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OZET

Kaya, Z.B., Parkinson Hastalig1 Hiicresel Modelinde inflamasyonun ve inflamasyon
Sonrasi Uygulanan N-Asetilsisteinin H4 Hiicrelerindeki LAG3 ve TLR2 Reseptorleri
Uzerine Etkisi, Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji -
Embriyoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2021. Parkinson hastaligl, bir ¢ok
sistemin etkilendigi norodejeneratif bir hastaliktir. Hastaligin prevalansi genel
populasyonda binde 2-3, 55 yas lizerinde ise %1 oranindadir. Parkinson hastaligindaki
patolojik degisiklikler substantia nigra pars compacta'daki dopaminerjik néronlarin
kaybi ve hiicrelerin icinde Lewy cisimcigi olarak adlandirilan, agirlikh olarak alfa-
sintiklein (a-syn) ve ubikutinlenmis proteinler iceren kiresel inkliizyon cisimciklerinin
saptanmasi seklindedir. a-syn proteinin néronlarda hatali katlanmalar sonucu hiicre
icinde cesitli yerlerde birikebildigi gibi hiicre digi alana da gegebildigi bilinmektedir.
Hiicre disi alana gecen a-syn proteini 6zellikle néronlar ve glia hiicreleri tarafindan
hiicre icine endositoz yolu ile alinir. Endositozda TLR2 ve LAG3 reseptorlerinin
rolinin agiklanabilmesi igin ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir. a-syn proteininin
endositozu, TNF-a, IL-1pB, IL-2 ve IL-6 basta olmak lizere gesitli inflamatuar sitokinlerin
Uretimine ve salinmasina sebep olmanin yani sira; hiicre icinde mitokondriyal yolak
Uzerinden apoptoz ve mitofajiyi tetikleyerek hiicre olimind yol agmaktadir. N-
Asetilsistein (NAC), anti-oksidan, anti-inflamatuar ve anti-kanserojen etkilere sahip
bir ilactir. Bu tez calismasinda, inflamasyonun tetiklenmesi sonrasi, LAG3 ve TLR2
reseptorlerinin ekspresyonunda artis goriilebilecegi ve inflamasyon NAC ile kontrol
altina alindiginda, inflamasyonun sebep oldugu hasarin azalmasi ve hiicre canlihiginda
artis gorilebilecegi hipotezlerinde bulunuldu. Bu varsayimlari test etmek amaciile; in
vitro kosullarda deney ve kontrol gruplari iceren bir calisma planlandi. a-syn
proteinini asiri eksprese eden insan noroglioma (H4) hiicre hatti kullanilarak
inflamatuar bir Parkinson hastaligi modeli olusturuldu. inflamasyon, TNF-a ile
tetiklendi ve NAC uygulanarak inflamasyon kontrol altina alindi. Calismada a-syn
protein ekspresyonu ve transkripsiyonu, Western Blot ve g-PCR metotlari ile 6lgtldi.
Hicre canlihgr Toxilight testi ile, apoptoz Western Blot teknigi ile apoptoz
belirteclerinin  6lclilmesi ve TUNEL immunofloresan isaretleme metodu ile
degerlendirildi. TLR2 ve LAG3 reseptorlerinin transkripsiyonlari g-PCR metodu ile
Olclldl. Reseptorlerin protein diizeyleri immunofloresan isaretleme ve Western Blot
teknigi ile saptandi. Elde edilen veriler i1siginda, NAC tedavisinin, TLR2 ve LAG3
reseptorlerinin transkripsiyonunu ve ekspresyonunu degistirerek inflamasyon aracili
toksisiteyi ve hicre oliminid azalttigi belirlendi. Bu ¢alisma ile, NAC'nin Parkinson
Hastaliginda ortaya ¢ikan néroinflamasyon siireci icin umut vaat eden bir aday oldugu
dislnulda.

Anahtar kelimeler: Parkinson Hastaligi, inflamasyon, Alfa-siniiklein (a-syn), N-
Asetilsistein (NAC), Apoptoz

Destekleyen Kurulus: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi (BAP) (Hizli Destek Projesi, Proje No: THD-2019-18110)
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ABSTRACT

Kaya, Z.B., The Effect of Inflammation and Post-Inflammatory Administration of N-
Acetylcysteine on LAG3 and TLR2 Receptors on H4 Cells in the Cellular (/n Vitro)
Model of Parkinson's Disease, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences, Histology - Embryology Program Doctor of Philosophy Thesis, Ankara,
2021. Parkinson's disease is a complex, multifactorial neurodegenerative disease that
has prevalence of 1% over the age of 55. Pathological hallmarks of Parkinson's disease
include the loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta and
the accumulation of inclusion bodies that contain predominantly alpha-synuclein (a-
syn) and ubiquitinated proteins, called Lewy bodies. Although the formation of a-syn
occurs intracellular, it can also be translocalized to extracellular space and then taken
into the other cells via receptor mediated endocytosis. TLR2 is a well known receptor
which detects extracellular a-syn and modulates the uptake of the protein by other
cells. Uptaken a-syn is known to trigger expression and secretion of inflammatory
cytokines such as TNF-a, IL-1B, IL-2 and IL-6 and induce neuroinflammation,
apoptosis and mitophagy that results in cellular death. N-Acetylcysteine (NAC), an
anti-inflammatory and anti-carcinogenic drug, has gained some focus to circumvent
the detrimental effects of neuroinflammatory response. In this thesis, we
hypothesized that, NAC treatment will result in anti-inflammatory response that
restrict in vitro apoptotic and neuroinflammatory response by modulating
transcription and expression of TLR2 and LAG3 receptors. In order to test this
hypothesis, WT a-syn overexpressing human neuroglioma (H4) cell line was treated
with TNF-a to induce inflammation and NAC, as anti-inflammatory drug to recover
from deleterious effects of TNF-a induced inflammation and apoptosis. a-syn protein
transcription and expression were validated by g-PCR and Western Blot, respectively.
Cell viability was measured by Toxilight assay, and apoptosis was evaluated by
Western Blot and TUNEL methods. We observed that NAC treatment diminishes
inflammation mediated toxicity and cell death by altering transcription and
expression of TLR2 and LAG3 receptors. Thereby, this study demonstrates NAC to be
a promising candidate to recover from neuroinflammation that occurs in Parkinson’s

Disease.

Key Words: Parkinson’s Disease, Inflammation, Alpha-synuclein (a-syn), N-
Acetylcysteine (NAC), Apoptosis

Supported by Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination Unit
(Project ID: THD-2019-18110)
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1. GiRis

Parkinson hastaligi, viicutta bir ¢ok sistemin etkilendigi nérodejeneratif bir
hastaliktir. Parkinson hastaligi yaklasik %90 oraninda sporadik olarak gorilirken,
yaklasik %10 oraninda ailesel gegis gostermektedir (1). Parkinson hastaliginda
karakteristik olan baslica patolojik degisiklik substantia nigra bdlgesinin bir bolimi
olan pars compacta'daki dopaminerjik néronlarin sayica azalmasidir (2). Hiicre iginde
ise Lewy cisimcigi olarak adlandinlan, agirlikli olarak alfa-siniklein (a-syn) ve
ubikutinlenmis proteinler iceren eozinofilik kilresel inklizyon cisimcikleri
saptanmaktadir (3). Parkinson hastaliginda etkilenen sisteme gore klinik belirtiler
ortaya citkmakla birlikte, hastalar en sik bradikinezi, rijidite, spontan tremor, postural
instabilite ve gastrointestinal sistem sikayetleriyle klinige basvurmaktadir (4).

Parkinson hastaliginin altinda yatan hiicresel mekanizmalar su ana kadar sinirli
¢ahisilmis olmakla birlikte, en ¢ok Ustlinde durulanlar mitokondriyal bozukluk,
ubikutin proteazom sistemi disfonksiyonu, kalsiyum hemostazinda degisim ve
oksidatif strestir (5). Hastaligin altinda yatan mekanizmay aciklayan tek bir yolak
olmamasina ragmen hiicresel patolojilerden sorumlu ana mekanizmanin a-syn
proteininin agregasyonu ve bunu takip eden mitokondriyal islev kaybi oldugu
dislintlmektedir. Bir diger 6nemli mekanizma ise hiicre icinde gerceklesen patolojik
degisiklikler ile iliskili néroinflamasyondur (6).

Parkinson hastaliginda a-syn proteini néronlarda hatali katlanmalar sonucu
hiicre icinde cesitli yerlerde birikebildigi gibi bu proteinin hiicre disi alana gectigi de
bilinmektedir (7). Hiicre icinde sitozolde veya hiicre zari yapisina; mitokondriyon,
endoplazma retikulumu ve cekirdege bagli halde bulunabilir (7, 8). Hlicre disi alana
gecen a-syn proteini Ozellikle ndéronlar, mikroglia hicreleri, astrositler ve
oligodendrositler tarafindan endositoz ile alinabilmektedir (9). Endositozda 6zellikle
TLR2 (10) ve LAG3 (11) reseptorlerinin rol aldigi gosterilmistir. Mikroglia hiicreleri
tarafindan hiicre icine alinan a-syn proteini inflamatuar sitokinlerin ekspresyonuna
sebep olmaktadir. Noroinflamasyonda o6zellikle TNF-a, IL-1B, IL-2 ve IL-6 rol
almaktadir. a-syn proteini hem noroinflamasyonu, hem de mitokondriyal yolak

Uzerinden apoptoz ve mitofajiyi tetikleyerek néronlarin 6liimiine yol agmaktadir (10).



N-asetilsistein (N-asetil sistein, N-asetil-L-sistein veya NAC olarak da bilinir)
uzun zamandir gesitli klinik uygulamalarda yeri olan, iyi tolere edilebilen, minér yan
etkileri olan, glivenli, FDA (Food and Drug Administration) onayl bir ilagtir (12). NAC,
L-sistein aminoasidinin N-asetil tirevidir. Oral uygulamayi takiben emilir ve kan beyin
bariyerini gecebilir (13, 14). NAC santral sinir sisteminde anti-apoptotik ve anti-
inflamatuar etkieri gosterilmis bir ajandir (15). Literatirde NAC'nin nérodejeneratif
hastaliklarda tedaviye faydasi olabilecegiyle ilgili umut vaat eden cesitli yayinlar
bulunmaktadir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda varsayimimiz, Parkinson hastaligi calismasi igin
kurulacak hiicre kiltiri modelinde inflamasyonun tetiklenmesi sonrasi, a-syn
proteininin santral sistemindeki hiicreler tarafindan endositozunda rol alan LAG3 ve
TLR2 reseptorlerinin ekspresyonunda artis gérilebilir. inflamasyon, anti-inflamatuar
bir ila¢ olan NAC ile kontrol altina alindiginda, inflamasyonun sebep oldugu hasarin
azalmasi ve hiicre canliiginda artis gorilmesi beklenmektedir.

Bu calismanin amaci olusturulan néroinflamatuar ortamda, inflamasyonun ve
anti-inflamatuar NAC ilacinin hiicre 6limu Uzerine, TLR2 ve LAG3 reseptorlerinin
ekspresyonlari lzerine ve hiicrelerdeki apoptoz oranlari Uzerine etkilerinin
incelenmesidir.

Bu amac¢ dogrultusunda belirlenen hedefler asagida belirtilmistir.

i.  Lentivirus transfeksiyonu ile WT a-syn proteinini asiri eksprese eden H4 insan
noroglioma hiicreleri ile inflamatuar Parkinson hastaligi modeli olusturulmasi,
bu modeli olusturmak igin hiicre besiyerine eklenecek olan TNF- a ilacinin
optimal dozunun belirlenmesi

ii.  WT a-syn proteinini asiri eksprese eden H4 insan noéroglioma hicrelerinin
inflamasyon varliginda ve anti-inflamatuar ilag uygulamasi sonrasi hiicre 6lim
oranlarinin degerlendirilmesi

iii.  WT a-syn proteinini asiri eksprese eden H4 insan noéroglioma hicreleri ile
olusturulan inflamatuar modelde apoptoza giden hiicrelerin belirlenmesi ve

apoptoz belirteglerinin degisimlerinin degerlendirilmesi



iv.  WT a-syn proteinini asiri eksprese eden H4 insan noroglioma hiicrelerinde
LAG3 ve TLR2 reseptorlerinin varliginin gosterilmesi ve inflamatuar kosullar
altinda ekspresyonlarindaki degisimin olgtlmesi
Bu tez kapsaminda, yukaridaki hedeflere ulasilarak WT a-syn proteinini asiri

eksprese eden H4 hiicreleri ile basarili bir sekilde inflamatuar bir Parkinson Hastalig
modeli olusturulmustur. Bu modelde NAC’'nin hiicreler tGizerindeki anti-inflamatuar ve
anti-apoptotik etkileri gosterilmistir ve hastaligin progresyonunu yavaslatmada hiicre
sag kalimini arttirici etki gostererek rol alabilecegi sonucuna ulasiimistir.
inflamasyonun ve NAC uygulamasinin, néroinflamasyon siirecinde rol oynayan TLR2
ve LAG3 reseptorler ekspresyonlari Gzerine etkileri incelenmistir. LAG3 ve merkezi
sinir sistemi (MSS) hiicrelerindeki islevleri tizerinde yeterli ¢calisma bulunmamasi bu
¢alismanin sonuglarini orijinal kilmaktadir. Literatiirde NAC uygulamasinin LAG3
reseptord ile iliskisini inceleyen bir calismaya da rastlanmamistir ve bu da ¢alismamizi
orijinal ve glincel kilan bir diger noktadir. Néroinflamasyonun ve Parkinson Hastalig
ile iliskisinin altinda yatan mekanizmalari  aydinlatmak ve LAG3’nin
noroinflamasyondaki roliinl anlayabilmek icin daha ileri calismalara ihtiyac oldugu

sonucuna ulasiimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sinir Sistemi Histolojisi

Sinir sistemi vicudun en karmasik sistemlerinden birisidir. Ana gorevleri;
vicudun hem iginde hem de disinda olusan mekanik ve kimyasal uyarilari almak,
analiz etmek, degerlendirmek ve yanit olusturmaktir. Sinir sistemi, organlarin ve
vicuttaki tim sistemlerinin faaliyetlerini kontrol eder, hepsinin bir biitliin olarak
galismasini saglar (16).

Anatomik olarak merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferik sinir sitemi (PSS)
olarak ikiye ayrilir. MSS; beyin, beyincik ve omurilikten meydana gelir. PSS ise;
ganglionlar, periferik sinirler ve sinir sonlanmalarindan olusur. Fonksiyonel olarak ise
sinir sistemi, somatik sinir sistemi ve otonom sinir sistemi olarak siniflandirilabilir.
Otonom sinir sistemi; sempatik, parasempatik ve enterik sinir sisteminden olusur

(17).

2.1.1. Sinir Dokusunun Bilesenleri

Sinir sisteminin temel islevsel birimi néronlar olarak isimlendirilen hiicrelerdir
ve bunlar cesitli sekillerde noéroglia olarak bilinen hiicreler (destek hiicreleri)

tarafindan desteklenir (16) (Sekil 1).

Noronlar

Noron veya sinir hicresi, sinir sisteminin islevsel birimidir. Cekirdegin ve
perinlkleer sitoplazmanin bulundugu hiicre govdesi ve c¢esitli uzunluklarda
sitoplazmik uzantilardan (dendritler ve akson) olusur. Bulunduklari yerlere ve
islevlerine gore uzunluklari, buyuklikleri ve sekilleri farklihk gosterebilir (Sekil 2.1).
Sinir hicreleri, diger hiicrelerden uyarilari alir ve elektriksel uyarilar halinde sitemin
diger hicrelerine iletir. Bir nérondan digerine bilgi aktarimi saglayan noéronlar

arasindaki 6zel iletisim alanina sinaps adi verilir (16, 17).



Destek Hiicreleri

Destek hiicreleri, néronlara yakin yerlesen ve iletken olmayan hicrelerdir.
Bunlar noroglial hicreler veya kisaca glia olarak adlandirilir. Sinir sisteminde
noronlardan yaklasik 10 kat daha fazla néroglia hiicresi vardir. Néronlarin bolinme
yetenegi sinirliyken, néroglia hiicreleri mitoz bolinme ile gogalabilmektedir (16, 17).

MSS dort tip glia hiicresi igerir. Bunlar; oligodendrositler, astrositler, mikroglia
hicreleri ve ependim hicreleridir (Sekil 2.1). PSS'de, destekleyici hiicreler ise;
Schwann hiicreleri, uydu hicreleri (satellit hiicreler) ve enterik noéroglia hiicreleridir.
Morfolojik ve fonksiyonel olarak MSS ve PSS noroglia hiicreleri benzer 6zelliklere
sahiptirler.

Noroglia hiicrelerinin genel fonksiyonlari su sekildedir (16, 17):

e Noronlar igin fiziksel destek (koruma)

e Noron govdeleri ve uzantilarinin yalitimi (miyelin yapimi, bdylece iletimin hizli
olmasinin desteklenmesi)

e Noronal hasarin onarimi

e MSS'nin i¢ sivi ortaminin diizenlenmesi (beyin omurilik sivisinin iretimi ve
emilimi)

o Norotransmitterlerin sinaptik araliklardan temizlenmesi

e Vaskiiler sistem ve noéronlar arasinda metabolitlerin degisimi ve kan beyin

bariyerinin (KBB) olusumunda yapisal gérev alma



Unipolar néron Pseudounipolar Retinal bipolar Olfaktor bipolar Motor multipolar
ndron néron noron néron

Astrosit Oligodendrosit Mikroglia hiicresi Ependim hicresi

Sekil 2.1. Merkezi sinir sisteminde yer alan ¢esitli néronlar ve glia hiicrelerinin
sembolize edilmis hali (Bu figlir BioRender.com sitesinde olusturulmustur)

2.1.2. Merkezi Sinir Sistemi Histolojisi

Merkezi sinir sistemi, kraniyal boslukta bulunan beyin ve iliskili yapilar ile
vertebral kanalda bulunan omurilikten olusur. MSS, kafatasi ve omurga tarafindan
korunur ve meninks adi verilen g kat bag dokusu ile gevrilidir. Beyin ve omurilik iki
meningeal tabaka arasindaki boslugu dolduran beyin omurilik sivisi (BOS) ile sarilidir.
MSS; beyin (cerebrum), beyincik (cerebellum) ve omurilik (medulla spinalis) ile
baglantiyi saglayan beyin sapi kisimlarindan olusur (17).

MSS’deki organlar, beyaz madde ve gri maddeden meydana gelir. Beyaz
madde ¢ogunlukla bazi miyelinsiz lifler ve noroglia hiicreleri ile birlikte miyelinli sinir
liflerinden olusur. Aksonlari cevreleyen miyelin beyaz renkli oldugu icin, beyaz madde
olarak isimlendirilmistir. Gri madde, néron hiicre govdeleri, dendritler ve miyelinsiz
akson kisimlarinin yani sira néroglial hiicrelerden olusur. Miyelinin yoklugu ve ¢ok

miktarda hicre cekirdegi icermesi bu bdlgenin canli dokularda gri renginde



gorinmesine neden olur. Aksonlar, dendritler ve néroglial hiicre uzantilari néropil adi
verilen karisik bir noral ag olustururlar (16).

Beyin sapi! gri madde ve beyaz madde bolgelerine net olarak ayrilmamistir.
Bununla birlikte, bazi alanlarda kraniyal sinirlerin ¢ekirdekleri (nuclei), beyaz madde
alanlari olarak goérinir. PSS’de buna benzer yapilanmalar ise gangliyon olarak
isimlendirilir. Gri madde beyin ve beyincikte korteksde bulunur ve daha derinde bazal
ganglionlar (bazal ¢ekirdekler) olusturur (17).

Omurilik, beyin sapindan itibaren devamlilik géstermektedir. 31 segmente (8
servikal, 12 torasik, 5 lomber, 5 sakral ve 1 koksigeal) ayrilir ve her segment bir gift
spinal sinire baglanir. Her bir spinal sinir, dorsal (posterior) veya ventral (anterior)
kokten ilgili segmente baglanir (17).

Beyin ve beyincigin tersine, enine kesitte omurilik; santral kanal, santral kanall
cevreleyen kelebek seklinde (veya H seklinde) gri madde ve gevresinde (dis tarafta)
beyaz maddeden olusur. Beyaz madde sadece beyin ve omurilik arasinda gegis yapan
miyelinli ve miyelinsiz aksonlardan ve bu aksonlarin arasinda yerlesen glia
hiicrelerinden olusur. Gri maddede ise glia hiicreleri, néron gévdeleri ve aksonlar yer
alir (16, 17).

Cizgili kaslari inerve eden efferent motor noéronlarin hiicre gévdeleri, gri
maddenin ventral (6n) boynuzunda bulunur. Efferent motor néronlar rutin histolojik
kesitlerde kolayca taninabilen multipolar, biiyik, bazofilik hiicrelerdir (17, 18).

Duyu néronlarinin hiicre govdeleri ise, omuriligin dorsal kdk ganglionlarinda
bulunur. Duyu néronlari psédounipolardir ve afferenttir. Duyu néronlari, ¢evreden
hiicre govdesine bilgi getiren bir uzantiya ve hiicre gévdesinden omuriligin gri

maddesine bilgi tasiyan ayri bir uzantiya sahip hiicre gévdesinden olusur (17, 18).

Kan-Beyin Bariyeri (KBB)

Kan-beyin bariyeri, embriyoda erken donemde glial astrositler ve kapiller
endotel hiicreleri arasindaki etkilesimle gelismeye baslar (19). Bariyer, bliylk 6lclde,
kesintisiz kapiller endotel hiicreleri arasindaki siki baglantilardan olusur. Gegirimli

elektron mikroskobu (TEM) ile yapilan calismalarda bu siki baglantilar detayli bir



sekilde incelenmistir; ek olarak, astrosit hiicrelerinin ve bu hiicrelerin son ayak
seklindeki uzantilarinin endotel bazal laminasi ile olan iliskisi gosterilmistir(20).
Astrositlerin olusturdugu bu yapiya perivaskiler glia limitans adi verilir (17).

