bireylerin hicrelerinde
otofagozom olusumunun azaldig, L444P/L444P genotipine sahip bireyin
hiicrelerinde otofagozom-lizozom flizyonunda bozukluklar oldugu tespit
edilmistir. iPH ile PH N370S/- hastalari kiyaslandiginda, PH N370S/- hiicrelerinde
hem otofagozom olusumu hem de otofagozom-lizozom flizyonunda aksakliklar

oldugu saptanmistir.
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6.2. Oneriler
iPKH kokenli dopaminerjik ndronlarda farkli GBA1 gen mutasyonlari varliginda,
hicrelerde GCaz enzim eksikligine bagli substrat birikimin anlasilabilmesi igin
hiicrelerdeki lipit profili analiz edilebilir. Bu kapsamda, grubumuzun yirittiga
Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenen TSA-2017-12847 nolu Ayirici kitle spektrometri temelli
metabolomik profilleme projesinde, calisma grubumuza dahil edilen bireylerin
dopaminerjik néron kdiltirlerinde GCaz substrat birikiminin degerlendirilmesi
amaclanmaktadir. Bu sayede, hiicrelerde degisen lipit profillerinin a-siniklein
cekirdeklenmesi veya hiicresel vezikiler trafik ve otofajik yilkim mekanizmalari
Uzerindeki olasi etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.
iPKH kokenli dopaminerjik noéronlarda otofajik yikim mekanizmalarini veya
lizozomal yikimi baskilayarak ve indikleyerek analiz edilmesi, GBA1l gen
mutasyonlari durumunda hicrelerin bu kimyasal streslere karsi verdigi yanitin
anlasilmasina olanak saglayabilir. Bu sayede, tez calismasinda incelenen a-
sintklein yikim mekanizmalarina yonelik olasi tedavi potansiyelleri hakkinda fikir
edinilebilir.
GBA1-PH iliskisine yonelik yapilan analizlerin, hasta kaynakh iPKH koeknli
dopaminerjik noéronlarin genom diizenleme yontemleri kullanilarak GBA1
mutasyonlarinin dizeltilmesiyle elde edilecek izogenik kontroller kullanilarak
gerceklestirilmesi, hasta kaynaklh genetik farklihklarin ortadan kaldiriimasiyla
GBAZY’in patogeneze iliskin rolliniin daha objektif bir sekilde arastirilmasina olanak
saglayabilir.
Calisma grubuna, farkli GBA1 mutasyonlarina sahip PH hastalarinin dahil edilerek
orneklem sayisinin arttirlmasi, PH patogenezine ek olarak GBA1l gen
mutasyonlarinin katkisinin anlasilmasina olanak saglayabilir.
Calisma grubuna dahil edilen iPKH kokenli dopaminerjik néronlarda transkriptom

analizi yapilarak fenotipik ‘ciddiyet’ ile iliskili diger olasi yolaklar belirlenebilir.
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