KBB, kan kaynakli maddelerin MSS’ye serbest gegisini Onleyen segici bir
bariyer olarak MSS’yi koruyan énemli bir yapidir (20). KBB yapisina katilan astrositler,
kapillerlerden noronlara cesitli metabolitlerin tasinmasina yardimci olur, fazla
potasyum (K*) ve norotransmiterleri ortamdan uzaklastirarak MSS ekstraseliler
ortaminin nérokimyasal dengesini korurlar (16).

Makromolekdller bu bariyeri gecemezken; oksijen, su ve karbondioksit gibi
bazi maddeler kan-beyin bariyerini kolayca gecebilir. Yagda ¢6ziinen molekiller ve
bazi ilaglar gibi diger kiiciik molekiiller de KBB'yi gegebilir. Glikoz, amino asitler, bazi
vitaminler ve nukleosidler spesifik tasiyici proteinler tarafindan, ¢ogu kolaylastiriimis
difiizyon yoluyla; iyonlar, tasiyici proteinler ile aktif tasima yoluyla KBB boyunca
tasinabilir. Aktif tasima icin enerji gereksinimi, endotel hiicre sitoplazmasi i¢inde

bulunan ¢ok sayidaki mitokondriyon ile saglanir (16, 18).
Bazal Ganglionlar (BG)

Bazal gangliyonlar, 6n beyin ve orta beyinde prefrontal korteks ve alt motor
ve duyu bolgeleri arasindaki iletisimi ve organizasyonu saglayan alanlardir. Bu
cekirdeklerin, temel islevleri olan hareketin kontrolliiniin yani sira dikkat, 6grenme,
planlama, 6dil davranisi gibi bilissel islevierde de rolleri vardir. istemli hareketin
kontroliinde, korteks ve bazal ganglionlar arasindaki korteks-bazal ganglion dongusii
esastir. Korteksten kaynaklanan hareket kontroll bilgisi, bazal ganglionlarda islenir
ve talamus Uzerinden kortekse geri doner (21). Bazal gangliyonlarla iliskili hastaliklar,
ki bunlar Parkinson hastaliginin da icinde bulundugu hareket bozukluklari ve bazi
noropsikiyatrik hastaliklardir. Bazal ganglionlarin bu hastaliklardaki 6nemi ve
hastaliklarin patofizyolojileri kortiko-striatal-talamik néronal dongiiler ile ilgili cesitli
modeller gelistirilerek anlasiimaya calisiimaktadir (22).

Bazal ganglionlar; nukleus caudatus, putamen, globus pallidus, substantia

nigra ve nukleus subthalamicus yapilarindan olusan bir organizasyona sahiptir. Bu



yapilardan substantia nigra 6zellikle Parkinson hastalig etiyolojisinde buyik éneme
sahiptir. Substantia nigra, mezensefalonda krus serebri ile tegmentum arasinda yer
almaktadir. Pars kompakta kisminda dopaminerjik, pars retikulata kisminda ise
GABA-erjik noéronlar siklikla yer almaktadir. GABA’nin inhibitor etki gostermesi
sebebiyle, GABA-erjik ndronlarin aktivitesi sonucunda motor hareketlerde yavaslama
veya motor hareketlerin inhibisyonu ortaya ¢ikar. Dopaminerjik néronlarin aktivitesi
ile istemli hareketlerin aktif ve diizenli bir sekilde yapilmasi saglanir (23).

Substantia nigranin pars compacta (SN Pc) parg¢asinda yer alan dopaminerjik
noronlarin azalmasi ve daha az oranda da globus pallidus, putamen ve nukleus
caudatusdaki néronal dejenerasyon Parkinson hastaligi etiyolojisinde biliylik 6neme
sahiptir (21, 24) (Sekil 2.2). Dopaminerjk néronlardaki kayip sebebiyle ortamda yeterli
dopamin olmadiginda, GABA-erjik néronlarin aktivitesi sonucu ortamda GABA artar.
GABA baskinliginda istemli hareketlerde yavaslama ve inhibisyon ortaya ¢ikar. Bu da

Parkinson hastaliginin bir hareket bozuklugu olusunu agiklamaktadir (23).

- . S y
y N N
// + \1\ ’/ +

y

PARKINSON

NORMAL x
HASTALIGI

Sekil 2.2. Substantia nigra pars compacta (SN Pc) bolgesinin dopaminerjik néronlar
acisindan normal bireyler ile Parkinson hastaligina sahip bireylerdeki
farkini gésteren sema (Bu figlir BioRender.com sitesinde olusturulmustur)

2.2. Parkinson Hastalig

Parkinson hastaligi (PH) ilk olarak 1817'de Dr. James Parkinson tarafindan
“shaking palsy” olarak tanimlanmistir (25). Bir c¢ok sistemin etkilendigi
norodejeneratif bir hastalik olmakla birlikte, yasa bagl olarak en sik gériilen motor
hareket bozuklugudur. Toplumda Alzheimer hastaligini takiben ikinci en sik
norodejeneratif hastaliktir (26). Farkli Glke ve irklarda yapilmis calismalarin

istatistiksel sonuclari, yilda 100 000 kiside 5 ila 35 yeni vaka oldugunu géstermektedir.
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Bu genis araligin, calisilan popllasyonlardaki demografik farkhliklara ve calisma
yontemlerindeki degisikliklere bagl olabilecegi duslinlilmektedir (27). Hastaligin
prevalansi binde 2-3, 55 yas lzerinde ise %1 civarindadir (28), baslangic yasi genellikle
50-60 yas araliginda olup prevalansi ilerleyen yasla artmaktadir. Hastaliga bagl
mortalite 20 yilhk hastalik slirecinden sonra artmaktadir. Yapilan calismalarda
Parkinson hastaliginin cinsiyete gore orani K/E=2/3 olarak gozlenmistir. Parkinson
hastaligl geng yaslarda da baglayabilir. Hastalarin %5'inde hastalik 40 yasindan dnce
baslar, bu durumda geng baslangi¢ch Parkinson hastaligindan soz edilir. 20 yasin
altinda hastalik baslayan hastalarda ise juvenil Parkinson hastaligindan soz edilir (26-
28). Parkinson hastaligi yaklasik %90 sporadik olarak goruliirken, yaklasik %10
oraninda ailesel gecis gostermektedir. Sporadik Parkinson hastaligi c¢evresel
etmenlere bagli ortaya ¢cikmaktadir (5, 29).

Parkinson hastaliginin altinda yatan patolojik degisikliklerin temelinde
ekstrapiramidal sistem bazal gangliyonlarindan substantia nigraya ait pars compacta
(SN Pc) alaninda bulunan melanin iceren dopaminerjik néronlarin sayica azalmasi ve
daha az oranda globus pallidus, putamen ve nucleus caudatusdaki ndronlarin
etkilenmesi yer almaktadir (2, 30). Bazal gangliyonlar istemli hareket ve postiirin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (2, 25). Etkilenen néronlarin hiicre gévdesinde
veya aksonlarinda, agirlikh olarak alfa-siniiklein (a-syn) ve ubikutinlenmis proteinler
iceren; eozinofilik, kiresel inkllzyon cisimcikleri saptanmistir. Bu cisimcikler
yerlesimlerine gore; hiicre govdesinde olanlar Lewy cisimcigi, aksonlarda yer alanlar
ise Lewy noriti olarak adlandiriimaktadir (3, 31).

Parkinson hastaliginda a-syn agregatlari santral, otonom ve perifik sinir
sistemindeki noronlarda birikerek, klinik olarak motor ve non-motor semptomlarin
ortaya cikmasina neden olmaktadir. Non-motor semptomlar motor semptomlara
gore hastaligin daha erken donemlerinde ortaya cikar ve olfaktér, otonom
(gastrointestinal, Urogenital, kardiyak, respiratuvar), duyu, deri, uyku, goérme,
noropsikiyatrik (kognitif, duygu durumu, demans) bozukluklar klinikte en sik
karsilasilan semptomlardir. Parkinson hastaliginin motor semptomlari dopaminerjik

nigrostriatal sistemdeki néronlarin etkilenmesiyle, hastaligin baslangicindan yaklasik
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20 yil sonra ortaya c¢ikar. Motor semptomlarin ortaya cikisi ancak %50-80
dopaminerjik néron kaybindan sonra olmaktadir. Parkinson hastaliginin kardinal
motor belirtileri bradikinezi, rijidite, tremor ve postiiral instabilitedir (3, 4, 25).

Bradikinezi: Yeni bir hareketin baslatiimasinda ve sirdirilmesinde gligliik
cekilmesidir. Hareketler yavas, ylz ifadesiz, ses tonu tekdizedir. Yirurken kollar
sallanmaz.

Rijidite: Kas tonusunda artis. Agonist ve antagonist kaslarin eszamanli olarak
kasilmalarina bagli olarak ortaya cikar, pasif hareket sirasinda direng seklinde kendini
gosterir.

Tremor: Agonist ve antagonist kaslarin ardisik kasilmalari sonucu ortaya cikar.
Tremor yavas olup, ekstremiteler dinlenmede iken belirginlesir. Uykuda ise kaybolur.

Postural instabilite: Hastalar ayakta dururken kambur ve kollarn
fleksiyondadir. Kisa adimlarla ayak strime tarzinda yirir ve genellikle ylirimeye
basladiktan sonra ylriimeyi sonlandiramaz ve dismeye yatkindirlar. Oturduklar
yerden desteksiz kalkmakta zorluk ¢ekerler.

Motor ve non-motor semptomlar cinsiyet agisindan incelendiginde belirgin bir
farklihk gézlenmemis, yalnizca kadinlarda erken baslangich ve tedavide ge¢ kalinmis
olgularda kognitif disfonksiyon ve depresyonun daha belirgin oldugu gozlenmistir (4,
32). Parkinson hastaliginda gorilen hem motor hem de non-motor belirtiler
striatumda dopamin eksikligi ile iliskili ortaya c¢ikmaktadir (4, 33). Non-motor
semptomlarin bazilarinin 6zellikle PH’nin erken dénemlerinde biyobelirteg olarak
kullanilabilecegiyle ilgili son zamanlarda literatiirde gesitli calismalar yer almaktadir
(4, 34). Tablo 2.1’de Parkinson hastaliginda gorilen non-motor belirtiler yer

almaktadir.



Tablo 2.1. Parkinson Hastaligindaki non-motor semptomlar (4)

Olfaktor

Hiposmi/Anosmi

Sirkadyen ritim

REM uyku bozuklugu
insomnia

Glndiz uyku hali
Huzursuz bacak sendromu

Gastrointestinal

Disfaji
Konstipasyon
Yutma gliclugi
Hipersalivasyon

Genitolriner

Acil idrar yapma istegi
Noktri

Artmis idrara ¢ikma
Erektil disfonksiyon

Kardiyovaskiler

Ortostatik hipotansiyon
Senkop

Deri Seboreik dermatit
Terleme/Kuruluk
Solunum Dispne
Stridor
Duyu Agri
Duyu bozukluklari
GoOrme Diplopi

Bulanik gérme
Okuma guiclGgi
Kuru goz

Noropsikiyatrik

Anksiyete

Depresif ruh hali

Davranig bozukluklari
Yonetici islev bozuklugu
Visuospatial bozukluk
Psikoz

Apati/Agresiflik
Disinhibisyon

Halusinasyon

Kognitif bozukluk (demans)

Diger

Isik hassasiyeti
Yorgunluk, enerji dustklGga
Duyma glicliga, Sagirlik

12

Parkinson hastaligi icin olusturulmus cok yaygin bir evreleme bulunmamakla

birlikte, Braak ve arkadaslarinin yaptigi evreleme kabul edilmektedir. Bu evrelemede

Lewy cisimciklerinin yerlesimi temel alinmistir ve periferik sinir sisteminden

baslayarak, merkezi sinir sistemini beyinde kaudal-rostral dogrultuda etkileyen alt

evre belirlenmistir (2, 26, 27, 35). Tablo 2.2’de Braak ve arkadaslarinin evrelemesi

gorilmektedir.
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Tablo 2.2. Parkinson Hastaligi i¢in Braak evrelemesi (27, 35, 36)

Lewy cisimciklerinin bulundugu bélge

Evre

Evre 1 Periferik sinir sistemi (otonom noéronlar), olfaktor sistem (olfaktor
bulbus, anterior olfaktor ¢ekirdek), medulla (vagus ve glossofaringeal
sinirlerinin dorsal motor gekirdekleri)

Evre 2 Pons (locus ceruleus, reticular formation, posterior raphe
cekirdekleri), medulla spinalisin gri maddesi

Evre 3 Pons (pedunculopontin ¢ekirdek), orta beyin (substantia nigra pars
compacta), 6n beyin (magnocellular cekirdekler), limbik sistem
(amigdala)

Evre 4 Limbik sistem ( Stria terminalisteki interstitial ¢ekirdekler, ventral
casustum), talamus (intralaminar gekirdekler), temporal korteks
(anteromedial temporal mesocortex, hipokampusun CA2 bolimu)

Evre 5ve 6 Multiple kortikal alanlar (insular korteks, asosiasyon alanlari, primer
kortikal alanlar)

Parkinson hastaliginin etiyolojisine bakildiginda c¢esitli risk faktorleri ve

koruyucu faktorler tanimlanmistir. Hastaligin %90 oraninda sporadik olarak gelistigi

gbz oniline alindiginda bu cevresel faktorler 6nem kazanmaktadir (37). Riski artiran

faktorlerin baslicalari; pestisit maruziyeti, gecirilmis kafa travmasi ve kirsal bolgede

yasamaktir. Koruyucu olarak bilinen faktorlerden baslicalari ise; kahve tiketimi ve

nonsteroid anti-inflamatuar ilag (NSAIi) kullanimidir (30). Tablo 2.3’de Parkinson

hastaligi icin tanimlanmis cevresel risk faktorleri ve koruyucu faktorler goriilmektedir.

Tablo 2.3. Parkinson Hastaligi icin risk faktorleri ve koruyucu faktorler (37)

Risk Faktorleri

Koruyucu Faktorler

Pestisit maruziyeti

Gegirilmis kafa travmasi

Kirsal bolgede yasamak
Beta-bloker kullanimi

Tarim alanlarinda calismak

Asiri su tiketimi

Sit ve sit drdnlerinin asiri tiketimi
Metamfetamin kullanimi

Malign melanom tanisi almis olmak
Asiri alkol tiiketimi

Dislik miktarda alkol tiketimi
Titln kullanimi

Kahve tiketimi

Siyah cay ve yesil cay tiketimi
Urik asit (tirat)

Dizenli fiziksel aktivite

NSAIi kullanimi

Kalsiyum kanal blokerleri
Meyve, sebze ve balik tiiketimi

Parkinson hastaliginin altinda yatan molekiler mekanizmalar tam olarak

anlasilamamis olsa da su ana kadar elde edilen bilgiler mitokondriyal ve lizozomal

bozukluk, ubikutin proteazom

(UPS) disfonksiyonu, kalsiyum (Ca)
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hemostazinda degisim ve oksidatif stresin hiicre icindeki temel sebepler oldugunu
gostermektedir (5, 27). Hicre icinde dopamin homeostazinin bozulmasina bagl
olarak reaktif oksijen tirevlerinin (ROS) olusumu artar, bu durum mitokondriyal
bozukluga neden olur. Mitokondriyal fonksiyon bozukluguyla birlikte hicre igi
oksidatif stres artar. Hastaligin altinda yatan mekanizmayi agiklayan tek bir yolak
olmamasina ragmen hiicresel patolojilerden sorumlu ana mekanizmanin a-syn
proteininin agregasyonu ve bunu takip eden mitokondriyal islev kaybi oldugu
distnilmektedir (5, 38). Ayrica bir diger 6nemli mekanizma hiicre iginde gergeklesen

bu patolojik degisiklikler ile iliskili olarak ortaya ¢ikan noéroinflamasyondur (6).

2.2.1. Lewy Cisimcikleri

Fritz Jakob Heinrich Lewy (1885-1950), 1912 yilinda Parkinson hastaliginda
karakteristik olarak hiicre icinde yer alan inklGzyon cisimciklerini tanimlamistir (39).
Daha sonra Konstantin Nikolaevich Tretiakoff (1892-1956), 1919'da bu yapilari Lewy
cisimleri olarak isimlendirmistir. Lewy, hiicre gévdesinde bulunan bu inklizyonlarin
yani sira sinir hiicresi uzantilarinda (aksonlar) yer alan inkliizyon cisimlerini de
tanimlamistir; ki bunlar da Lewy ndriti olarak bilinmektedir (36). Lewy cisimcigi iceren
hiicrelerin hiicre 6limine gittiginin gézlenmesi sebebiyle, Lewy cisimcikleri néron
dejenerasyonun belirtegleri olarak disinilmektedir (36, 40).

Lewy cisimciklerinin yapisina bakildiginda pek ¢ok farkli molekil igeren
kompleks bir yapi oldugu gorilmistir. Glin gectikce yeni laboratuvar yontemleri
kullanilarak yapilan galismalarda Lewy cisimciklerinin yapisi her gegen giin biraz daha
aydinlatiimakta ve iceriginde yeni molekiller tanimlanmaktadir. Su ana kadar elde
edilmis verilere gore Lewy cisimcikleri 90’dan fazla molekiil igermektedir ve bunlar
arasinda en yogun olarak bulunan a-syn proteinidir. Bunun yani sira, PH-iliskili
genlerin Urdnleri (DJ-1, LRRK2, parkin ve PINK1), mitokondri iliskili proteinler, ubikutin
proteazom sistemi(UPS) ile iliskili molekiller de yer almaktadir (40). Literatlre yeni
katilan bir calisma ise su ana kadar bilinenlerden bir miktar farkh bir bulgu ortaya
koymustur. Bu calismada ileri elektron mikroskopi teknikleri kullanilmis ve

tanimlanmis proteinlerin yani sira Lewy cisimciklerinde lipit bilesenler de
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gozlenmistir. Ayni galismada Lewy cisimciklerinin yapisinda pargalanmis ve
fonksiyonunu kaybetmis organellere ait membran pargalari ve vezikiil membranina
benzer yapilar tespit edilmistir. Bu bulgular Lewy cisimciklerinin lipit-protein karigimi
bir yapiya sahip olabilecegine isaret etmektedir (41).

Yapilan arastirmalarda, hiicrelerin igerisinde ilk olarak soluk, hafif eozinofilik
birikimler ortaya c¢iktigi, daha sonra bu yapilarin Lewy cisimcigi seklini aldig
gozlenmistir (36, 40). Elektron mikroskobu ile yapilan daha detayh incelemelerde,
Lewy cisimciklerinin ve Lewy noritlerinin 200-600 nm uzunlugunda ve 5-10 nm
genisliginde, ¢ogunlukla dallanma gostermeyen fibriler a-syn proteinini icerdigi
godzlenmistir (36). iki tip Lewy cisimcigi tanimlanmustir: Beyin sapi tipi (klasik tip) ve
kortikal tip (36, 40). Isik mikroskobu ile yapilan incelemelerde, hematoksilen ve eozin
ile boyanmis kesitlerde beyin sapi tipi Lewy cisimcikleri intrasitoplazmik, tek veya
¢oklu, kiiresel veya uzamis, yogun bir ¢cekirdege ve periferal halkaya sahip eozinofilik
kitleler olarak izlenir. Kortikal tip, beyin sapi tipi kadar iyi tanimlanmamistir. Kortikal
tip Lewy cisimciklerinde, beyin sapi tipindeki gibi bir periferal halka gézlenmemistir.
iplik benzeri Lewy néritleri etkilenen néronlarin akson ve dendritlerinde bulunur.
Kortikal Lewy cisimcikleri yine eozinofilik olmakla birlikte dlizensiz sekilli, genellikle
cekirdek ve periferal halka gézlenmeyen iyi tanimlanamayan yapilardir (40). Beyin
sapi tipi ve kortikal tip Lewy cisimcikleri, ubikutin ve fosforile a-syn ile gligli bir
immuno-isaretlenmeye sahiptir (36, 40).

Lewy cisimcikleri MSS’de vyaygin olarak bulunabilmektedir. Yapilan
calismalarda olfaktor bulbus (42), hipotalamus (43), hipofiz bezinin posterior lobu
(44), substantia nigra, locus coeruleus, dorsal raphe niikleus, dorsal vagal nikleus
(45), cerebellum (46) ve medulla spinaliste (47, 48) bulunduklari gésterilmistir. Ayrica
amigdaloid niikleus ve serebral korteks ndéronlarinda, 6zellikle limbik sistemin derin
tabakalarinda (V ve VI) bulunabilmektedir (49, 50). Benzer inkllzyonlarin periferik
sinir sisteminde (PSS) de pek ¢ok yerde bulundugu gorulmustir. Sempatik ganglion
(51), enterik sinir sistemi (Meissner ve Auerbach pleksuslari) (52-55), kalp (56), pelvik
organlar (57), adrenal medulla (57, 58), submandibuler bez (59, 60) ve deride (61, 62)

bu yapilara rastlanmistir.



16

2.2.2. Siniikleinler ve a -syn

Sinlikleinler, diger pek ¢ok proteinden farkl olarak yalnizca omurgalilarda
bulunan, 6zellikle sinir dokusu ve bazi tiimérlerde tespit edilen kiiglik, ¢6ziinebilen
proteinlerdir (63, 64). Bu ailenin lg¢ Uyesi vardir: a-, B- ve y- sintklein (63-65).
Sintikleinler, a-syn proteininin hem genetik hem ndéropatolojik olarak Parkinson
hastaliglyla baglantisi kurulduktan sonra 6nem kazanmistir. a-syn’in Lewy cisimcikli
demans, Multiple Sistem Atrofisi (MSA), Alzheimer Hastaligi, Parkinson Hastaligi gibi
cesitli nérodejeneratif hastaliklarla iliskili oldugu gosterilmisken, y-syn’in de 6zellikle
bazi kanserlerle iliskili olmanin yani sira, bazi nérodejeneratif hastaliklar ve goz
patolojileriyle de iliskili oldugu bilinmektedir (65, 66). B -syn’in hiicre icinde a-syn’e
antagonist Ozellik gostererek hatali katlanmasini ve hiicre i¢i birikimini engelleyici
islev gordigi distnidlmektedir (63, 64).

Sintklein proteinleri birbirinden farkh icerikte li¢ bélgeye sahiptir. Bunlar;
amino terminali bolgesi (N terminali), merkez bolgesi ve karboksi terminali bolgesi (C
terminali)'dir (63, 67). Amino terminali bolgesi (N terminali), asidik lipidlerle
baglanan kisimdir, membran fosfolipidlerine baglanma sirasinda a-heliks yapisinin
olusumundan sorumludur ve tirler arasi korunmus parcadir (63, 67, 68). Merkez
bolgesi hidrofobik yapidadir ve konformasyonel degisimden ve agregatlarin
olusumundan sorumludur (67, 69). Karboksi terminali bolgesi (C terminali) ylksek
negatif yuklidar ve turler arasi degiskenlik gésteren kisimdir. Ca?*, Cu?* ve diger
katyonlarin baglanma bdlgesidir. Proteinin bu kisminin saperon islevi gordigu ve
hicre icinde diger proteinlerle etkilesimi kontrol ettigi diisiiniIlmektedir (67, 70).

Sintikleinler, fizyolojik kosullarda ve nétral pH’de hiicre iginde katlanmamis
halde bulunurken, sicaklik artisi veya asidik pH ile konformasyonel degisiklikler
gosterirler. Konformasyonel degisikliklerden fibrilasyon en ¢ok a-syn’de
gorilmekteyken, B-syn’de gorilmemekte ve y-syn’de ise daha yiksek

konsantrasyonlarda ve daha yavas goriilmektedir (63, 67).
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2.2.3. Alfa siniiklein (a—syn)

insan a-syn proteini SNCA geni tarafindan kodlanan 140 aminoasit
uzunlugunda, normalde katlanmayan bir proteindir (67, 71). SNCA geni 4q21
kromozunda yerlesiktir (63, 67).

a-syn proteininin insanda en ¢ok beyin dokusunda 6zellikle de neokorteks,
hipokampus, substantia nigra (SN), talamus ve beyincikte bulundugu gosterilmistir
(72). Kalp, kas ve diger dokularda ise daha az miktarlarda bulunmaktadir (66). a -syn
proteininin merkezi, otonom ve periferik sinir siteminde néronlarda (sitoplazmada,
cekirdekte, mitokondride, presinaptik terminallerde, sinapslarda) ve ekstraseliiler
alanda birikebildigi gosterilmistir (7, 8, 73). a—syn proteini, merkezi sinir sisteminde
noronlar disinda serebrospinal sivida da tespit edilmistir (74). Yapilan ¢alismalarda,
kan-beyin bariyerini gegerek serebrospinal sivi ve periferik kan arasinda gegis yaptigi
da gosterilmistir (75). Ayrica trombositlerde ve lenfositlerde de a—syn proteini
bulunmaktadir (8).

a-syn’in in vitro kosullarda pek c¢ok konformasyonda bulunabilecegi
gosterilmistir. Normal kosullarda hiicre iginde sentezlendiginde katlanmamis
monomer formda bulunmaktadir (31, 71). Parkinson hastaligi ile ilgili yapilan
calismalarda ise farkli konformasyonlarda (dimer, oligomer, protofibril ve fibril) a-
syn proteinlerine rastlanmistir (25, 26, 71). Normalde hiicre icerisinde bu farkl
diizenlenimdeki a-syn proteinlerinin belli bir dengede oldugu diisiiniilmektedir. a-syn
proteininin normal kosullarda hiicre iginde gesitli islevleri oldugu bilinmektedir (31,
67, 71). Proteinin yapisinda goriilen konformasyonel degisiklikler Lewy cisimciklerinin
olusumunda 6nemlidir. Lewy cisimciklerinin temelini fibriler formdaki a-syn proteini
olusturmaktadir (31, 67, 71). a-syn proteininin, kismen katlanmis veya oligomer
yapisinda oldugunda in vitro kosullarda norotoksisiteye de sebep oldugu
gosterilmistir (25, 31, 67, 71). Oligomerler B-sheet yapisindadirlar, agregatlara kiyasla
cok daha kucuktiir ve boyutlari degiskendir. Oligomerler, a-syn proteininin monomer
ve fibriler formlari arasinda gecis formu olabilir; fakat hticre icinde oligomer formda
kaldiklarinda toksisiteye sebep olmaktadirlar (25, 71). a-syn proteininin toksisite

mekanizmalari hala tam aydinlatilamamis olsa da su ana kadar gosterilmis ve
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Uzerinde en ¢ok durulan mekanizma membran hasarina sebep olmasidir (7, 63, 76).
Oligomer yapida olan a-syn asiri ekspresyonunun dopaminerjik néronlarin kaybinda
artisa sebep oldugu, membranlarda gézenekler olusturdugu ve artmis kalsiyum
gecirgenligine bagh olarak hiicre toksisitesine ve 6liime neden olabilecekleri in vitro
ve in vivo galismalarla gosterilmistir (26, 31, 77). a -syn hatali katlanmasinin
patofizyolojisinde endoplazma retikulumu stresi, oksidatif stres, kalsiyum dengesinin

bozulmasi ve noroinflamasyon yer almaktadir (26).

Alfa Siniiklein Proteininde Goriilen Post-Translasyonel Degisiklikler

a-syn proteininde, sentezlendikten sonra ¢esitli post-translasyonel
degisiklikler meydana gelir. Bu degisikliklerle proteinin islevleri diizenlenir, proteinin
islev gorecegi farkli hiicre ici alanlara yonlendirilmesi saglanir ve bazi degisiklikler
sonucunda da proteinin patolojik formlari hiicre iginde ortaya ¢ikar (67, 78). Lewy
cisimciklerinin analizi sonucunda farklh formlarda degismis a-syn proteinlerine
rastlanmistir. En ¢ok rastlanan post-translasyonel degisiklikler; fosforilasyon,
nitrasyon ve ubikutinlenmedir. Glikozilasyon, enzimatik ¢apraz baglanmalar,
metionin oksidasyonu ve C terminalinden proteolitik kesilme de gorilen diger post-
translasyonel degisikliklerdir (67, 78).

Fosforile a-syn proteini, Parkinson hastaligi patogeneziyle yakindan iliskilidir.
C terminalinde ek negatif ylke sahiptir. Hiicre igcinde 6zellikle mitokondriyonlarda
yerlestigi gosterilmistir ve mitokondriyonlarin i¢ zarina baglanarak 6zellikle elektron
transport zinciri (ETZ) kompleks I'de islev bozukluguna sebep olmaktadir.
Gozinmeyen a-syn proteinlerinin yaklasik %901 fosforile formdadir (7, 79).

Nitrasyon, norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir yere
sahiptir. Nitrasyon gerceklesmis a-syn proteininin, beyin dokularinda sitoplazmik
birikiminin sinlikleinopatilerle iliskili oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir. a-
syn’in nitrasyona ugradiginda amorf protein agregatlari olusturdugu gézlenmistir (7,
69).

Ubikutinlenme, PH patogenezinde yer alan 6nemli post-translasyonel

mekanizmalardan biridir. Lewy cisimcikleri, pek ¢ok farkli molekil iceren kompleks
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bir yapiya sahiptir. Lewy cisimciklerinin kompleks yapisina bakildiginda, 90’dan fazla
molekil icerdigi ve bunlarin ubikutinlenmis a-syn proteini basta olmak lzere, PH-
iliskili genlerin drinleri (DJ-1, LRRK2, parkin ve PINK1), mitokondriyon iligkili
proteinler, ubikutin proteazom sistemi (UPS) ile iliskili molekiller oldugu gorulmustir
(40, 67). Ubikutinlenme, ubikutinin substrat proteine baglandigi bir post-
translasyonel degisikliktir.

Ubikutin, ardisik G¢ enzim aktivitesiyle diger proteinlere baglanan 76
aminoasit (aa) uzunlugunda bir proteindir (67, 80). Baglanti genellikle ubikutinin son
aminoasidi olan glisinin karboksi grubu (COO-) ile substrat proteinin lizin
rezidisiindeki amino grubu (NH*3) arasinda gergeklesir (67).

Ubikutinlenmenin 3 enzimatik basamagi; aktivasyon (ubikutin aktivasyon
enzimleri-E1), konjugasyon (ubikutin konjugasyon enzimleri-E2) ve ligasyon (ubikutin
ligazlar-E3)dur (67).

Ubikutinlenme, monoubikutinlenme veya poliubikutinlenme seklinde olabilir.
Monoubikutinlenmede substrat proteine tek ubikutin eklenir ve membran trafigi,
endositoz ve lizozomal yikim sureglerini etkiler (67). Poliubikutinlenme ise, substrat
protein Uzerinde tek bir ubikutin zincirinin olusmasidir. Ubikutinin kendisi de 7 lizin
rezidlsl icermektedir ve ubikutinlenme ile poliubikutin zincirlerinin olusumu
gerceklesir. Bu yapilar DNA tamiri, otofaji ve proteazom sistemleri ile protein yikimi
(degredasyon) siireclerinin diizenlenmesinde rol almaktadir (81).

Parkinson hastaliginda, su ana kadar, 10’dan fazla protein kodlayan gen
mutasyonu saptanmistir. Bunlardan UPS ile iliskili olanlar; parkin, CHIP, TRAF6 ve
UCHL1 mutasyonlaridir. parkin, CHIP ve TRAF6 E3 enzimlerdir, UCHL1 ise ubikutini

substrat proteinden ayiran bir deubikutinasyon enzimidir (81).
Alfa Siniikleinin Hiicre icinde Etkilestigi Diger Proteinler

a-syn proteini, hicre icinde veya Lewy cisimciklerinde cesitli baska
proteinlerle etkilesebilmektedir. Bu proteinlerden {izerinde en ¢ok durulanlar;
Sinfilin, Tubulin, Cysteine-string protein-a (CSP-a), Rab, Agrin, histon proteinleri,

saperonlar, Tau proteinidir (7, 63).
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Sinfilin, Lewy cisimciklerinin iginde veya sitoplazmada yer alan ve a-syn ile
etkilesen bir proteindir. Yapilan ilk ¢alismalarda, a-syn proteininin agregatlar ve
inklGzyon cisimcikleri olusturma egilimini arttirdig1 disiiniimis olsa da son yillarda
yapilan calismalar bu proteinin tam tersine noroprotektif oldugunu ortaya
koymaktadir (82, 83).

Tubulin, hicre iskeletinde yer alan bir proteindir. Yapilan ¢alismalarda
tubulinin, a-syn’in polimerizasyonunu bagslatarak a-syn fibrillerinin olusumunu
arttirabilecegi ve bazi epigenetik faktorlerin (ilaglar, kimyasallar, gevresel toksinler,
gida katki maddeleri gibi) tubulin Gzerinden, a-syn fibrilizasyonunu arttirabilecegi
gosterilmistir (84). Ayrica a-syn’in tubulin ile etkilesmesi sonucunda hiicre icinde
mikrotlbil sekillenmesinin inhibe oldugu gozlenmistir (85).

CSP-a, sinaptik vezikller bir proteindir. Son yillarda yapilan in vivo ve in vitro
calismalarla noroprotektif oldugu gosterilmistir. Noroprotektif etkisini sinaptik
islevini koruyarak gosterdigi diistintlmektedir (86, 87).

Rab proteinleri (Rab GTPazlar), hiicre icinde vezikiil trafiginin ve hiicresel
membran dinamiginin diizenlenmesinde rol alan bir protein ailesidir. Selektif olarak
bazi Rab proteinleri (Rab3a, Rab5, Rab8, Rab7, Rab11a) a-syn ile baglanarak hiicreleri
a-syn mutasyonu veya asiri ekspresyonuyla olusan hasardan korur (88). a-syn
mutasyonu olan veya fibriler formda a-syn iceren ve a-syn agregatlari biriken
hiicrelerde, aksonal transportun da hasar gordigl ve vezikil trafiginin dizgiln
islemedigi gozlenmistir (89).

Agrin, bir proteoglikandir. PH olanlarda a-syn ile beraber Lewy cisimcikleri ve
Lewy noritleri iginde yer aldigi gosterilmistir. a-syn ile baglanarak konformasyonel
degisiklikleri tetiklemekte, a-syn’in B-sheet ve protofibril yapilarini kazanmasina
sebep olmaktadir. PH olanlarda agregat olusumunda da etkili oldugu
disandlmektedir (90, 91).

Histon proteinleri, cekirdekte bulunur. Cekirdekte a-syn proteininin
histonlarla baglanmasi, a-syn’in asetilasyonunu ve agregasyonu arttirir. Bunun

sonucunda norotoksisite artmis olur (92).
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Saperonlar, proteinlerin katlanarak ¢ boyutlu yapisini kazanmasinda rol
oynayan yardimci proteinlerdir. a-syn, Hsp27, Hsp70, Hsp90 basta olmak tizere ¢esitli
saperonlarla etkilesir ve Lewy cisimciklerinde bunlarla birlikte yer alir. Saperonlar,
agregasyonda ve protein yikiminin engellenmesinde rol alirlar (7, 93).

14-3-3 proteini, saperon islevine sahip, hicre i¢i protein trafiginin
dizenlenmesinde rol alan ve sinir dokusu hicrelerinde yiliksek miktarda eksprese
olan bir proteindir (94). 14-3-3, a-syn, parkin ve LRRK2 basta olmak lzere Parkinson
hastaliginda adi gecen proteinlerle etkilesime girmektedir. Yapilan c¢alismalar
gostermistir ki, Lewy cisimciklerinde a-syn proteini ile birlikte isaretlenme
gostermektedir (95). Literatlirde, a-syn proteinin hiicreler arasi gecisini azalttigini
gosteren bazi c¢alismalar bulunmaktadir (96). Ancak a-syn’in hicre iginde
oligomerizasyonunu ve hiicre ici agregatlarin olusumunu azalttig gosterilememistir
(96).

Tau proteini, norodejenerasyon sirecinde 0Ozellikle Alzheimer hastaliginin
patogenezinde 6nemli oldugu bilinen bir proteindir. Parkinson hastaliginda biriken a-
syn proteininin hiicre iginde tau proteiniile de etkilesime girdigini gdsteren ¢alismalar
vardir. a-syn’in, tau ile etkilesime girmesi tau fibrilizasyonunu baslatir. Bir diger gorus
olarak da, bu proteinlerin etkilesime girmeleriyle her ikisinin de birbirinin fibriler

forma gegisleri igin polimerizasyonu baslattigi yonindedir (97, 98).
Alfa Siniikleinin Hiicre icinde Yerlesimi

a-syn proteini membran lipitleriyle baglanabilme 6zelligine sahiptir. Boylece
hiicre icerisinde hicre zari yapilariyla (mitokondriyon, endoplazma retikulumu, Golgi
aygiti ve gekirdek) baglanabilir (63, 99). Bu yapilar arasinda mitokondriyon zarina
afinitesinin daha ylksek oldugu disinidlmektedir (63). Hicre zari yapilarina
baglanma ile de hiicre toksisitesi tetiklenmektedir. Toksisite mekanizmalari
netlesmemis olsa da ortak kani membran hasarina yol agmasi sebebiyle oldugu

yoniindedir (100, 101).
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Hiicre Cekirdegi

a-syn fizyolojik kosullarda cekirdege yonlendirilen bir protein degildir.
Cekirdege translokasyonu monoubikutinlenme ve oksidatif stres ile tetiklenmektedir.
a-syn’in cekirdege gecmesi ile norotoksisite tetiklenir. Bunu takiben DNA
fragmantasyonu ve c¢esitli yolaklar tizerinden hiicre 6limi tetiklenir (63, 100).
Cekirdege giren a-syn histon proteinleriyle etkilesebilmektedir. Ayrica bazi gen
ekspresyonlarinin  diizenlenmesini de degistirebildigini gosteren c¢alismalar
mevcuttur (63). a-syn, transkripsiyonel olarak aktif ve histon icermeyen tek DNA
zincirine dogrudan baglanabilir ve DNA'nin stabilitesini ve konformasyonunu

degistirebilir (102, 103).
Mitokondriyon

Mitokondriyon, hicre enerji metabolizmasinin ve hiicrede apoptotik
yolaklarinin ana duzenleyicisidir. Mitokondriyal oksidatif stres norodejeneratif
hastaliklarin patogenezinde bliyik role sahiptir. Hiicresel patolojilerden sorumlu ana
mekanizma, a-syn proteininin agregasyonu ve bunu takiben mitokondriyal islev
kaybidir (104). a-syn proteini 6zellikle mitokondriyon i¢ ve dis zar yapisinda bulunan
kardiyolipin ile baglanmaktadir (68, 99). a-syn’in kardiyolipine baglanmasi membran
potansiyelinden bagimsiz olarak gerceklesmektedir. a-syn’in mitokondriyonlara
baglanmasinda lzerinde durulan bir diger mekanizma da a-syn’in mitokondriyal dig
zar translokaz kompleksinde (TOM) yer alan bir kanal olan TOM 40’a baglanmasidir
(99). Ayrica a-syn proteininin, mitokondriyon zarinda TOM 20’ye baglanarak
mitokondriyal protein ice alimini ihhibe ettigi de dusliniilmektedir (105). In vivo ve in
vitro kosullarda yapilan ¢alismalarda, a-syn’in mitokondriyonlara baglanmasiyla
mitokondriyal fragmantasyon gerceklestigi gdsterilmistir. Bunlarin yani sira a-syn’in
endoplazma retikulumu (ER) ve mitokondriyon arasindaki haberlesmeyi ve ER’den
mitokondriyona kalsiyum (Ca®*) transferini arttirdigi distnilmektedir. a-syn,
hiicresel reaktif oksijen tirlerini (ROS) mitokondriyonla olan baglantisi Gzerinden
arttirabilir. Mitokondriyal ETZ enzim kompleksi | ve [ll ROS {retiminin birincil

bolgeleridir. Ozellikle, elektron transport zinciri (ETZ) enzim kompleksi I'de a-syn
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proteinine bagh degisiklikler gorilmektedir (99, 104). ROS artisi hiicre icinde
dopaminin oksitlenmesine de sebep olmaktadir (5). Okside dopamin mitokondriyal
hasara ve dopaminerjik néronlarin hassasiyetine sebep olan spesifik bir proteindir (1,
5). Mitokondriyon zarindaki yapisal degisiklikler ve ETZ sisteminin islev kaybi
sebebiyle hiicrede ROS birikimi goruliir (99). Hicre ici dopamin homeostazinin
bozulmasi ROS artisini tetikler. Bunun sonucunda mitokondriyal islev bozuklugu
tetiklenir ve olaylar hiicre igi oksidatif stres artisiyla sonuglanir. Mitokondriyal islev
bozuklugu sonucu hiicre icinde ROS artmasiyla mitokondriyal hasar daha da
tetiklenir. Hicre ici oksidatif stres artisiyla kisir bir déngli benzeri bu basamaklar

tekrarlanarak hicrelerin 6limine yol acar (5, 106).
Alfa Siniiklein Proteininin islevleri

a-syn proteini fizyolojik kosullarda hiicre iginde sentezlenen bir protein
olmasina ragmen tim islevleri henliz tam olarak anlasilamamistir. Su ana kadar
gosterilebilmis islevlerinden en énemlileri; dopaminerjik néronlarda protein kinaz C
(PKC) aktivitesinin baskilanmasiyla apoptozun azaltilmasi (107), antioksidan olarak
islev gorerek doymamis yag asidi oksidasyonunun onlenmesi (108), presinaptik
terminallerde sinaptik vezikiil trafiginin dizenlenmesi (109), SNARE kompleks
olusumuna katkida bulunma (110, 111), klatrin bagimh endositoza katkida bulunma
(112), Fosfolipaz D2 (PLD2) inhibisyonu (113), néronal farklanmaya katkida
bulunmadir. Presinaptik terminaller, nérotransmitterlerin salinmasi ve néronlar arasi
iletisimin saglanmasi agisindan énem tasimaktadir. Ozellikle denge ve hareket
kontroliinden sorumlu beyin bdlgesi olan substantia nigrada dopamin saliniminin
dizenlenmesinde a-syn’in yardimci oldugu distnidlmektedir. Bunlarin yani sira, a-
syn kan glikoz seviyesinin diizenlenmesinde de rol almaktadir (72, 114).

a-syn proteininin hiicreler arasinda gecis yaptig gosterilmistir. a-syn proteini
hicrede vezikil icine alinir ve ekzositoz ile hiicre disina gecer (5, 11). a-syn salinimi,
ER-Golgi transportu bloke edildiginde de devam etmektedir, bu da konvansiyonel

ekzositoz ile salinim olmadigini gostermektedir. Ekzositozun diger tlrleri olan
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eksozom salinimi ve ekzofaji ve otofagosom aracili ekzositoz a-syn saliniminda temel

mekanizmalar olarak arastirilmaktadir (5, 9).

Alfa Siniikleinin Hiicre Disina Gegisi Ve Diger Hiicreler Tarafindan

Endositozu

a-syn proteininin hiicre disi alandan hiicre icine alinmasi endositoz ile
gerceklesmektedir. Hlicre disi alana ekzositoz ile gegen a-syn, diger néronlar ve glia
hicreleri (mikroglia hiicreleri, astrositler, oligodendrositler) tarafindan endositoz ile
hicre icine alinabilmektedir (9, 115). In vitro kosullarda yapilan son ¢alismalarda; a-
syn proteininin profibriler formunun hiicre disi alandan diger néronlara alinmasinda
LAG3 (lymphocyte-activation gene 3) reseptorine baglanmasinin énemli oldugu
gosterilmistir. Ayni calismada astrositler ve mikroglia hiicrelerinde LAG3 reseptoériine
rastlanmamistir, dolayisiyla LAG3 protofibriler a-syn proteininin néronlara aliminda
Onem tasimaktadir. a-syn proteininin LAG3 reseptoriine baglanmasiyla hiicre igine
endositoz yolu ile alinmasinin tetiklendigi gosterilmistir (11). Bu ¢alismada LAG3'liin
agirhkli olarak néronlar tarafindan eksprese edildigi gosterilmis olsa da, daha 6nce
yayinlanmis bir calismada RNA sekanslama ile elde edilen veriler, glia hiicrelerinde
LAG3 reseptor ekspresyonu oldugunu ortaya koymustur (116). Bu sonuglar 1s1ginda,
LAG3 potansiyel bir ilag hedefi gibi gériinmekle birlikte insan MSS hiicrelerindeki
ekspresyonu ve PH ile iliskisi ile ilgili daha fazla ¢alismaya ve veriye ihtiyag vardir.

a-syn proteininin endositozunda rol oynayan bir diger reseptor de TLR2 (toll-
like receptor 2)'dir. TLR2 reseptorii néronlar ve glia hiicrelerinde bulunmaktadir ve
a-syn ‘in hem oligomer hem de fibriler formunun endositozunda rol almaktadir (10).
Mikroglia hiicrelerinde TLR2 aktivasyonuyla inflamatuar sitokinlerin Uretimi ve
salinimi  gerceklesmektedir (10, 115). inflamatuar siirecin tetiklenmesiyle
nérotoksisite artmakta ve hiicre dejenerasyonu hizlanmaktadir (9, 117). inflamatuar
sitokinlerden 6zellikle TNF-a ve IL-1B artarken, bunlarin yani sira IL-2 ve IL-6 da
artmaktadir (118). TNF-a'nin mitokondriyonda ROS dretimini ve ayrica bir dis
aktivator olarak apoptozu tetikledigi bilinmektedir (118). ilging olarak artmis TLR2

protein seviyeleri bazi ¢calismalarda néronlarda mikroglia hiicrelerinden daha yliksek
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bulunmustur. Noronal TLR2 aktive edildiginde inflamatuar sitokin Uretiminde,
oksidatif stresde ve endojen a-syn proteininin birikiminde artisa neden oldugu

gorulmistir (10).
2.3. Noéroinflamasyon ve Parkinson Hastaligindaki Rolii

Noroinflamasyon, merkezi sinir sisteminin (MSS) patojenler, toksinler, travma
ve dejenerasyon ile basa ¢ikmasini saglayan mekanizmadir (119). Patolojik durumlara
cevap sirasinda; dogal ve edinilmis bagisiklik sistemi vaskiler hiicreler, néronlar ve
glia hiicreleri doku butinligini korumak veya yeniden diizenlemek igin bir arada
uyumla ¢ahsirlar (119-121).

Organizmada bagisiklik sistemi, dogal ve edinilmis bagisikligi icermektedir.
Dogal bagisikhk 6zgll degildir. Ekzojen ve endojen uyaranlara karsi spesifik olmayan
yanittan sorumludur. Dogal bagisikhkta rol alan ana hiicreler; makrofajlar, mast
hiicreleri ve dendritik hiicrelerdir. Genellikle antijen sunumunu takiben, kompleman
sisteminin aktivasyonu gerceklesir ve hafiften siddetliye kadar degisen oranda
inflamatuar yanit ortaya ¢ikar (122).

Tam inflamatuar yanitta; vazodilatasyon, plazma bilesenlerinin ve kan
hicrelerinin ekstravazasyonu ve bunlara bagli olarak rubor (kizariklik), calor (1s1 artisi),
tumor (sisme), dolor (agri/aci) ortaya cikar. inflamatuar yanitin ileri evrelerinde
fagositoz ve nekroz sonrasinda ise bu alanlarda yeni bag dokusu (fibrozis) ve
granllom olusumu gorilmektedir. Merkezi sinir sistemi ve periferik bagisiklik sistemi
iletisim halindedir. Bunun kanitiysa viicutta olusan inflamasyona ates, uyku
artisi/halsizlik ve hiperaljezinin eslik etmesidir (119, 121-126).

Merkezi sinir sisteminde gorilen inflamasyonun periferik inflamasyondan bazi
farkhihiklari vardir. Oncelikle santral sinir sisteminde yer alan yapilar viicudun geri
kalanindan sinirlayan bir kan-beyin bariyeri vardir. Kan-beyin bariyeri sebebiyle kiiclik
damarlarin ve kapillerlerin gecirgenligi vicudun geri kalanina gore dustktdr.
Dolayisiyla, kompleman aktivasyonu ve I6kositlerin MSS parankimasina gecisi zordur.
Bunun yani sira, MSS parankimi yerlesik dendritik hiicrelerden yoksundur; onlarin

yerine perivaskiler makrofajlar ve vaskiler perisitler fonksiyon gérmektedir. Bu
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hiicreler disinda, MSS’nin bagisiklik fonksiyonu gbéren ana hiicreleri, yerlesik
hiicrelerinden mikroglia hiicreleri ve astrositlerdir. Fizyolojik kosullarda bu hicrelerin
immun aktiviteleri baskilanmaktadir, MSS patolojilerinin goruldigii durumlarda ise
aktiflesmektedirler. MSS, dendritik hiicreler ve diger edinilmis bagisiklik
hiicrelerinden nispeten yoksul oldugu icin bu hiicrelerin immun yanitlari yeterince
etkili degildir (121-125).

Noroinflamasyon akut veya kronik olabilir ve kroniklesmesi doku hasari, 6dem
ve hatta hiicre 6limlerine yol agabilir (119, 120, 127). Bu slreg ¢esitli sitokinler,
kemokinler, reaktif oksijen tirevleri (ROS) ve ikincil haberciler ile kontrol
edilmektedir. Bu mediyatorler; mikroglia hiicreleri, astrositler, endotel hiicreleri ve

perivaskiler makrofajlar tarafindan Uretilir (6, 119, 121, 124, 128).

2.3.1. Mikroglia Hiicreleri ve Noroinflamasyon

Mikroglia hiicreleri néroinflamasyonda rol alan ana oyunculardir. Mikroglia
hiicreleri MSS’de hem gri hem de beyaz cevherde yer almaktadir ve toplam hiicre
populasyonunun yaklasik %10’unu olusturmaktadir (119, 126). Mikroglia hicreleri,
vitellus kesesi, ilkel eritromyeloid 6nciil hiicrelerinden koéken alir, merkezi sinir
sistemi gelisecek alana (néroektoderme) go¢ eder (129).

Makrofajlarla ayni kékene sahiptir ve makrofajlarla benzer aktivite gosterirler,
cesitli sitokin ve kemokinlerin mikroglia hiicreleri tarafindan da Uretildigi
bilinmektedir (129). Yenilenme hizi dusiktiir, dolayisiyla yaslanma, stres ve cesitli
hasar durumlarinda ortaya ¢ikan pro-inflamatuar etkilere karsi hassastir (126).

Aktif mikroglialar ve noroinflamasyondaki sinyal yolaklari erken beyin
gelisiminde de gorilmektedir. Vitellus kesesisinden kdken alip go¢ etmeye baslayan
mikroglia hiicreleri, bu sirada bazi degisiklikler gosterirler ve periferik makrofajlardan
bazi farkh 6zellikler sergilerler (126, 130).

Eriskin merkezi sinir sistemindeki mikroglia hiicreleri kompleks bir morfolojiye
ve pek cok isleve sahiptir (126). Noron aktivitesinin ve sinaptik islevin
dizenlenmesinde rol alirlar. Bu islevlerini, sinapslara dogru uzantilar gondererek

gerceklestirirler (126). MSS gelisimde noronlarda apoptozun dizenlenmesinde ve
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fagositozda da gorevleri vardir. Farkli MSS boélgelerinde mikroglialar ile tetiklenen
apoptoz ornekleri tanimlanmistir. Beyincikte sliperoksit iyonlarinin ortama
salinmasiyla, retinada NGF (sinir blylime faktori) araciligiyla, spinal kordda timor
nekroz faktoriyle (TNF-a), neonatal farelerin hipokampusiinde ise kompleman
reseptori 3 (CD3) ile apoptoz tetiklenmektedir (126).

Genel olarak mikroglia hiicrelerinin aktive olmasi merkezi sinir sistemini ve
organizmayl korumak acisindan vyararlidir ancak; kronik veya yiliksek dizeyde
mikroglial aktivasyon, glicli patolojik degisikliklere ve depresyon, kognitif
disfonksiyon gibi klinik bulgulara yol agabilir (131). MSS ve bagisiklik sisteminin yakin
iliskide olmasindan o6tirl, mikroglia hiicreleri periferde ortaya cikan inflamasyona
yanitta da rol alir. Aktive olmalariyla inflamatuar sitokin ve kemokinlerin Uretimi
gerceklesir ve MSS’ye l6kosit gecisi artar (131).

Makrofajlara benzer sekilde mikroglia hiicrelerinin de M1 ve M2 olmak lizere
iki alt tipi vardir. M1 mikroglia hiicreleri pro-inflamatuar 6zellik sergilerler. LPS/IFN-y
ile indUklenirler, aktivasyonlari ile inflamatuar 6zellikteki TNF-a , IL-1B , IL-6, IL-12,
ROS, NO ortamda artar. M2 mikroglia hiicreleri ise anti-inflamatuar 6zelliktedir. IL-
4,IL-13 ile indiklenirler. M1 antagonisti olarak immunosupresif etkilidirler, doku
onarimini desteklerler, aktivasyonlariyla ortamda IL-4, IL-13, IL-10 ve TGF-B artar

(132) (Sekil 2.3).

2.3.2. Astrositler ve Noroinflamasyon

Mikroglia hiicreleri néroinflamasyonda rol oynayan ana oyuncular olmakla
birlikte, son yillarda bu sirecte astrositlerin islevleri de arastirilmaya baslanmistir.
Mikroglia hiicreleri gibi, astrositler de IL-1B ve TNF-a gibi inflamatuar uyarilara pro-
inflamatuar sitokinler Ureterek yanit verirler (133). Reaktif astrogliozis; hilicrede
hipertrofi, artmis uzantilar ve GFAP artisi ile karakterizedir (134). Astrosit cevabi
mikroglial hiicrelerin aktivasyonuna goére daha yavas meydana gelmektedir. Bu
sebeple, inflamatuar yanit dnce mikroglia hiicrelerinde baslar. Astrositler, aktif
mikroglia hiicrelerinden salinan pro-inflamatuar mediyatorler ve cesitli molekiiller

tarafindan aktive edilir ve bu sinyaller astrositler tarafindan gliclendirilir (134). Ayrica
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MSS’de hiicreler arasinda gecis yapabilen a-syn proteininin astrositlerde de birikerek
noroinflamasyon siirecine katkida bulundugunu gosteren yayinlar da mevcuttur (6)

(Sekil 2.3).
2.3.3. T lenfositler ve Néroinflamasyon

Periferal bagisiklik sisteminin ana elemanlarindan T hicreleri de
noroinflamasyon silirecinde rol oynamaktadir. Yardimci T lenfositler (CD4+) ve
sitotoksik (CD8+) T lenfositler, immun yanitta rol oynarlar. CD4+ ve CD8+ T
lenfositlerin MSS’ye infiltrasyonu, post-mortem Parkinson hastaligi 6rneklerinde
gozlenmistir (135). Th1l, Th17 ve CD4+ T lenfositler, mikroglia hiicrelerinin nérotoksik
M1 tip fenotip kazanmasina yol acarak noéroinflamatuar sitokin ve kemokinlerin
Uretimine neden olurken; Th2, Treg ve bazi CD8+ T lenfositler, M2 tip mikroglia
hicrelerinin artisini ve BDNF salinimini destekler (6).

Ozetle; néroinflamasyon siirecinde rol alan hiicreler, aktif mikroglia hiicreleri,
astrositler, endotel hicreleri ve perivaskiiler makrofajlardir. Noéroinflamasyonda
hiicreler arasindaki sinyallesmeden sorumlu baslica sitokin ve kemokinler ise; pro-
inflamatuar etkili sitokinlerden IL-1B, IL-6 ve TNF-a, kemokinlerden CCL2, CCLS5,
CXCL1, ikincil mesajcilar NO, prostaglandinler ve reaktif oksijen tlirevleridir (124)

(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Noroinflamasyonda rol oynayan ana hiicreler ve néroinflamasyon sireci
(133) (Bu figlir BioRender.com sitesinde olusturulmustur)

2.3.4. Noroinflamasyonun Olumlu ve Olumsuz Yonleri

Noroiflamasyonun viicutta olumlu veya olumsuz sonuglari olabilir. Fizyolojik
noroinflamasyon, olumlu sonuglar dogururken; patolojik noéroinflamasyonun
sonugclari olumsuz olmaktadir (119, 136).

Fizyolojik noroinflamasyonu agiklamaya yardimci olacak bazi arastirmalar
mevcuttur. Bu calismalardan biri, néroinflamasyon sirasinda ortamda artan IL-1’in,
mikroglia hucrelerinin lokal progenitér hicrelerden Uretimini, yani mikroglia
hicrelerinin  kendini yenilemesini destekledigini (136) gostermektedir. Dogal
bagisikhk htcrelerinden T hicreleri Uzerine vyapilan bazi arastirmalarda,
hipokampuste nérogenezin yetiskinlerde belli bir miktar devam ettigi gosterilmistir.
Post-travmatik noral sag kalim ve fonksiyonel iyilesme igin MSS’ye T hiicre gegisinin
Onemi buylktir (135). Bazi durumlarda go¢ ederek yerlesen T hiicreleri, mikroglia
hiicrelerinin islevlerini noral hiicre sag kalimini ve yenilenmesini destekleyecek
sekilde sekillendirirler (137). Bu bilinenler 1s18inda T hicrelerinin nérodegeneratif
hastaliklardaki rolii Gzerine distnilmeye baslanmustir. T hiicreleri, mikroglial aktivite
ve hipokampal nérogenez arasindaki iliski incelendiginde, immun yetersizligi olan

farelerde norogenezin gerceklesmedigi gortlmustir (138). T hiicreleri, BDNF gibi
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faktorleri salgilayabilirler ve bu sitokinlerle MSS hiicrelerinin (mikroglia hicreleri gibi)
salgilarini diizenleyebilirler. BDNF, 6grenme, hafiza ve yetiskin nérogenezi de dahil
olmak lzere birgok hipokampal aktivitenin 6nemli bir bilesenidir (139).

Tablo 2.4’te néroinflamasyonun olumlu ve olumsuz sonuglari 6zetlenmistir.

Tablo 2.4. Néroinflamasyonun olumlu ve olumsuz sonuglari (119)

Noroinflamasyonun Olumsuz Sonuglari
Noroinflamasyonun Olumlu Sonuglari

Sitokin aracili hastalik yaniti Stres ve depresyon artisi

Gelisim, hafiza ve 6grenme Uzerine olumlu | Yaslanma

etkiler

Doku hasari onarim sirecini etkileme MSS hiicrelerinde hiicre igi patolojik

birikimlerin tetiklenmesi

Sitokin aracili hastalik yaniti: Néroinflamasyon gerektigi kadar ve kontrol
altinda oldugunda, 6zellikle enfeksiyonlara yanit sirasinda konagi koruyucudur. Ates,
artmis uyku ve azalmis fiziksel aktiviteden sorumludur. Mikroglia hiicreleri ve
astrositlerin kisa suireli ve gegici aktivasyonu sonucu olur. IL-1pB, IL-6 ve TNF-a ortamda
artan baslica sitokinlerdir. Kan beyin bariyeri korunur, periferik bagisikhk hticreleri
MSS’ye gecmez ve noropatoloji yoktur (119).

Gelisim, hafiza ve 6grenme: Beyin gelisimi, hafiza ve 6grenme siireclerinde
noroinflamatuar sinyal yolaklari etkindir. IL-1B, IL-6 ve TNF-a bu slreclerde rol alan
ana sitokinlerdir. Motor 6grenme, motor korteksin gelisimi sirasindaki kortikal
sinaptik baglantilar ile iliskilidir. Mikroglia hiicrelerinden kaynaklanan BDNF sinaps
olusumunu destekleyerek 6grenmeye katkida bulunur (119, 126, 130).

Doku hasani onarim siireci: Doku hasari inflamatuar yanitlari ve onarim
slrecini ayni anda uyararak aktif néroinflamasyon ve aktif doku onariminin es zamanli
gerceklesmesine sebep olur. Hasar sonucunda ortaya cikan o6li hicrelerin ve
miyelinin fagositozu, onarim ve yeniden bliyiimeye yardimci bir mikrogevre olusmasi
icin gereklidir. Mikroglia hiicrelerinin ve makrofajlarin aktivasyonu, intrinsik onarim
icin cok 6nemlidir ve bu hiicreler fazla miyelinin ortamdan uzaklastiriimasi ve
oligodendrosit rejenerasyonunu desteklemeye yardimci olur. IL-4 ve IL-13 sitokinleri

tarafindan indiiklenen M2 makrofajlar, onarim sirasinda hem anjiyogenezi hem de
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akson rejenerasyonunu arttirir (119). Ayrica, TLR4 reseptorlerinin aktivasyonuyla
oligodendrosit olusumunu da arttirabilir (140).

Patolojik noroinflamasyon; enfeksiyon, yaralanma, inme, noérodejeneratif
veya otoimmun hastaliklar (Multiple Skleroz gibi) ile sikhkla birlikte gorilir (141).
Bunun sonucunda; vaskiler okliizyon, iskemi, hiicre 6limu ve sekonder inflamatuar
yanit ortaya cikabilir. Patolojik néroinflamasyonda, MSS’de inflamatuar sitokin ve
kemokinlerin Uretiminde artis, periferik immun hicrelerin MSS’ye infiltrasyonu,
odem, artmis kan-beyin bariyeri gecirgenligi ve hatta yikimi ve glia hiicrelerinin
aktivasyonu gorilar (142).

Stres ve Depresyon: Travmatik veya kronik stresérlere bagl ortaya ¢ikan
yanitta mikroglia hicrelerinden inflamatuar sitokinlerin Uretimi ve salinimi
artmaktadir (143). Tekrarlanan sosyal deneylerde beynin strese duyarl bolgelerinde
(korku ve tehdit degerlendirme merkezleri) mikroglia hiicrelerinde artan lba-1
immunoreaktivitesi gdzlenmistir. Bu yanit noradrenerjik sinyallesmeye baglanmistir
(144). Sempatik aktivasyon dolasima salinan pro-inflamatuar monositlerin Gretimini
de arttirir. Kronik stresin ardindan bu monositlerin MSS’ye gegisi, anksiyete benzeri
davranislarin  gelismesi ile iliskilidir. Monosit salinimi veya MSS’'ye gecisi
engellendiginde anksiyetenin gelismedigi gozlenmistir (145). Ayrica, major depresif
bozuklukta (MDB) ve siddetli psikiyatrik hastaliklarda; periferde artan inflamatuar
sitokinlerle, intihar orani arasinda iliski bulundugu gosterilmistir (146).

Yaslanma: Yaglanma ile hem periferik immun sistem hicrelerinde hem de
MSS hicrelerinde bazi degisiklikler gorilir. Yapilan ¢alismalarda, yasl farelerin
dentat giruslarindaki mikroglialarin sayisinin kok / progenitor hiicrelerin sayisi ile ters
orantili oldugu goézlenmistir (147). Mikroglialarda daha yiksek inflamatuar profil
bildirilmistir. Bununla iliskili olarak; MHC Il, CD68, CD11b ve CD11c, TLR'ler ve CD86
artmaktadir (148-152). IL-1B ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin ekspresyonlari
artarken, IL-10 ve IL-4 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonlari ise
azalmaktadir (153).

MSS hiicrelerinde hiicre i¢i patolojik birikimlerin tetiklenmesi: Multiple

Skleroz (MS), Alzheimer hastaligi (AH) ve Parkinson hastaligi (PH) dahil olmak Uzere
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bir cok MSS patolojisinde hticre ici birikimler goriilmektedir (154). MSS hiicrelerinde
noroinflamasyonun indirekt etkilerine bagh hicre fizyolojisini bozacak birikimler
gorulebilmektedir ve bunlardan en énemlisi demir birikimidir (154). IL-13 ve TNF-q,
demir tasiyicilarinin ifadelenmesinde degisiklige sebep olarak, néronlar ve mikroglia

hicrelerinde demir birikimini tetikler (155).
2.3.5. No6roinflamasyonun Parkinson Hastaligindaki Rolii

MSS dejenerasyonu, fonksiyonel ve zihinsel bozukluklarla sonuglanan,
noronlarda vyapi ve islevlerin kronik progresif kaybiyla karakterizedir.
Noérodejenerasyon siklikla ileri yasta ortaya cikar ve toplumda en sik gériilen 6rnekleri
Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, MS ve ALSdir. Son yillarda yapilan calismalar
gostermistir ki, noroinflamasyon nérodejeneratif hastaliklardaki pek ¢ok yolakta rol
almaktadir (124). inflamasyon ve ortamdaki nérotoksik faktorlerin miktarindaki artis,
norodejeneratif hastaliklarin klinik seyrini agirlastirabilmektedir (156). Burada
inflamasyonun kroniklesmesi ile es zamanli olarak anti-inflamatuar mekanizmalarin
yetersiz kalmasi da s6z konusudur (124). Bu slirecte nérotoksik mediyatorler; protein
derivasyonu, mitokondriyon disfonksiyonu, aksonal transportta bozulma ve apoptoza
neden olmaktadir (124).

1988 yilinda McGeer ve arkadaslari, post-mortem beyin dokusunda substantia
nigra pars compactada reaktif mikroglia hiicrelerinin varligini gésterdiklerinde, ilk kez
PH patogenezinde néroinflamasyondan séz edilmistir (157). Bunun Uzerine yapilan
ileri calismalarda TNF-a, IL-1P, IFN-y dizeylerinin de ylikseldigi gortlmuistir (133).

Hiicre disi alana c¢ikan a-syn proteini, diger noéronlar ve glia hicreleri
(mikroglia hiicreleri, astrositler, oligodendrositler) tarafindan endositoz ile hiicre
icine alinabilmektedir. Literatlirde noroinflamasyonda rol oynayan reseptorler olarak
Uzerinde durulanlar, TLR reseptor ailesinden TLR2 (9), TLR4 (158) ve Parkinson
hastaligindaki rolii yeni tanimlanmis olan LAG3 (11) reseptorleridir. Hicre disi
alandan diger hiicrelere endositozla gecen a-syn proteini inflamatuar sitokinlerin
Uretimini tetiklemekte ve boylece noroinflamasyonun siddetlenmesine neden

olmaktadir (133). Bu silrecte basrolde o6zellikle mikroglia hiicreleri ve astrositler
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bulunmaktadir. Néron hiicrelerine alinan a-syn ise hem inflamasyonu tetiklemekte
hem de dopaminerjik néronlarda hiicre 6limiinin tetiklenmesinde rol almaktadir

(133).
2.4. N-Asetilsistein ve Parkinson Hastalig

N-asetilsistein (N-asetil sistein, N-asetil-L-sistein veya NAC olarak da bilinir)
uzun zamandir gesitli klinik uygulamalarda yeri olan, iyi tolere edilebilen, minér yan
etkileri olan, giivenli, FDA (Food and Drug Administration) onayh bir ilagtir (12).
intravenéz (iv), oral veya inhaler formlarda farmasotik olarak uygulanabilir. Oral
uygulama sonucunda diger formlara gore goreceli olarak dislik biyoyararlanima
sahiptir (159, 160). Bunun sebebi, bagirsak mukozasinda gerceklesen N-deasetilasyon
ve karacigerde ilk gecis metabolizmasina ugramasidir (160). NAC disuk toksisiteye
sahiptir ve bulanti, kusma, burun akintisi, kasinti ve tasikardi gibi hafif yan etkiler ile
klinikte karsilasilabilir (161).

NAC, mukolitik olarak klinikte sik kullanilmasinin yani sira; asetaminofen
(parasetamol) zehirlenmesi, doksorubisin kaynakl kardiyotoksisite, stabil anjina
pektoris, iskemi-reperfiizyon kardiyak hasari, akut solunum sikintisi sendromu
(ARDS), bronsit, kemoterapi kaynakl toksisite, radyokontrast ila¢ kullanimiyla iliskili
nefropati, agir metal toksisitesi, sizofreni, bipolar bozukluk ve bagimlilik gibi cesitli
psikiyatrik bozukluklarda kullaniimaktadir (159, 161, 162). Son vyillarda yapilan
preklinik arastirmalara dayanarak, NAC'nin oksidatif stres, nérogenez, apoptoz,
mitokondriyal disfonksiyon, néroinflamasyon, glutamat ve dopamin nérotransmitter
sistemlerinin disreglilasyonu ile iliskili olarak psikiyatrik ve nérolojik hastaliklarda rol
oynayan patofizyolojik strecleri degistirebilecegi lizerinde durulmaktadir (163). Bu
¢alismalarin isiginda psikiyatrik ve nérodejeneratif hastaliklarda daha cok denenmeye
ve Ozellikle bazi norodejeneratif hastaliklarda (AH ve PH gibi) klinik calismalar
ylritilmeye baslanmistir. Klinik ¢calismalarin bazilari tamamlanmis, bazilari ise hala
devam etmektedir (12, 162, 163).

NAC, L-sisteinin aminoasidinin N-asetil tlrevidir. Oral uygulamayi takiben

emilir ve kan beyin bariyerini gecebilir (13, 14). L-Sistein, beynin pro-oksidan
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ortaminda sistine oksitlenir. Sistin, sistin-glutamat antiport tasiyicisinin substrati
olup, hiicre disi glutamat dizeylerini dizenler ve hiicreye sistin girisini kolaylastirir
(160). Hicre icinde sistin sisteine indirgenir (160). Sistein, ana endojen antioksidan
molekil olan glutatyonun (GSH) bilesenidir. GSH; glutamat (Glu), sistein (Cys) ve glisin
(Gly) olmak lzere lg peptitten sentezlenir (160). Sistin-glutamat antiporterinin artmis
aktivitesi, 2-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonat (AMPA) ve N-metil-d-
aspartat (NMDA) reseptorleri Gzerinde etkili olan hiicre disi glutamatin artmasina yol

acar (14, 160).
2.4.1. Antioksidan ve Anti-inflamatuar Etkiler

NAC, antioksidan etkisini serbest radikalleri hiicrede hasara sebep olmadan
notralize ederek gosterir. Hem sistin glutamat antiporter aktivitesini hem de GSH
biyosentezini dliizenleyerek antioksidan etki gosterir (164, 165). NAC'nin antioksidan
aktivitesi, hidroksil (-OH), azot dioksit (-NO), karbonat (COs () gibi radikallerle hizli
ve siperoksit anyonu (-0%), hidrojen peroksit (H,0,), ve peroksinitrit (ONOO") ile
nispeten yavas etkilesimlerine baghdir (12). ROS hiicrede lipitlerin, proteinlerin ve
DNA'nin oksidasyonunda rol oynar ve hiicre 6lim yolaklarinin aktiflesmesini tetikler
(12). ROS ve Reaktif Azot Tirleri (RNS) bu mekanizmalar lzerinden nérodejeneratif
hastaliklarin patofizyolojisinde 6nemlidir (12, 165).

Yapilan calismalar sonucunda gorilmistir ki NAC; immun yanitin erken
dénemlerinde sitokin salinimini azaltabilmektedir. NAC kullanimi ile, septik sokta
veya hemodiyaliz hastalarinda TNF-q, IL-1, ve IL-6 gibi sitokinlerin miktarinda azalma
gorilebilmektedir (166). Ayrica bazi hayvan modellerinde ve hiicre hatlarinda,
lipopolisakaritlerle indiklenen inflamasyonda, inflamatuar sitokinlerin varligi NAC
uygulamasiyla azaltilabilmistir (166, 167). Proinflamatuar sitokinleri azaltmanin yani
sira, inflamasyon sirecinde etkili yolaklardan biri olan NF-kB (Nuclear Factor kappa

B) yolagi aktivasyonunu da engelleyerek yine anti-inflamatuar etki gosterir (12, 163).
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2.4.2. Norotransmisyon Uzerine Etkileri

NAC, glutamat ve dopamin nérotransmitterleri basta olmak tizere santral sinir
sisteminde gorev yapan, Ozellikle néropsikiyatrik ve noérodejeneratif hastaliklarda
etkili bazi nérotransmitterler tzerinde gesitli etkilere sahiptir (12).

Glutamat: Glutamat sentezi, salinimi, sinaptik seviyeleri ve geri kazanilmasi
siki bir sekilde kontrol edilen bir sistemdir ve bu sistemde bir islev bozuklugu basta
sizofreni ve bagimlilik olmak (izere bir ¢cok psikiyatrik hastaligin patofizyolojisinde yer
almaktadir (14). Ayrica uyarici (eksitator) etkili glutamatin epilepsi, travma,
Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) ve Alzheimer Hastaligi gibi cesitli nérodejeneratif
hastaliklarda rol aldigi da bilinmektedir (168). NMDA glutamat reseptorinin asiri
aktivasyonu, noron hasari ve dejenerasyon patolojileriyle iliskili bulunmustur (169).
Sistin/glutamat antiporteri bu sistemin diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir
ve agirhkli olarak glia hiicrelerinden astrositlerde ifade edilir (170, 171). NAC
uygulamasi, sistin/glutamat antiporterini merkezi sinir sistemine sistin saglayarak
aktive edebilir ve boylece glutamaterjik nérotransmisyonu modile edebilir (14).
Glutamat saliniminin diizenlenmesine ek olarak; NAC, GSH veya tiirevleri araciligiyla,
NMDA aktivitesini modile etme kapasitesine sahiptir. Bu etkiler NAC'nin glutamerjik
norotransmisyonda hem dogrudan hem de dolaylh olarak etkili oldugunu
gostermektedir (14). Bu vyonleriyle ele alindiginda NAC'nin noropsikiyatrik ve
norodejeneratif hastaliklarda téropatik etkiye sahip olabilecegi dusinilebilir (14,
163).

Dopamin: Dopamin, sizofreni ve Parkinson hastaligi gibi bircok néropsikiyatrik
bozuklugun patolojisinin temelini olusturan mekanizmalarda yer almaktadir (172). Bu
sebeple NAC'nin dopamin lzerine olan etkileri 6nem tasimaktadir. NAC, GSH ve L-
sisteinin antioksidan etkileri Gizerinden hiicrenin redoks durumunu module ederek
dopamin salinimini diizenleyebilir (14). Dopamin spontan oksitlenmeye yatkin bir
molekildir (173). Hidrojen peroksit ve serbest radikaller ile okside olabilir, bu
durumda norotoksisiteyi 6nemli 6lclide tetikler veya arttirir (173). Metamfetamin,
glcli bir sekilde dopamin salinimini ve néronal apoptozu tetikleyen bir ajandir (174).

NAC, metamfetaminin neden oldugu oksidatif stresi azaltir ve asiri dopamin salinimi
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sonucu ortaya cikan dopamin tasiyicisinin  down-regilasyonunu onler (175).
Farmakolojik bir ilag olarak MAO inhibitorlerinin kullanimi, oksitlenmis dopamin
Urinl olan DOPAL'In endojen seviyelerini distirmekte ancak dopaminin spontan
oksidasyonunu arttirmaktadir (176). Ancak gorilmustir ki; NAC MAO inhibitorleriyle
birlikte kullanildiginda, DOPAL seviyelerindeki dulstisi etkilemeden dopaminin
spontan oksidasyonunu azaltmaktadir (176). Ayrica NAC, presinaptik terminallerden
dopamin salinimini glutamerjik norotransmisyonu diizenleyerek etkilemektedir
(177). Goriulmektedir ki, NAC'nin bir GSH 6nciili olarak oksidatif stres ve dominerijik
yolaklar (izerinden terapdtik etkileri mevcuttur (14, 163).

Serotonin: Serotonin (5HT) dizensizligi sizofreni, otizm, duygu durum
bozukluklari, OKB, bagimhlik gibi pek ¢ok psikiyatrik bozuklugun altinda yatan
mekanizmalarda yer almasi nedeniyle pek cok psikofarmakolojik ajanin tedavi hedefi
olmustur (178). Serotonerjik nérotransmisyonda NAC'nin roli heniiz ayrintili olarak
gosterilmemistir (163). Literatlirde NAC'nin, hayvanlar Gzerinde olusturulmus bir
psikoz modelinde serotonerjik reseptér 5-HT2AR agonistinin hallsinojenik etkisini
bloke ettigi goOsterilmistir. Burada, sistein/glutamat antiporter aktivasyonu rol
oynamaktadir (179). Bu da glutamaterjik ve serotonerjik nérotransmisyon arasindaki

etkilesimi ve NAC'nin bu sistemler lizerinden etkisini yansitiyor olabilir (179).
2.4.3. Parkinson Hastaligi ile iliskisi

Parkinson hastaliginin altinda yatan hiicresel mekanizmalara bakildiginda,
ozellikle noroinflamasyon ayagi ele alindiginda, inflamatuar ve oksidatif slireclerin
hiicrelerde ve hiicrelerin icinde bulundugu mikro ¢evrede ne kadar etkili ve 6nemli
oldugu gorilmektedir (125). Dopaminin hiicre ici ve hicre disi metabolizmasinda
bozukluklar ve bu bozukluklarin oksidatif yolaklar Gizerindeki dnemi, ROS olusumunda
mitokondriyonlarin rolii, nérotransmisyonda goriilen bozukluklarin oynadigi roller, ve
iyon dengesindeki degisimlerin bu slreclerdeki etkileri agiklanmistir. Bu patolojilerin
¢ogu vyaslanma ile iliskili oldugundan yaslanmanin PH etiyolojisindeki vyeri

yadsinamayacak kadar blyuktir (125).
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Klinikte PH icin uygulanan tedaviler hastalikta tam bir iyilesme saglamamakla
birlikte semptomlarin ilerleme hizini kontrol altina alma Uzerine etkilere sahiptir
(180). Sikhikla dopamin kaybini yerine koymak amaciyla uygulanan Levodopa (L-
dihidroksifenilalanin veya L-DOPA) ajani tedavide kullaniimaktadir. Motor
dalgalanmalar ve ilaca bagl gelisen diskinezi, ilacin kullanimini kisitlayan yan
etkileridir. Bu yan etkilere ragmen klinikte sag kalim siirelerini uzattigi bilinmektedir
(181). Klinikte L-DOPA’ya ek olarak dopamin agonistleri de tedaviye
eklenebilmektedir.

Hastaligin ilk donemlerinde 6zellikle GSH azalmasi gozlenmektedir ve GSH
eksikligi hastaligin ciddiyeti ile korelasyon gostermektedir (182). Bu slirecte ortaya
¢tkan ROS etkisiyle mitokondriyal hasara yatkinlik artmaktadir. ROS ve RNS
olusumundaki artis, GSH azalmasiyla iliskili olarak ortaya cikmaktadir. Bu durumda
mitokondriyon zarinda bulunan kompleks I'de inhibisyon ve buna bagli olarak
mitokondriyal disfonksiyon gelismektedir (183).

Hicre icin toksik olan a-syn gesitlerinin hiicrelerde birikimi PH’de rol oynayan
onemli patolojik degisikliklerden biridir. Oksidatif stres patolojik a-syn proteininin
birikimini ve hiicre icinde dopaminin spontan oksidasyonunu arttirmaktadir. Oksidatif
hasarin etkisi géz 6nline alindiginda klinik tedaviye bazi antioksidan ajanlarin
eklenmesi daha 6nce de denenmistir (184).

GSH’nin farmakolojik olarak tedaviye eklenmesi oldukga zor goriinmektedir.
Uygulama sonrasi ¢cok kisa (yaklasik 3 dakika) yari 6mre sahip olmasi ve terap6tik doza
ulasmak icin ¢ok yliksek miktarlara ihtiya¢ duyulmasi kullanimini sinirlandirmaktadir
(12). NAC, sistein onculii olarak GSH Uretimini arttirici etkiye sahiptir (160). Yash
fareler lGzerinde yapilan bir in vivo deneyde, NAC kullaniminda farelerin presinaptik
terminallerinde bulunan mitokondriyonlar incelendiginde kompleks | ve IV
aktivitelerinde artis gorulmustir (185, 186). Bunun yani sira baska calismalarda
farelerin beyinlerinde GSH seviyelerinde artis, oksidatif hasarin azalmasi, artmis beyin

sinaptik ve sinaptik olmayan baglantilari gbzlenmistir (12, 187, 188).
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inflamasyonda aktivitesi artan NF-kB yolaginin da NAC uygulamasi sonrasi
aktivitesinde azalma gorilmistiir (189). Ozellikle hastaligin erken dénemlerinde NAC
kullaniminin inflamasyonun 6niline gegcmede etkili olabilecegi diistiniimektedir (190).

Ozetle, NAC'nin Parkinson hastaligindaki etkileri dopamin metabolizmasinin
diizenlenmesi, norotransmisyonda meydana gelen degisiklikler sebebiyle ortaya
ctkan  hilicresel stresin  ve  mitokondriyal disfonksiyonun  azaltilmasi,
mitokondriyondaki kalsiyum dinamiklerini dizenleyerek hicre igi Ca*'nin
disuridlmesi, mitokondriyal toksisiteyi onleyerek mitokondriyon disfonksiyonuna
bagl ROS uretiminin azaltiimasi, ROS ve RNS cesitlerine bagl oksidasyon ve patolojik

a-syn proteininin birikiminin azaltilmasina katkida bulunma seklindedir (12, 191).
Tezin Gerekge ve Varsayimi

Parkinson Hastaligi, bir ¢cok sistemin etkilendigi motor ve non-motor klinik
belirtilerle seyreden noérodejeneratif bir hastaliktir. Hastaligin ilerlemesinde roli
bulunan inflamasyon siirecinde 6zellikle alfa-siniiklein (a-syn) proteinin etkili oldugu
dusiintlmektedir. Bu protein hem hiicre iginde sitoplazmada veya hiicre zari yapisina
baglh olarak, hem de hiicre disi alana gecerek hasara sebep olabilmektedir. Hiicreler
arasl alana gecgen a-syn proteininin endositozunda rol aldigi bilinen reseptérlerden
ikisi TLR2 ve LAG3 reseptorleridir. LAG3 reseptoriiniin bu islevi literatlirde yeni
tanimlanmistir ve bu roll ile ilgili yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Olusan
noroinflamasyonda 6zellikle TNF-a, IL-1B, IL-2 ve IL-6 rol almaktadir. a-syn proteini
noroinflamasyonu tetiklemenin yani sira, hiicre icinde mitokondriyal yolak tizerinden
apoptoz ve mitofajiyi tetikleyerek néronlarin 6limine yol agmaktadir. Glinlimizde
Parkinson hastaliginin kesin bir tedavisi bulunmamaktadir. Klinik belirtileri
hafifletmeyi ve hastaligin ilerleyisini yavaslatmayr amaclayan cesitli tedavi
protokolleri uygulanmaktadir.

Bu bilgiler 1siginda ¢alismanin hipotezleri asagidaki gibi olusturulmustur;

1. Parkinson hastalik modelinde a-syn ve TNF-a’'nin ekstraselliler alanda
artisi, a-syn’in endositozunu saglayan LAG3 ve TLR2 reseptorlerinin ekspresyonunu

arttirmaktadir.
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2. Parkinson hastalik modelinde a-syn ve TNF-a ile tetiklenen inflamatuar ve
apoptotik sure¢ N-asetilsistein uygulamasiyla kontrol altina alinabilir, bunun
sonucunda LAG3 ve TLR2 reseptorlerin ekspresyonlari azalabilir ve hiicre canhhgi
arttinilabilir.

Kurulan hipotezler dogrultusunda ¢alismanin amaci, In vitro ortamda
inflamatuar bir Parkinson hastaligi modeli yaratilarak, bu siiregte a-syn proteininin
endositozundan sorumlu reseptorlerin ekspresyonlarinda degisim olup olmadiginin
incelenmesi, sonrasinda NAC uygulamasiyla inflamasyonun kontrol altina alinmasi ve
bu uygulamanin hiicre canliligina etkisi olup olmadiginin degerlendirilmesidir.

Bu calisma ile hastaligin inflamasyon siirecinin temelindeki mekanizmalar
aydinlatilmaya ¢alisilacaktir. Calisma sonucunda hiicre 6liminin istatistiksel olarak
anlaml dizeyde azaldigi saptanabilirse, Parkinson hastaligi icin yeni in vivo ve ifccn
vitro ¢alismalara zemin olusturulabilir ve henlz tedavisi bulunamamis bu hastaligin

klinik tedavisine katki saglanabilir.
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3. GEREG VE YONTEM

Bu tez calismasi; Hacettepe Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal
Doktora programi kapsaminda, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali ile Mayo Clinic Graduate School of Biomedical Sciences
blinyesinde yer alan Prof. Dr. Pamela Mclean’in 0&nderligindeki McLean
Laboratuvarina ait laboratuvar alt yapisi ve teknik donanim kullanilarak yurtdis
ortakl bir calisma olarak gerceklestirilmistir. Giris boliminde bahsedilen arastirma

hedeflerini yanitlamak amaciyla tanimlanan is paketleri bu béliimde agiklanacaktir.
Deney Tasarimi

Bu tez kapsaminda in vitro kosullarda deney ve kontrol gruplari iceren
gozlemsel bir calisma planlanmistir. Yukarida agiklanan hipotezleri test etmek
amaciyla WT a-syn proteinini asiri eksprese eden insan noroglioma (H4) hiicre hatti
kullanilarak inflamatuar bir Parkinson hastaligi modeli olusturulmustur. Kullanilan
hiicre hattinin 6zelligi WT a-syn protein ekspresyonunun tetrasiklin (Tet) ile kontrol
edilebilmesidir. Deney tasarimi ¢ercevesinde inflamasyon, TNF-a ile tetiklendiginde
a-syn proteininin hiicreye aliminda rol oynayan reseptorlerde (LAG3 ve TLR2) artis
olmasi beklenmektedir. inflamasyon, anti-inflamatuar bir ilag olan NAC ile kontrol
altina alindiginda, inflamasyonun sebep oldugu hasarin azalmasi ve hiicre 6limdnin
yavaslamasi beklenmektedir. Deney plani ve tasarlanan gruplar tablo 3.1'de

gorilmektedir.
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Tablo 3.1. Planlanan g¢alismanin deney plani. Hiicre hatlarina uygulanan ilaglar ve
sureleri gosterilmektedir.

Grup Hiicre Hatti Tetrasiklin TNF-a NAC
(75 ng/ml, (2mM,
24 saat) 45 dakika)
Grup 1 WT a-syn overeksprese + - -
(G1) eden H4 hiicreleri a-syn ekspresyonu
baskilanmis
Grup 2 WT a-syn overeksprese - - -
(G2) eden H4 hiicreleri a-syn ekspresyonu
aktif
Grup 3 WT a-syn overeksprese + + -
(G3) eden H4 hiicreleri a-syn ekspresyonu
baskilanmig
Grup 4 WT a-syn overeksprese - + -
(Ga) eden H4 hiicreleri a-syn ekspresyonu
aktif
Grup 5 WT a-syn overeksprese + - +
(G5) eden H4 hiicreleri a-syn ekspresyonu
baskilanmis
Grup 6 WT a-syn overeksprese - - +
(G6) eden H4 hiicreleri a-syn ekspresyonu
aktif
Grup 7 WT a-syn overeksprese + + +
(G7) eden H4 hiicreleri a-syn ekspresyonu
baskilanmis
Grup 8 WT a-syn overeksprese - + +
(G8) eden H4 hiicreleri

3.1. insan H4 Néroglioma Hiicre Hatti Kiiltiirii

Literatlirde nérodejeneratif hastaliklarin altinda yatan hiicresel ve molekiler

patolojilerin arastiriimasi, toksisite ve yeni tedavi yontemlerinin gelistiriimesi

amaciyla

kullanilmaktadir (70).

planlanan

Noéroglioma

hicre hatti

ile primer

in vitro deney modellerinde H4 hiicre hatti

sikhkla

noéron hicreleri

karsilastirildiginda, H4 hiicre hattinin primer néronlari taklit edebildigi ve ayrica bu
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hicre hatti ile biyokimyasal analizlerin yapilmasi, deneylerin tekrarlanmasi ve
devamhligi agisindan daha avantajli oldugu gozlenmistir (192).

Ayrica bu hiicreler transfeksiyon yontemi uygulanarak a-syn proteinini asiri
sentezlemesi yonlinde programlanabilmekte ve protein asiri ekspresyonu tetrasiklin
antibiyotigi uygulamasiyla kontrol edilebilmektedir (193). Bu tez c¢alismasinin
deneylerinde kullanilmak tGzere, McLean laboratuvari binyesinde uretilmis stabil WT
a-syn proteinini asiri eksprese eden H4 hiicre hatti Prof. Dr. Pamela J. McLean
tarafindan saglanmistir.

Hicreler, %10 fetal bovine serum (FBS), 200 pg/ml Geneticin, 200 ug/ml
Hygromycin B iceren Opti-MEM (31985070, Gibco) besiyeri ile 37°C de %5 CO,, %95
hava saglanan nemlendirilmis inkiibatérde takip edildi. Hiicreler haftada bir kez
pasajlandi ve dizenli araliklarla mikoplazma kontaminasyonu acisindan test edildi.
Tabloda agiklanan gruplarin olusturulmasi asamasinda bazi gruplarin takibinde (G1,
G3, G5 ve G7) a-syn proteininin ekspresyonunun durdurulmasi amaciyla besiyerine
0,1ul/ml tetrasiklin (Invitrogen) ilavesi yapildi ve bu gruplardaki hiicrelerin takibine
tetrasiklin iceren besiyeri ile devam edildi. Hlcreler deney siresince gunlik olarak
mikroskop altinda goriintilenerek takip edildi. Gorintiileme Evos FL mikroskop

(Invitrogen, ThermoFisher Scientific, USA) ile gerceklestirildi.
TNF-a ve NAC Uygulamalari

inflamasyonu tetiklemek icin kullanilan TNF-a ve anti-inflamatuar ilag olarak
uygulanan NAC’nin dozlarinin belirlenmesi amaciyla literatlir taramasi yapildi ve
laboratuvarda optimizasyon testleri uygulandi.

Hiicre kiltari ortaminda toksisiteye sebep olmadan inflamasyonu
tetikleyebilecek optimal TNF-a dozunu bulmak i¢in hicrelere 25ng/ml, 50ng/ml,
75ng/ml ve 100ng/ml dozunda TNF-a uygulandi, 24 saat inkiibe edildi ve AK testi
(Toxilight testi) ile hiicre 6limu degerlendirildi. Elde edilen veriler 1siginda 75ng/ml
dozunda TNF-a’nin (Recombinant Human TNF-a #570106, Biolegend) besiyeri

icerisinde uygulanmasina ve 24 saat inkibe edilmesine karar verildi. Yukaridaki
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tabloda belirtildigi (izere belirlenen dozda TNF-a uygulanan gruplar; Grup 3,4,7 ve
8'dir (Sekil 3.1).

Hiicrelerde toksisiteye sebep olmayacak optimal NAC dozunu bulmak icin H4
hiicrelerine 1ImM-10mM arasinda artan dozlarda NAC 15 dakikadan 90 dakikaya
kadar degisen slirelerde uygulandi. Hiicre 6limunin degerlendirilmesi amaciyla AK
testi (Toxilight testi) her doz igin farkli sirelerin sonunda uyguldi. Elde edilen veriler
isiginda NAC'nin (N-Acetyl-L-cysteine A9165, Sigma-Aldrich) besiyerinde 2mM
konsantrasyonda c¢ozilerek 30-45 dakika siire ile uygulanmasina karar verildi.
Yukaridaki tabloda belirtildigi Gizere belirlenen dozda NAC uygulanan gruplar; Grup
5,6,7 ve 8dir (Sekil 3.1).

Uygun NAC ve TNF-a dozuna karar verildikten sonra, TNF-a uygulamasi
sonrasi NAC uygulandiginda hiicre cevabi icin ne kadar beklenmesi gerektigini
optimize etmek amaciyla AK testi (Toxilight testi) uygulandi. H4 hiicrelerine TNF-a
uygulandiktan 24 saat sonra, 45 dakika stireyle NAC uygulandi, bu slrenin sonunda
NAC iceren besiyeri uzaklastirildi ve ila¢ icermeyen hiicre takip besiyeri kullanildi. ila¢
icermeyen takip besiyeri ile hiicreler 24, 48 ve 72 saat inkibe edildi. Bu siirelerin
sonunda Toxilight testi uygulanarak hiicre 6limi degerlendirildi. Elde edilen
sonuclara gore, NAC uygulandiktan sonra ilag¢ icermeyen besiyeri ile hiicrelerin 24
saat takip edilmesinin yeterli olduguna karar verildi. 48 ve 72 saat sonundaki verilere

bakildiginda hiicre 6limunin arttigi géraldu (Sekil 3.1).
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G1 G3 G5 G7
H4 Tet(+) H4 Tet(+) H4 Tet(+)
haTet(t) TNF-a NAC TNF-a
NAC
G2 G4 G6 G8
H4 Tet(-) H4 Tet(-) H4 Tet(-)
Ha Tet() TNF-a NAC TNF-a
NAC

Ha hiicrelerinin ekilmesi 24 saatin sonunda 24 saatin sonunda 2 mM NAC

G 1,63, G5 ve G7'ye Tet(+), 75 ng/ml TNF-a G5, G7,G6, G8 gruplarlna
G2, G4, G6 ve G8 gruplarina G3,G67,64,G8 eklendi .
Tet(-) besiyeri eklenmesi gruplarina eklendi 45 dakika inkube edildi
Hdicrelerin : = >
. : 1. Gln 2. Gun 3. Gun
ekilmesi
Hiicreler ekildikten G1, G2, G5, G68 _45 dakikanin SO’TU”da ) 24 saat inkiibasyonun
sonra 24 saat ilag gruplarinin besiyeri tum 9’“9'3”” besiyerleri sonunda deney
icermeyen besiyeri degistirildi ilag igermeyen ‘ protokollerine gegildi
ile inkiibe edildi Tet(+) veya Tet(-) besiyeri
ile degistirildi

Sekil 3.1. Deney diizenegi ve zaman gizelgesi (Bu figlir BioRender.com sitesinde
olusturulmustur)

3.2. insan H4 Néroglioma Hiicre Hattinda immunositokimya Uygulamasi

H4 hicrelerinde LAG3 ve TLR2 reseptorlerinin gosterilebilmesi igin, bu
reseptorlerin ve a-syn proteininin antikorlari kullanilarak ikili isaretleme yontemi ile
immunonufloresan isaretleme yapildi.

Flasklarda takip edilip konfluent olan H4 hiicreleri PBS ile yikanmayi takiben,
tripsin (Trypsin-EDTA (0,25%)-25200056, Gibco) uygulamasi sonrasi 1200 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi ve elde edilen pelletten hiicre sayimi yapildi. 15 mm ¢apinda
cam coverslipler yerlestirilen 24 kuyucuklu plaklara her kuyucukta yaklasik 5000
(5x103) hiicre olacak sekilde hiicreler transfer edildi. Her deney grubu icin 2 coverslip
yerlestirilen kuyucuk kullanildi bdylece deney sonunda gruplar icin 2’ser 6rnek elde
edildi. Hiicrelerin tabana tutunmasi ve tetrasiklinin etkisinin tam olarak gértlmesi icin
deney protokoliine baslanmadan once hiicreler, 24 saat uygun hiicre kiltiiri
kosullarinda inkiibe edildi. Sonrasinda deney gruplarina ilk baslikta aciklanan sekilde

ilaclar uygulandi ve deney protokoli tamamlandiginda immunonositokimya/
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immunofloresan protokoliine gegildi. LAG3 ve a-syn ikili isaretlemesi igin ve TLR2 ve
a-syn ikili isaretlemesi icin ayri setler kuruldu ve ayni protokol izlendi (Sekil 3.2).

72 saatin sonunda kuyucuklardan besiyeri uzaklastirildi ve PBS ile yikandi.
Hicrelerin tespiti icin kuyucuklara %4 paraformaldehit (PFA) eklendi ve oda
sicakliginda 15 dakika slireyle kimyasal fiksasyon uygulandi. Fiksasyon sonrasi PBS ile
2 kere yikanarak hiicrelerden fiksatif uzaklastirildi. Uygulanacak antikorlarin
permeabilizasyonunu saglamak amaciyla hiicrelere 300 pl PBS icerisinde hazirlanan
%0,3 Triton X-100 eklendi ve oda sicakhginda 15 dakika inklbe edildi. Hiicreler Triton
X-PBS karisimi uzaklastirilip, PBS ile 2 kere yikandi. Sonrasinda primer antikor
uygulamasi 6ncesinde spesifik olmayan baglanmalari engellemek i¢in hiicreler 300 ul
PBS igerisinde hazirlanan %2 normal kegi serumu (NGS) ile 1 saat oda sicakhginda
bekletildi.

Anti-Lag3 antikoru (ab209236-Abcam, 1:200), Anti-TLR2 antikoru (ab16894-
Abcam, 1:200), HRP anti-a-synuclein antikoru (807806-Biolegend, 1:1000), a-
synuclein antikoru (C-20) (sc-7011-Santa Cruz, 1:200) ve a-Synuclein antikoru (CST
#2628-Cell Signaling Technology, 1:400) belirtilen oranlarda %1 BSA igeren PBS iginde
hazirlandi. Blok sollisyonu uzaklastirildiktan sonra hazirlanan primer antikorlar her bir
kuyucuga 300’er pl olacak sekilde eklendi ve +4°C sicakliga sahip soguk odada
calkalayici Gizerinde gece boyunca bekletildi.

Ertesi sabah deney protokoliine devam edilmek lizere 6nce gece boyu primer
antikor ile bekletilen hiicreler PBS ile 3 kere 5’er dakika yikandi. Ardindan 24
kuyucuklu plaklar floresan 6zellikli sekonder antikorlar ile isaretleme yapilacagi icin
karanhk kutu icerisine aktarildi. ikili isaretleme icin farkh floresan isimalara sahip
Alexa Flour 488 (Primer antikorun farede Uretilmis olarak kullanildigi deneylerde Goat
anti-Mouse 1gG, A-11001, ThermoFisher, 1:500 ve primer antikorun tavsanda
Uretilmis olarak kullanildigi durumlarda Goat anti-Rabbit IgG A-11008, ThermoFisher,
1:500) ve Alexa Flour 568 (Primer antikorun farede (retilmis olarak kullanildig
deneylerde Goat anti-Mouse 1gG, A-11004, ThermoFisher, 1:500 ve primer antikorun
tavsanda Uretilmis olarak kullanildigi durumlarda Goat anti-Rabbit IgG A-11011,

ThermoFisher, 1:500) sekonder antikorlari ile karisim hazirlandi. Oda sicakliginda, 1
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saat calkalayici Gizerinde bekletildi. Bu stirenin sonunda hiicreler PBS ile 3 kere 5’er
dakika yikandi. 10 adet lama floresan i1simanin solmasina karsi koruyucu DAPI
(Vectasheild Mounting Medium with DAPI H-1200, Vector Laboratories) iceren
kapama medyumu damlatildi ve coverslipler lamlarin lzerine vyerlestirildi.
incelenmeden énce karanlik kutu icerisinde, oda sicakliginda gece boyunca kurumaya
birakildi. Ertesi gin immunofloresan isaretli 6rnekler ZEN yaziimina sahip inverted
floresan mikroskop (Axio observer microscope, Carl Zeiss, Germany) ile gértintilendi.
Goruntileme sonrasi incelenen alanlardan 13 tanesinde (en az 4 alan x 3 set), Image)
(194) programi ile LAG3 ve TLR2 reseptorlerine ait floresan i1sima yogunluklari
degerlendiridi. Floresan isima yogunluklari toplam alana oranlandi ve istatistiksel

anlamhlik degerlendirildi.
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Sekil 3.2. immunositokimya uygulamasi deney diizenegi. A) LAG3 ve a-syn ikili
isaretlemesi, B) TLR2 ve a-syn ikili isaretlemesi icin olusturulan
dizenekler. (Bu figlir BioRender.com sitesinde olusturulmustur)

LAG3 ve a-syn ikili isaretlemesi icin ve TLR2 ve a-syn ikili isaretlemesi igin ayri
setler kuruldu ve ayni protokol izlendi. Kontrol kuyucuklarina primer antikor

uygulanmadi, béylece primer antikorlarin dogru calistigi gosterildi.

3.3. insan H4 Noroglioma Hiicrelerinde LAG3 ve TLR2 Reseptor
ifadelenmelerinin, Apoptoz Belirteglerinin Diizeyinin ve inflamasyonun

Western Blot (WB) ile Degerlendirilmesi

H4 hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda a-syn proteininin, inflamasyon

acisindan IL-1R inflamatuar belirtecinin, apoptoz acgisindan kaspaz-9, aktif kaspaz-9,
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PARP ve kesilmis PARP apoptoz belirteglerinin, LAG3 ve TLR2 reseptdrlerinin
ekspresyonlarinin semi kantitatif analizlerini yapmak amaciyla Western Blot yontemi
uygulandi.

Flasklarda takip edilip konfluent olan H4 hiicreleri PBS ile yikanmay! takiben,
tripsin (Trypsin-EDTA (0,25%)-25200056, Gibco) uygulamasi sonrasi 1200 rpm’de 5
dakika santriflij edildi ve elde edilen pelletten hiicre sayimi yapildi. 6 cm ¢apina sahip
petri kaplarina her kapta yaklasik 8x10° hiicre olacak sekilde hiicreler transfer edildi.
Deney gruplarinin olusturuldugu kaplar 1. is paketinde agiklanan zaman gizelgesine
uyularak 72 saat takip edildi. Bu sirenin sonunda hiicreler, western blot teknigi
uygulamasiigin toplandi. Western blot tekrarlariigin farkl pasajlardan 4 set hazirlanip
cahsildr.

72 saatin sonunda hiicreler inklibatorden cikarilarak buz Gzerinde c¢alisiimaya
gecildi. Petri kaplarindaki hiicrelerin Gizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve hicreler PBS
ile yikandi. Sonrasinda kaplara tekrar PBS eklendi ve hiicreler hiicre kaziyici yardimiyla
1 ml'lik ependorf tuplere aktarildi. Hicreler +4°C sicaklikta 5000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Supernatantin uzaklastiriilmasinin ardindan, pelletin lizerine %1
fosfataz inhibitorli ve %5 proteaz inhibitori igeren lizis tamponu eklendi, 30 dakika
buz tzerinde bekletildi. Bu stirenin sonunda +4°C sicaklikta 10000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen stipernatantlardaki total protein miktarini belirlemek igin
Pierce BCA Protein Assay kiti (23225, ThermoFisher kullanildi. Her bir sette bulunan
her grup icin total protein miktari BSA-protein standart egrisi kullanilarak hesaplandi.
Jelde yiritilecek olan her bir 6rnek 10 ul 6rnek volimi ve totalde 26 pl yikleme
hacminde olacak sekilde indirgeyici tampon ve distile su ile karistirilarak ependorflar
icerisinde hazirlandi. Ornekler, 5 dakika 95°C’de isitma tablasinda (heating blok)
bekletildi. Ardindan tiipler santrifiij edildi ve tiplerde bulunan 26 pul protein iceren
ornekler Bis-Tris poliakrilamid jellere (NUPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Gel, Novex,
ThermoFisher) yiliklendi. Protein bantlarinin blydikliklerini belirlemek amaciyla, her
jelin ilk veya son kuyucuguna 7 pl molekiler agirhk belirteci olarak SeeBlue2
PreStained Protein Standart (LC 5925, Invitrogen, ThermoFisher) yiklendi. WB
tanklarinin icerisine 1x yiiritme tamponu (NuPAGE MES SDS Running Buffer, NP0O002,
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ThermoFisher) ilave edildi ve 175 volt ile 45 dakika yurutuldi. Takiben, poliakrilamid
jel blotlanmak lizere yikleme tankindan gikarildi. Sonraki adimda blotlama pedleri,
filtre kagitlari, jel ve nitroseliiloz membran (Immobilon-P, Millipore) kullanilarak
blotlama sandvici hazirlandi. Bu sirada katmanlar arasinda hava kabarcigl
olusmamasina 6zen gosterildi. Hazirlanan sandvigler kasetlere yerlestirildi, uygun
sekilde kapatildi ve blotlama tanklarina aktarildi. Tanklar hazirlanan transfer tamponu
(NUPAGE Transfer Buffer NPO006, ThermoFisher) ile dolduruldu ve cevresine buz
kasetleri yerlestirildi. Transfer 40 volt ile 1,5 saat slirede gergeklestirildi. Transfer
sonrasi nitroseliloz membranlar, bloklama sollisyonu olarak yagsiz sit tozu ile %5
oraninda hazirlanan TBS-T (500 mM NaCl, 20 mM Tris, 0,1% Tween 20, pH 7.4)
icerisinde calkalayici lizerinde oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Bu slirenin sonunda
membranlar, bloklama soliisyonunun icerisinde hazirlanan primer antikorlar ile +4°C
sicakliga sahip soguk odada ¢alkalayici tGizerinde gece boyunca bekletildi.

Deneylerde primer antikor olarak; Anti-Lag3 antikoru (ab209236-Abcam,
1:1000), Anti-TLR2 antikoru (ab16894-Abcam, 1:1000), HRP anti-a-Synuclein antikoru
(807806-Biolegend, 1:2000), Anti- IL-1 beta antikoru (ab9722-Abcam, 1:1000), TNF-
a antikoru (CST #3707-Cell Signaling Technology, 1:1000), Kaspas-9 antikoru (CST
#9502- Cell Signaling Technology, 1:1000), PARP antikoru (CST #9542- Cell Signaling
Technology, 1:1000), Anti-Actin (A5060-Sigma-Aldrich), Anti-beta-Actin (A 5316-
Sigma-Aldrich), Anti-Vinculin (V 9131-Sigma-Aldrich) membranlara ayri ayri
uygulandi.

Ertesi sabah deney protokoliine devam edilmek lizere 6nce gece boyu primer
antikor ile bekletilen membranlar TBS-T ile 3 kere 5’er dakika calkalayic lizerinde
yikandi. Sonrasinda membranlar, bloklama sollisyonunun igerisinde hazirlanan
sekonder antikorlar ile oda sicakliginda, calkalayici lizerinde, 1 saat inkiibe edildi.
Sekonder antikor olarak Goat anti-Mouse IgG-HRP (101000, Bio-Rad, 1:5000) ve Goat
anti-Rabbit IgG-HRP (4010-05, SouthernBiotech, 1:5000) kullanildi. Bu inkiibasyonun
sonunda membranlar, tekrar 3 kez 5'er dakika TBS-T sollisyonu ile yikandi.

Gorlintlleme oncesinde gorilintilemede kullanilacak olan ECL sollisyonu

(Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate, WBKLS0050, Millipore) kitin
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icinde bulunan iki soliisyonun 1:1 oraninda karistirilmasi ile hazirlandi. Bu sollisyon
ile 30 saniye bekletilen membranlar Imagelab yazilimina sahip ChemiDoc MP
Goruntileme Sistemi (ChemiDoc MP Imaging System, Bio-Rad, 170-01402, USA) ile
gorintilendi. Goruntileme ile elde edilen bantlarin yogunlugu, Imagel) (194)
programiile her bir protein icin ayri ayri hesaplandi. Normalizasyon diger proteinlerin
endojen kontrol olarak kullanilan aktin veya vinkulin proteinlerine oranlanmasiyla

gerceklestirildi.

3.4. insan H4 Noéroglioma Hiicreleri ile Olusturulan Deney Gruplarinda

Hiicre Canlihginin Degerlendirilmesi

insan H4 néroglioma hiicrelerinde TNF-a ile olusturulan inflamatuar modelde,
inflamasyonun ve anti-inflamatuar ila¢ olarak kullanilan NAC'nin hiicre sag kalimi
Uzerine etkilerini degerlendirmek amaciyla tim deney gruplarina hiicre olimini
yansitan Toxilight-AK testi (ToxiLight BioAssay Kit, LTO7-117, Lonza) uygulandi.

Flasklarda takip edilip konfluent olan H4 hiicreleri PBS ile yikanmayi takiben,
tripsin (Trypsin-EDTA (0,25%)-25200056, Gibco) uygulamasi sonrasi 1200 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi ve elde edilen pelletten hiicre sayimi yapildi. Toxilight deneyi
icin hiicreler 24 kuyucuklu plaklara her kuyucukta yaklasik 4000 (4x103) hiicre olacak
sekilde transfer edildi. Her deney grubu icin 3 kuyucuk olacak sekilde hiicreler
ekilerek gruplar olusturuldu. Deney gruplariniiceren plaklar 1. is paketinde aciklanan
zaman cizelgesine wuyularak 72 saat takip edildi, her giin hicre o6limini
degerlendirmek icin Toxilight testi uygulandi. Toxilight testi deney gruplarindaki
luminesansi 6lgmeye dayali bir test oldugu icin, hicrelerin takibinde fenol kirmizisi
icermeyen Opti-MEM besiyeri (11058021, Gibco) kullanildi. Bu deneye ait zaman
cizelgesi ve deney seti dlizenegi Sekil 3.3'te gosterilmistir. Hlicre canlilhgl testi 4 set
(her sette her grup icin 3 tekrar olacak sekilde) tekrar edilerek calisildi.

Toxilight testi icin AK test sollisyonu Uriin kitinin kilavuzunda belirtildigi
sekilde toz halde bulunan AK reaktifinin (izerine 20 ml tampon sollisyonundan
eklenerek ve iyice calkalanarak hazirlandi. Zaman cizelgesine uygun olarak her giin

kuyucuklardan 100 ul besiyeri 6rnegi alinarak 96 kuyucuklu seffaf tabanli plaklara
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aktarildi ve lzerine hazirlanan Toxilight-AK solGisyonundan 100 ul eklenerek 5 dakika
oda sicakhginda bekletildi. inkiibasyon siiresinin sonunda EnVision mikroplak
okuyucuda (EnVision, PerkinElmer; Waltham, MA, USA) okutularak liminesans
degerleri elde edildi. Elde edilen degerlerin her set igin ortalamasi istatistik
degerlendirme igin hesaplandi ve istatistik testleri tiim gruplar igin toplam 12 analiz

(3 teknik replikasyon x 4 set) Gzerinden gergeklestirildi.

1 4 5 6
@O0
¢ : : : ‘a ‘e ‘e 1. Giin 2. Giin
-@@®
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: 000,
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000
3. Giin = OO (
L2 / U/ A
‘000000
TOXILIGHT TOXILIGHT
TNF-a eklenmeden 6nce NAC eklenmeden &nce TOXILIGHT
H4 hiicrelerinin ekilmesi 24 saatin sonunda 24 saatin sonunda 2 mM NAC
G 1, G3, G5 ve G7'ye Tet(+), 75 ng/mi TNF-a G5, G7, G6, G8 gruplarina
G2, G4, G6 ve G8 gruplarina G3,G7,G4,G8 v ek!en@n o
Tet(-) besiyeri eklenmesi gruplarina eklendi 45 dakika inkibe edildi
Hicrelerin 2 5 s
; : 1. Gun 2. Gun 3. Gun
ekilmesi
Hucreler ekildikten G1, G2, G5, G68 ‘,15 dakikanin sonunda )
sonra 24 saat ilag gruplarinin besiyeri tim gruplann besiyerleri
icermeyen besiyeri degistirildi ilag icermeyen )
ile inkiibe edildi Tet(+) veya Tet(-) besiyeri
ile degistirildi

Sekil 3.3. ToxiLight deney diizenegi ve zaman gizelgesi (Bu figlir BioRender.com
sitesinde olusturulmustur)

3.5. insan H4 Noroglioma Hiicreleri ile Olusturulan Deney Gruplarinda

TUNEL uygulanmasi

TUNEL, hicrelerdeki asiri DNA kiriklarini veya apoptotik hicrelerdeki

internlikleozomal DNA fragmantasyonunu tespit etmek amaciyla sik kullanilan
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immunokimyasal bir isaretleme yontemidir. Bu metotta, parcalanmis DNA'nin
serbest 3'-hidroksil ucuna uygun isaretleyicilerin baglanmasini katalizlemek igin
terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enziminden yararlanilir ve isaretli hiicreler
mikroskop altinda incelenip degerlendirilebilir (195).

Bu is paketinde, insan H4 noroglioma hiicreleri ile olusturulan deney
gruplarinda, inflamasyonun tetiklenmesiyle ve anti-inflamatuar ilag eklenmesiyle
gruplar arasinda apoptoza giden hiicre sayisi arasindaki farkin incelenmesi
amaglanmistir. Bu is paketini gerceklestirmek icin TUNEL deney kiti (TUNEL Assay Kit-
FITC ab66108, Abcam) kullanildi ve kitin talimatlar izlenerek isaretleme
gerceklestirildi.

Flasklarda takip edilip konfluent olan H4 hiicreleri PBS ile yikanmayi takiben,
tripsin (Trypsin-EDTA (0,25%)-25200056, Gibco) uygulamasi sonrasi 1200 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi ve elde edilen pelletten hiicre sayimi yapildi. 6 cm ¢apina sahip
petri kaplarina her kapta yaklasik 8x10° hiicre olacak sekilde hiicreler transfer edildi.
Deney gruplarinin olusturuldugu kaplar 1. is paketinde agiklanan zaman c¢izelgesine
uyularak 72 saat takip edildi. Bu sirenin sonunda hiicreler, TUNEL isaretlemesi igin
topland..

Ependorflara alinan hiicrelere fiksasyon igin %1 paraformaldehit (PFA) eklendi
ve buz Gizerinde 15 dakika bekletildi. Ardindan hiicreler +4°C sicaklikta 1200 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi ve slipernatant uzaklastirildi. Ardindan hicreler arada
santriflij edilerek, PBS ile iki kere yikandi. 0.5 ml PBS icerisinde ¢oziilen hiicrelere 5
ml +4°C sicakliginda %70’lik etanol eklenip 30 dakika buz tizerinde bekletildi. +4°C
sicaklikta 1200 rpm’de 5 dakika santrifijiin ardindan etanol uzaklastirildi. Hiicrelerin
Uzerine 1 ml yikama tamponu (wash buffer) eklendi ve arada santrifiij edilerek 2 kere
yikandi. Ardindan sUpernatant uzaklastirildi. Kitin talimatlarina goére hazirlanan
boyama soliisyonundan hiicrelerin tzerine 50 pl eklendi ve 37°C’de 1 saat calkalayici
Gzerinde inkibe edildi. Bu islemi takiben hiicrelerin Gizerine 1 ml durulama tamponu
(rinse buffer) eklendi ve arada santriflij edilerek 2 kere durulandi. Sonrasinda pellet
0.5 ml Propidium lodide/RNase sollisyonu eklenerek stispanse edildi ve 30 dakika,

oda sicakliginda, karanlk ortamda bekletildi.
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Hiicre slispansiyonundan 50-100 ul lamlara damlatildi ve (izerine cam
coverslip kapatilarak karanhk kutu icerisinde, oda sicakliginda gece boyunca
kurumaya birakildi. Ertesi glin 6rnekler ZEN yazilimina sahip inverted floresan
mikroskop (Axio observer microscope, Carl Zeiss, Germany) ile gorintilendi.
Kullanilan kitin isaretlenme 0Ozelliklerine gore Propidium lodide (Pl) c¢ekirdekleri
kirmizi renkte, FITC-dUTP apoptotik hiicreleri yesil renkte isaretlemektedir ve hiicre
sayimi bu ozelliklere gore gerceklestirildi. TUNEL isaretlemesi 3 deney setinde
tekrarlandi ve her grup icin mikroskop altinda en az 20 farkli alanda hiicre sayimi

yapildi.

3.6. insan H4 Noroglioma Hiicrelerinde LAG3 ve TLR2 Reseptér

Ekspresyonlarinin g-PCR ile Degerlendirilmesi

H4 hcreleri ile olusturulan deney gruplarinda, a-syn proteininin, LAG3 ve
TLR2 reseptorlerinin ekspresyonlarinin kantitatif degerlendirilmesi amaciyla TagMan
metodu kullanilarak g-PCR deneyi gerceklestirilmistir. Her gruba ait hiicre
orneklerinde RNA izolasyonu vyapildi ve izolasyon sonrasi 6rneklerden cDNA
(complementary DNA) sentezlenerek g-PCR metodu uygulandi.

Flasklarda takip edilip konfluent olan H4 hiicreleri PBS ile yikanmayi takiben,
tripsin (Trypsin-EDTA (0,25%)-25200056, Gibco) uygulamasi sonrasi 1200 rpm’de 5
dakika santriflj edildi ve elde edilen pelletten hiicre sayimi yapildi. 6 cm gapina sahip
petri kaplarina her kapta yaklasik 8x10° hiicre olacak sekilde hiicreler transfer edildi.
Deney gruplarinin olusturuldugu kaplar 1. is paketinde agiklanan zaman gizelgesine
uyularak 72 saat takip edildi ve bu silrenin sonunda hiicreler g-PCR deney
protokoliniin uygulanmasi icin toplandi. g-PCR tekrarlari icin farkli pasajlardan 4 set
hazirlanarak 16 analiz (4 teknik replikasyon x 4 set) QuantStudio™ Real-Time PCR
Software (Versiyon 1.3) kullanilarak gerceklestiridi. TLR2 reseptorine ait
degerlendirmelerde 1 setin istatistik acidan aykiri degerlere sahip oldugunun tespit
edilmesi Uzerine cikarilmasina karar verildi. TLR2 icin toplam 12 analiz (4 teknik

replikasyon x 3 set) gerceklestirildi.
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3.6.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, Trizol RNA izolasyon protokoliine uyularak gergeklestirildi. 72
saatin sonunda petri kaplarindaki hicrelerin Uzerindeki besiyeri uzaklastirildi ve
hiicreler PBS ile yikandi. Sonrasinda kaplara tekrar PBS eklendi ve hiicreler hiicre
kaziyici yardimiyla 1 ml’lik ependorf tiplere aktarildi. Hicreler +4°C sicaklikta 5000
rpom’de 5 dakika santrifiij edildi ve ardindan supernatant uzaklastirildi. Orneklerin
Uzerine 1 ml trizol (252709, Life Tech) eklenerek, oda sicakhiginda 2-3 dakika
bekletildi. Takiben, Gzerlerine 200 pl kloroform eklenip ¢alkalandi ve oda sicakhginda
2-3 dakika bekletilerek karisimin iki tabakaya ayrilmasi saglandi. Sonrasinda +4°C
sicakhikta en ylksek hizda 10 dakika santrifj edilip, Ustte kalan RNA iceren seffaf
tabaka 500 pl izopropanol iceren yeni ependorf tliplere aktarildi. Tekrar galkalanip,
en yuksek hizda 10 dakika santriflij edildi ve pellet elde edildi. Supernatant
uzaklastirilarak, 1 ml %75 etil alkol ile pellet yikanip, en yuksek hizda 10 dakika
santrifiij edildi. Etil alkol uzaklastirildi ve oOrnekler 30 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Bu siirenin sonunda orneklerin lzerine 80 pl Nuclease free H,O (Ambion
am9937, Invitrogen) eklendi ve izole edilen RNA’larin miktar ve safligi, NanoDrop
spektrometre ile (Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific, ABD) 260/280 ve
230/260 nm dalga boylarinda o6lgildi. Daha iyi sonuglar alabilmek igin RNA
izolasyonunu takiben Qiagen RNeasy Mini Kiti (74104, Qiagen) ve Qiagen RNase-Free
DNase Seti (79254, Qiagen) kitleri kullanilarak 6rnekler kitin talimatlarina uygun
olarak yikandi ve sonrasinda yeniden RNA’larin miktar ve safligi, NanoDrop
spektrometre ile (Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific, ABD) 260/280 ve
230/260 nm dalga boylarinda 6lciildi. Yapilan 6lgimler sonucunda 6rneklerin 1250

ng total RNA kullanmaya uygun olduguna karar verildi.
3.6.2. cDNA Sentezi ve g-PCR Analizi

Tagman™ Ill Universal PCR mastermix (4305719, Applied Biosystems, Life
Technologies) kitinin bilesenleri ile toplam hacim 10 pl olacak sekilde 2X reverse
transkripsiyon master karisimi hazirlandi. Hazirlanan bu karisim ile gruplara ait RNA

miktarina gore hazirlanan 10 pl master karisimi birlestirilerek 20 ul 1X reverse
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transkripsiyon master karisimi elde edildi. Thermal cycler cDNA cihazinda (Eppendorf
Mastercycler Pro, Hamburg) 25°C’de 10 dakika, 37°C'de 120 dakika, 85°C’de 5 dakika
ve 4°C’de oo programi kullanilarak, 6rneklerde cDNA sentezi saglandi. Elde edilen
cDNA o6rnekleri g-PCR analizlerinde kullanildi.

Her gruba ait cDNA o6rnekleri ile, normalizasyon icin endojen kontrol gen
olarak HPRT1 (Hs02800695_m1, ThermoFisher), a-syn tespiti i¢cin SNCA
(Hs00240906_m1, ThermoFisher) bunlarin yani sira LAG3 (Hs00958444 gl,
ThermoFisher) ve TLR2 (Hs00152932_m1, ThermoFisher) TagMan problari
kullanilarak total hacim 5 ul olacak sekilde reaksiyon karisimlari PCR plaklarinda
hazirlandi.

Nikleik asitlerin amplifikasyonlari Real-time PCR cihazi (QuantStudio 7,
Applied Biosystems) kullanilarak 50°C 2 dakika, 95°C 10 dakika ve 40 déngli 95°C 15
saniye 60°C 1 dakika olacak sekilde ayar yapilarak gerceklestirildi. Gruplar arasi
farkliliklarin hesaplanmasinda AACt (comparative Ct) metodu kullanilarak ortalamalar
karsilastirildi. Analizler tiim setlerdeki her bir grup icin 4 kez tekrar edildi. Bu sekilde
tim gruplar icin toplam 16 analiz (4 teknik replikasyon x 4 set) QuantStudio™ Real-

Time PCR Software (Versiyon 1.3) kullanilarak gerceklestirildi.
3.7. Verilerin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

CGalisma kapsaminda planlanan ve gergeklestirilen is paketlerinin istatistiksel
degerlendirmesinde GraphPad Prism 8.0.0 (Windows, GraphPad Software, San Diego,
CA, USA) istatistik programindan yararlanildi.

is paketlerine ait deney sonugclarinin verileri degerlendirilirken gruplarin
karsilastiriimasi icin tek yoénll varyant analizi (one way ANOVA), ikili karsilastirmalar
icin ise t-testi (Unpaired t-test) kullanildi. Veriler %95 giiven araliginda

degerlendirilerek, p < 0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. insan H4 Noroglioma Hiicre Kiiltiirii

WT a-syn proteinini asiri eksprese eden H4 insan néroglioma hiicreleri, Prof.
Dr. Pamela J. McLean’in arastirma laboratuvarinda Parkinson Hastaligi calismalarinda
kullanilmaktadir. Bu hicre hatti Dr. MclLean ve ekibi tarafindan plazmid DNA
transfeksiyonu yéntemi ile Gretilmistir. insan néroglioma hiicreleri, kiiltiir ortaminda
plastik kiltar kaplarina yiksek oranda tutunma o6zelligi gosteren adherent, epitel
hiicreleri karakteri sergileyen hicrelerdir. Kanser hiicrelerinden elde edilen bir hat
olmasi sebebi ile proliferasyon hizi oldukga yuksektir. Hicre morfolojisi tutunma
asamasinda fuziformdan (igsi) poligonale kadar degisiklik gostermekle birlikte,
hiicrelerin sitoplazmik uzantilari ve bu uzantilari sebebiyle yildiz sekli aldiklari
goruldi. Hucrelerde mitotik figlir, artmis cekirdek/sitoplazma orani, pleomorfizm
gozlendi. Sekil 4.1'de adherent insan H4 noroglioma hiicreleri ve Sekil 4.2 ve 4.3’de
bu hiicreler ile olusturulan Tet(+) ve Tet(-) deney gruplarina ait gorseller
gorilmektedir.

TNF-a ile 24 saat inklibe edilen gruplarda (G3, G4, G7 ve G8) hicrelerin
tutunma ozelliklerini kaybettikleri ve kiiltlir kaplarinda tutunan hiicre yogunlugunun
azaldigi gézlendi. NAC ile 45 dakika inklibe edilip, sonrasinda 24 saat hiicre cevabi icin
bekletilen gruplarda ise (G5, G6, G7 ve G8) tutunan hiicre yogunlugunda artis oldugu
godzlendi. Ozellikle sadece NAC eklenen gruplar olan G5 ve G6’da kiiltiir kaplarindaki

tutunan hicre yogunlugunun en fazla oldugu dikkat cekti.



56

Sekil 4.1. H4 hiicrelerinin monolayer kiiltir gérintileri. B) Hiicrelerin 6kromatik
cekirdekleri, cekirdekgikleri ve sitoplazmadaki granilleri secilmektedir. A:

x4, B: x10
A B
C D

Sekil 4.2. H4 néroglioma hiicrelerine Tetrasiklin eklenerek olusturulmus, a-syn
proteinini eksprese etmeyen deney gruplari. (A) Grup 1, (B) Grup 3, (C)
Grup 5, (D) Grup 7’yi gostermektedir. Grup 1 ve 3’e ait mikrograflar ikinci
glin, Grup 5 ve 7’ye ait mikrograflar Ugtincl glin fotograflanmistir. x10




57

Sekil 4.3. H4 noroglioma hiicrelerine Tetrasiklin eklenmeden olusturulmus, a-syn
proteinini eksprese eden deney gruplari. (A) Grup 2, (B) Grup 4, (C) Grup
6, (D) Grup 8’i gostermektedir. Grup 2 ve 4’e ait mikrograflar ikinci giin,
Grup 6 ve 8’e ait mikrograflar ticlincu glin fotograflanmistir. x10

4.2. insan H4 Noroglioma Hiicrelerinin immunositokimya ile incelemesi

immunositokimya teknigi ile H4 noéroglioma hiicreleri ile olusturulan deney
gruplarinda LAG3, TLR2 ve a-syn icin isaretleme yapildi. ikili isaretleme yéntemi ile
hicreler LAG3 ve a-syn igin ve TLR2 ve a-syn igin isaretlendi. Her gruba ait 6rnekler
en az 13 farkli alanda floresan mikroskobu altinda incelendi. Hicrelerde kullanilan her
Uc¢ antikor icin de gruplar arasi degisen yogunluklarda pozitif isaretlenmeler
mevcuttu. incelenen alanlarda LAG3 ve TLR2 reseptorlerini yansitan floresan isima
yogunluklari Imagel) programi ile degerlendirildi.

LAG3 reseptori incelemelerinde; hem tetrasiklin eklenen gruplarda (G1, G3,

G5 ve G7) hem de tetrasiklin eklenmeyen gruplarda (G2, G4, G6 ve G8), TNF- a
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eklenen gruplardaki hiicrelerin (G3 ve G4) goreceli olarak daha yogun isaretlenmeye
sahip oldugu, NAC eklenen gruplarda ise isaretlenmenin bu gruplara gore daha zayif
oldugu gozlendi (Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6A).

Image J programi ile yapilan analizlerde istatistiksel degerlendirme tetrasiklin
eklenen ve eklenmeyen gruplar igin ayri ayri yapildi. Tetrasiklin eklenen ve
eklenmeyen gruplar icin yapilan ANOVA degerlendirmesi istatistiksel olarak anlamli
bulunmad:.

Tetrasiklin eklenen gruplardan G3’e sadece TNF-a eklendi, G5’e sadece NAC
uygulandi ve G7’ye ise TNF-a ve ardindan NAC eklendi. Tetrasiklin alan gruplarin ikili
karsilastirilmalarinda kullanilan t-testi sonuglari anlamli bir farklihk gdéstermedi.
Tetrasiklin eklenmeyen gruplar icerisinde G4’e sadece TNF-a eklendi, G6’ya sadece
NAC uygulandi ve G8’e ise TNF-a ve ardindan NAC eklendi. Tetrasiklin alan gruplarin
ikili karsilastiriimalarinda kullanilan t-testi sonuglari tetrasiklin alan gruplarin
sonuglariyla benzer sekilde istatiktiksel olarak anlamli bir farklhilik géstermedi. (Sekil

4.6B).
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a-syn+DAPI LAG 3+DAPI Merge

G1
HA T(+)

G5 G3
HA T(+)+TNF-o

H4 T(+)+NAC

G7
HA4 T(+)+ TNF-a

Sekil 4.4. H4 noroglioma hiicrelerine Tetrasiklin eklenerek olusturulmus, a-syn
proteinini eksprese etmeyen deney gruplari. 1. siitun a-syn proteini ve
cekirdek isaretlenmelerini (kirmizi: a-syn, mavi: ¢ekirdek), 2. situn LAG3
reseptori ve gekirdek isaretlenmelerini (yesil: LAG3, mavi: ¢ekirdek) ve 3.
situn a-syn proteini, LAG3 reseptori ve ¢ekirdek isaretlenmelerinin
birlestirilmis halini gostermektedir. Sol tarafta 1. satirdan 4. satira kadar
G1, G3, G5 ve G7 gruplarinin siralamasi gortilmektedir. x20
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a-syn+DAPI LAG 3+DAPI Merge
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Sekil 4.5. H4 noroglioma hiicrelerine Tetrasiklin eklenmeden olusturulmus, a-syn
proteinini eksprese eden deney gruplari. 1. slitun a-syn proteini ve
cekirdek isaretlenmelerini (kirmizi: a-syn, mavi: ¢ekirdek), 2. situn LAG3
reseptori ve gekirdek isaretlenmelerini (yesil: LAG3, mavi: ¢ekirdek) ve 3.
situn a-syn proteini, LAG3 reseptori ve cekirdek isaretlenmelerinin
birlestirilmis halini gostermektedir. Sol tarafta 1. satirdan 4. satira kadar
G2, G4, G6 ve G8 gruplarinin siralamasi gortilmektedir. x20



61

A LAG 3
) 3
3 g
8 a
5 e

Lag3 Yogunlugu/Alan
Lag3 Yogunlugu/Alan

Sekil 4.6. (A) Tum deney gruplarinda (G1-G8) sadece LAG3 reseptori igin yapilan
immunofloresan isaretlenmeyi (yesil) gosteren mikrograflar gorilmekte,
x40. (B) Tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplarda LAG3 reseptori icin
yapilan floresan yogunluklarinin analizi sonucunda elde edilen siitun
grafikleri ve istatistik analizleri goriilmektedir.
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TLR2 reseptori igin mikroskop altinda yapilan ilk incelemeleri sonucunda hem
tetrasiklin eklenen gruplarda (G1, G3, G5 ve G7) hem de tetrasiklin eklenmeyen
gruplarda (G2, G4, G6 ve G8) isaretlenmenin LAG3 reseptori kadar kuvvetli olmadigi
dikkat cekti. TNF-a eklenen gruplardaki hiicrelerin (G3 ve G4) goéreceli olarak daha
yogun isaretlenmeye sahip oldugu gozlendi (Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9A).

Imagel programi ile yapilan analizlerde istatistiksel degerlendirme tetrasiklin
eklenen ve eklenmeyen gruplar igin ayri ayri yapildi. Tetrasiklin eklenen ve
eklenmeyen gruplar igin yapilan ANOVA degerlendirmesi istatistiksel olarak anlamh
bulundu (Tet (+) p=0,0007*** ve Tet (-) p=0,002**).

Tetrasiklin eklenen gruplardan G3’e sadece TNF-a eklendi, G5’e sadece NAC
uygulandi ve G7’ye ise TNF-a ve ardindan NAC eklendi. Tetrasiklin alan gruplarin ikili
karsilastirilmalarinda kullanilan t-testi sonuglarina gore; TNF-a ile inflamasyonun
tetiklendigi G3 grubu, hicbir ila¢ eklenmemis G1 grubundan anlaml sekilde yiksek
TLR2 floresan yogunluguna sahipti (G1-G3 p=0,01*). Kontrol grubunun (G1), NAC
eklenen grup (G5) ve TNF-a ve ardindan NAC eklenen grup (G7) ile karsilastiriimasi
sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmedi. inflamasyonun tetiklendigi
grup (G3), inflamasyon tetiklendikten sonra anti-inflamatuar ila¢ eklenen grup (G7)
ile karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi (G3-G7 p=0,03*).
Sadece anti-inflamataur ilag eklenen grup (G5) ile G7 grubu karsilastirildiginda
sonugclar istatistiksel acidan anlamliydi (G5-G7 p=0,02%*). Tetrasiklin eklenmeyen
gruplar icerisinde G4’e sadece TNF-a eklendi, G6’ya sadece NAC uygulandi ve G8'e
ise TNF-a ve ardindan NAC eklendi. Tetrasiklin eklenmeyen gruplarin ikili
karsilastirilmalarinda kullanilan t-testi sonuglarina gore; TNF-a ile inflamasyonun
tetiklendigi G4 grubu, hicbir ilag eklenmemis G2 grubundan anlaml sekilde yliksek
TLR2 floresan yogunluguna sahipti (G2-G4 p=0,009**). Kontrol grubunun (G2), NAC
eklenen grup (G6) ve TNF-a ve ardindan NAC eklenen grup (G8) ile karsilastiriimasi
sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmedi. inflamasyonun tetiklendigi
grup (G4), inflamasyon tetiklendikten sonra anti-inflamatuar ila¢ eklenen grup ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonuclar elde edildi (G4-G8 p=0,004**).
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Sadece anti-inflamatuar ila¢ eklenen grup (G6) ile G8 grubu karsilastirildiginda arada

anlamli bir fark gérilmedi (Sekil 4.9B).

a-syn+DAPI TLR2+DAPI Merge

Sekil 4.7. H4 noroglioma hiicrelerine Tetrasiklin eklenerek olusturulmus, a-syn
proteinini eksprese etmeyen deney gruplari. 1. stitun a-syn proteini ve
cekirdek isaretlenmelerini (kirmizi: a-syn, mavi: ¢ekirdek), 2. stitun TLR2
reseptori ve gekirdek isaretlenmelerini (yesil: TLR2, mavi: ¢ekirdek) ve 3.
situn a-syn proteini, TLR2 reseptori ve cekirdek isaretlenmelerinin
birlestirilmis halini gostermektedir. Sol tarafta 1. satirdan 4. satira kadar
G1, G3, G5 ve G7 gruplarinin siralamasi goriilmektedir. X20
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ekil 4.8. H4 noroglioma hiicrelerine Tetrasiklin eklenmeden olusturulmus, a-syn
Sekil 4.8. H4 norogli hicrelerine T iklin ekl d | |
proteinini eksprese eden deney gruplari. 1. situn a-syn proteini ve
cekirdek isaretlenmelerini (kirmizi: a-syn, mavi: ¢ekirdek), 2. situn TLR2

G8
H4 T(-}+ TNF-a
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reseptori ve ¢ekirdek isaretlenmelerini (yesil: TLR2, mavi: ¢ekirdek) ve 3.

situn a-syn proteini, TLR2 resepto6ri ve ¢ekirdek isaretlenmelerinin
birlestirilmis halini géstermektedir. Sol tarafta 1. satirdan 4. satira kadar
G2, G4, G6 ve G8 gruplarinin siralamasi gortilmektedir. X20
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Sekil 4.9. (A) Tim deney gruplarinda (G1-G8) sadece TLR2 reseptori icin yapilan
immunofloresan isaretlenmeyi (yesil) gésteren mikrograflar
gorilmektedir, x40. (B) Tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplarda
TLR2 reseptori icin yapilan floresan yogunluklarinin analizi sonucunda
elde edilen siitun grafikleri ve istatistik analizleri goriilmektedir.
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4.3. insan H4 Noroglioma Hiicrelerinde LAG3 ve TLR2 Ekspresyonlarinin,
Apoptoz Belirteglerinin Diizeyinin ve inflamasyonun Western Blot

(WB) ile Degerlendirilmesi

H4 hiicreleri ile olusturulan deney gruplarinda a-syn proteininin, inflamasyon

acisindan IL-1R inflamatuar belirtecinin, apoptoz acisindan kaspaz-9, aktif kaspaz-9,

PARP ve kesilmis PARP apoptoz belirteglerinin, LAG3 ve TLR2 reseptorlerinin

ekspresyonlarinin semi kantitatif analizlerini yapmak amaciyla western blot yontemi

uygulandi. Western Blot tekrarlari icin farkli pasajlardan 4 set hazirlanip ¢alisildi.

ligilenilen proteinlere ait bant yogunlugunun hesaplanmasi amaciyla normalizasyon,

bu proteinlerin endojen kontrol olarak kullanilan aktin veya vinkulin proteinlerine

oranlanmasiyla gerceklestirildi. Tablo 4.1" de proteinler icin 6l¢lilen bant araliklar

gosterildi.

Tablo 4.1. Western Blot uygulanarak degerlendirilen proteinler ve bant biyuklikleri

ilgili Protein Bant Biiylikligii Endojen Protein | Bant Biiyiiklugii
a-syn 14 kDa Vinkulin 124 kDa

LAG3 90 kDa* Aktin 42 kDa

TLR2 89 kDa Aktin 42 kDa

IL-1B =55 kDa** Vinkulin 124 kDa
Kaspaz-9 47 kDa Vinkulin 124 kDa

Aktif kaspaz-9 37 kDa Vinkulin 124 kDa

PARP 116 kDa Aktin 42 kDa

Aktif PARP 89 kDa Aktin 42 kDa

*Beklenen molekiiler agirlik 57 kDa, tespit edilen bant blylklGgi 90 kDa’dir (Anti-LAG3 ab209236)
** Beklenen molekiler agirhk 31 kDa, tespit edilen bant biiytkligi =55 kDa’dir (Anti-IL-1 B ab9722)
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Her sette gruplara ilk 6nce a-syn proteininin miktarini 6lgmek igin WB yapildi
ve tetrasiklin ile etkili bir sekilde a-syn ekspresyonunun G1, G3, G5 ve G7’de

tetrasiklin eklenmeyen gruplara gore durduruldugu gosterildi (Sekil 4.10).

WB
A B 2.0
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 . .
c 3 1.5+
532 3
o-syn - @ e e a» i .
(14 kDa) gﬁ 1.0
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Sekil 4.10. a-syn protein ekspresyonuna ait Western blot bulgusu. (A) a-syn proteini
ve endojen protein vinkulin icin WB membran gorseli, (B) a-syn protein
ekspresyonlarinin normalizasyon sonrasi ortalamalarini yansitan siitun
grafigi gorilmektedir.

Deney gruplarindan bazilarina (G3 ve G4) inflamasyonu tetiklemek amaciyla
TNF-a eklendi. inflamasyonun degerlendirilmesi amaciyla IL-1B diizeyleri semi
kantitatif olarak olclldi. Normalizasyon sonrasinda istatistiksel degerlendirme
tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplar igin ayri ayri yapildi. Tetrasiklin eklenen ve
eklenmeyen gruplarin ANOVA degerlendirmesi IL-1pB icin istatistiksel olarak anlaml
bulundu (Tet (+) p=0,03* ve Tet (-) p=0,001**) (Sekil 4.11).

Tetrasiklin eklenen gruplar icerisinde G3’e sadece TNF-a eklendi, G7’ye ise
TNF-a ve ardindan NAC eklendi. Dolayisi ile G3’(in inflamatuar belirtec acisindan en
ylksek ekspresyona sahip olmasi beklenmekteydi. Tetrasiklin alan gruplarin ikili
karsilastirilmalarinda kullanilan t-testi sonuclari beklenen ile paralellik gosterecek
sekilde istatistiksel olarak anlamliydi. Buna gore; TNF-a ile inflamasyonun tetiklendigi
G3 grubu, hicbir ila¢g eklenmemis G1 grubundan anlamli sekilde ylksek IL-1B protein
diizeyine sahipti (G1-G3 p=0,04%*). Kontrol grubunun (G1), NAC eklenen grup (G5) ve
TNF-a ve ardindan NAC eklenen grup (G7) ile karsilastiriimasi sonucunda istatistiksel

olarak anlamli bir fark gériilmedi. inflamasyonun tetiklendigi grup (G3), inflamasyon



68

tetiklendikten sonra anti-inflamatuar ilag eklenen grup (G7) ile karsilastirildiginda
sonuglar istatistiksel olarak anlamhydi (G3-G7 p=0,02*). Sadece anti-inflamataur ilag
eklenen grup (G5) ile G7 grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gorilmedi (Sekil 4.11).

Tetrasiklin eklenmeyen gruplar icerisinde G4’e sadece TNF-a eklendi, G8'e ise
TNF-a ve ardindan NAC eklendi. Dolayisi ile G4’lin inflamatuar belirtegler agisindan
en ylksek ekspresyona sahip olmasi beklenmekteydi. Tetrasiklin eklenmeyen
gruplarin ikili karsilastiriimalarinda kullanilan t-testi sonuglari beklenen ile paralellik
gosterecek sekilde istatistiksel anlamliliga sahiptir. Buna goére; TNF-a ile
inflamasyonun tetiklendigi G4 grubu, hicbir ila¢ eklenmemis G2 grubundan anlaml
sekilde yuksek II-1B protein dizeyine sahipti (G2-G4 p=0,001**). Kontrol grubunun
(G2), NAC eklenen grup (G6) ve TNF-a ve ardindan NAC eklenen grup (G8) ile
karsilastirilmasi  sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark gortlmedi.
inflamasyonun tetiklendigi grup (G4), inflamasyon tetiklendikten sonra anti-
inflamatuar ila¢ eklenen grup (G8) ile karsilastirildiginda sonuglar istatistiksel olarak
anlamliydi (G4-G8 p=0,01%*). Sadece anti-inflamataur ila¢ eklenen grup (G6) ile G8
grubu karsilastirildiginda arada anlamli bir fark gérilmedi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. IL-1P inflamatuar belirtecinin ekspresyonuna ait Western blot bulgusu.
(A) IL-1B ve endojen protein Vinkulin icin WB membran gorseli, (B)
Tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplarda IL-1B ekspresyonlarinin
normalizasyon sonrasi ortalamalarini yansitan situn grafigi ve istatistik
degerlendirmesi gorilmektedir (*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****
p<0,0001)

Deney gruplarindaki hicrelerin apoptozis oranlarini karsilastirmak icin aktif
kaspaz 9/kaspaz 9 ve kesilmis PARP/PARP oranlarinin dizeyleri semi kantitatif olarak
Olcllerek elde edildi. Normalizasyon sonrasinda istatistiksel degerlendirme tetrasiklin
eklenen ve eklenmeyen gruplar icin ayri ayri yapildi. Tetrasiklin eklenen gruplar
icerisinde G3’e sadece TNF-a eklendi, G5’e sadece NAC eklendi, G7’ye ise TNF-a ve
ardindan NAC eklendi. Tetrasiklin eklenmeyen gruplar icerisinde G4’e sadece TNF-a

eklendi, G6’ya sadece NAC eklendi, G8'ye ise TNF-a ve ardindan NAC eklendi.
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Aktif kaspaz 9/kaspaz 9 orani tetrasiklin eklenen gruplarda ANOVA
degerlendirmesi sonucunda istatistiksel olarak anlamh bulunmadi. Tetrasiklin
eklenen gruplar arasinda yapilan t-testi degerlendirmesinde aktif kaspaz 9/kaspaz 9
orani, TNF-a eklenerek inflamasyonun tetiklendigi G3 grubunda diger gruplara oranla
daha yuksekti. NAC eklenerek inflamasyonunun baskilandigi G5 ve G7 gruplarinda
aktif kaspaz 9/kaspaz 9 orani, G3 grubundan daha diistkti (Sekil 4.12).

Aktif kaspaz 9/kaspaz 9 oraninin tetrasiklin eklenmeyen gruplarda ANOVA
degerlendirmesi istatistik olarak anlamh bulundu (p=0,03*). NAC eklenen G6
grubunun apoptoz belirtegleri agisindan en dislik orana sahip olmasi
beklenmekteydi. Gruplarin ikili karsilastirilmalarinda kullanilan t-testi sonuglari
beklenen ile paralellik gosterecek sekilde istatistiksel anlamhliga sahipti. Buna gore;
G6 grubu, hicbir ilag eklenmemis G2 grubundan anlamli sekilde distk aktif kaspaz
9/kaspaz 9 oranina sahiptir (G2-G6 p=0,01%*). Kontrol grubunun (G2), TNF-a eklenen
grup (G4) ve TNF-a ve ardindan NAC eklenen grup (G8) ile karsilastirilmasi sonucunda
istatistiksel olarak anlamh bir fark goriilmedi. NAC eklenen grup (G6), inflamasyon
tetiklendikten sonra anti-inflamatuar ilag eklenen grup (G8) ile karsilastirildiginda ise
istatistiksel olarak anlamh sonuclar elde edildi (G6-G8 p=0,04*). Sadece
inflamasyonun tetiklendigi grup (G4), anti-inflamatuar ila¢ eklenen grup (G8) ile

karsilastirildiginda arada anlamh bir fark gérilmedi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Apoptoz belirteci olarak incelenen aktif kaspaz 9/kaspaz 9 oranlarina ait

Western blot bulgusu. Kaspaz 9, Aktif kaspaz 9 ve endojen protein olan

Vinkulin igcin WB membran gorseli, (B) Tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen

gruplarda aktif kaspaz 9/kaspaz 9 oranlarinin normalizasyon sonrasi
ortalamalarini yansitan situn grafigi ve istatistik degerlendirmesi

(*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001)

Kesilmis PARP/PARP oraninin tetrasiklin

eklenen gruplarda ANOVA

degerlendirmesi istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,03*). Sonuglarin analizi ile elde

edilen grafik incelendiginde inflamasyonun tetiklendigi grup (G3) goreceli olarak en

yliksek orana sahiptir. Gruplarnin ikili karsilastiriilmalarinda kullanilan t-testi

sonuclarina gore; G3 grubunda bu oran, TNF-a ve ardindan NAC eklenen gruptan (G7)

anlamli derecede yiksektir (G3-G7 p=0,03*) (Sekil 4.13).

Kesilmis PARP/PARP oraninin tetrasiklin eklenmeyen gruplarda ANOVA

degerlendirmesi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Gruplar arasi yapilan t-testi
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degerlendirmesinde beklenilenle paralellik gosterecek sekilde; G4 grubu, hicbir ilag
eklenmemis G2 grubundan anlamh sekilde yuksek kesilmis PARP/PARP oranina
sahipti (G2-G4 p=0,03*). Kontrol grubunun (G2), NAC eklenen grup (G6) ve TNF-a ve
ardindan NAC eklenen grup (G8) ile karsilastirimasi sonucunda anlamh bir fark
gorilmedi. TNF-a eklenen grup (G4), inflamasyon tetiklendikten sonra anti-
inflamatuar ilag eklenen grup (G8) ile karsilastirildiginda sonuglar istatistiksel olarak

anlaml bulundu (G4-G8 p=0,02*) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Apoptoz belirteci olarak incelenen kesilmis PARP/PARP oranlarina ait
Western blot bulgusu. PARP, kesilmis PARP ve endojen protein olan Aktin
icin WB membran gorseli, (B) Tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen
gruplarda kesilmis PARP/PARP oranlarinin normalizasyon sonrasi
ortalamalarini yansitan sttun grafigi ve istatistik degerlendirmesi
(*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001)
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Her set icin gerceklestirilen LAG3 ve TLR2 reseptorleri ekspresyonlarinin semi
kantitatif degerlendirmesinde, normalizasyon sonrasi degerler karsilastirildiginda
tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplarin ayri ayri degerlendirmesinde her iki
reseptor icin de ANOVA test sonuglari istatistiksel olarak anlamli degildi.

LAG3 reseptori icin tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplarda yer alan alt
gruplar kendi iclerinde t-testi ile ikili olarak karsilastirildi ve istatistiksel olarak anlamh

bir fark gorilmedi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. LAG3 reseptoriniin ekspresyonuna ait Western blot bulgusu. (A) LAG3
reseptori ve endojen protein aktin icin WB membran gorseli, (B)
Tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplarda LAG3 ekspresyonlarinin
normalizasyon sonrasi ortalamalarini yansitan sltun grafigi ve istatistik
degerlendirmesi gorilmektedir.
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TLR2 reseptori icin tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplarda yer alan alt
gruplar kendi iclerinde t-testi ile ikili olarak karsilastirildi. Tetrasiklin eklenen gruplar
arasinda anlamli bir fark gérilmedi. Tetrasiklin eklenmeyen gruplarin karsilastirilmasi
sonucunda, TNF-a eklenerek inflamasyonun tetiklendigi grubun (G4), inflamasyon
tetiklendikten sonra anti-inflamatuar ilag eklenen gruptan (G8) anlamli derecede

ylksek TLR2 reseptor proteinine sahip oldugu gozlendi (G4-G8 p=0,02*) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. TLR2 reseptoriniin ekspresyonuna ait Western blot bulgusu. (A) TLR2
reseptori ve endojen protein aktin icin WB membran gorseli, (B)
Tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplarda TLR2 ekspresyonlarinin
normalizasyon sonrasi ortalamalarini yansitan siitun grafigi ve istatistik
degerlendirmesi gorilmektedir. (*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****
p<0,0001)
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4.4. insan H4 Noroglioma Hiicreleri ile Olusturulan Deney Gruplarinda

Hiicre Canlihginin Degerlendirilmesi

insan H4 néroglioma hiicrelerinde TNF-a ile olusturulan inflamatuar modelde,
inflamasyonun ve anti-inflamatuar ila¢ olarak kullanilan NAC'nin hiicre sag kalimi
Uzerine etkilerini degerlendirmek amaciyla tim deney gruplarina hiicre 6limini
yansitan Toxilight-AK testi uygulandi. Toxilight testi tekrarlari igin farkli pasajlardan 4
set hazirlanip, dordiinci is paketinde aciklanan sekilde deney diizenegi kuruldu,
belirtilen deney siiresinin sonunda liminesans degerleri olglildi. Elde edilen
degerlerin her set i¢in ortalamasi istatistik degerlendirme igin hesaplandi ve istatistik
analizler bu 4 setten elde edilen ortalamalarla gerceklestirildi (Sekil 4.16). istatistiksel

analizler ve degerlendirmeler tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplarda ayri ayri

yapild.

1.2=-
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'E -¢= G5 ortalama
i 0.9 -@ G6ortalama
g B G7ortalama
0.8+ - G8ortalama

0.7

T T T
Giin 1 Giin 2 Giin 3

Sekil 4.16. Tim deney gruplar icin hiicre 6limu degerlerini yansitan Toxilight
testinin AK [iminesans degerlerinin olgiminil gosteren gizgi grafigi.

Hiicreler, 24 kuyucuklu plaklara aktarildiktan sonra 24 saat tutunmalari ve
tetrasikline cevap vermeleri icin beklendi. 1. glin toxilight 6lctim ilaglar eklenmeden
once, ilk bastaki hiicre 6lim miktarini tespit etmek icin gerceklestirildi (Sekil 4.17A).
Kuyucuklarda yer alan hiicrelerin deney basinda yaklasik olarak esit canliliga sahip
oldugu goruldi. 1. glin dlciminin ardindan G3, G4, G7 ve G8 gruplarinin besi yeri

TNF- aiceren besi yeri ile degistirildi, diger gruplarin besi yeri ise (G1, G2, G5 ve G6)
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degisim ila¢ icermeyen taze hiicre besi yeri degistirildi. Bu kosullar altinda 24 saat
daha inkiibe edilen hiicrelere inkiibasyon siresinin sonunda 2. glin toxilight deneyi
yapilarak liminesans degerleri 6lgiildii. ikinci giin yapilan 6&lciimlerin analizi
sonucunda G4 ve G8 gruplarina ait liminesans degerleri diger gruplardan goéreceli
yuksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 4.17B). 2. gilin
Olglimlerinin ardindan G1, G2, G3, G4 gruplarinin besi yerleri ila¢ icermeyen taze
hlcre besi yeri ile degistirildi ve 24 saat daha inkiibe edilmek Uizere inkibatore
yerlestirildi. G5, G6, G7 ve G8 gruplarinin besi yeri ise NAC iceren besiyeri ile
degistirildi ve 45 dakika inklibe edildi. 45 dakikanin sonunda bu gruplarin besi yeri de
ilag icermeyen taze hiicre besi yeri ile degistirildi ve hiicrelerin anti-inflamatuar ilaca
olan cevabinin gozlenebilmesi icin 24 saat daha inklibe edildi. 24 saatlik silirenin
sonunda hiicrelere 3. giin toxilight deneyi yapilarak liminesans degerleri 6lctldi
(Sekil 4.17C). Yapilan degerlendirmeler sonucunda tetrasiklin eklenen gruplarda (Tet
(+) gruplar; G1, G3, G5 ve G7) hiicre 6liminl yansitan liminesans degerlerine
bakildiginda, TNF- a eklenen G3’de hiicre 6liminin diger gruplardan goreceli olarak
daha yilksek oldugu, sadece anti-inflamatuar ilag ile takip edilen G5’de ise hiicre
Oliminiln goreceli olarak en diislik oldugu gozlendi. TNF-a eklenmesinin ardindan
NAC uygulanan G7 grubunun liminesans 6lcimlerinin G3 grubundan duslik, G5
grubu ile neredeyse ayni seviyede oldugu gozlendi (Sekil 4.17C). Tetrasiklin
eklenmeyen gruplarda (Tet (-) gruplar; G2, G4, G6 ve G8) hiicre 6limiuni yansitan
[iminesans degerlerine bakildiginda, TNF-a eklenen G4’de hiicre 6liminiin kontrol
grubundan goreceli olarak yiksek oldugu gozlendi. G4’de hiicre 6limi, TNF-a ve
ardindan NAC eklenen gruptan (G8) anlamli sekilde yiksek bulunmustur (G4-G8
p=0,01*). Kontrol grubu ile (G2) anti-inflamatuar ila¢ eklenen grup (G6)
karsilastirildiginda hiicre oliminidn anlamh sekilde azaldigl tespit edildi (G2-G6
p=0,03*). G6 ve G8 gruplarinin karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklihk saptanmadi (Sekil 4.17C).
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Sekil 4.17. Tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplar igin ayri ayri hiicre 6limi
degerlerini yansitan Toxilight testinin AK liiminesans degerlerinin
Olgimin ile elde edilen situn grafikleri ve istatistik degerlendirmeleri.
(A) Birinci glin uygulanan toxilight testine ait analizleri, (B) ikinci glin
uygulanan toxilight testine ait analizleri ve (C) Gi¢lincli glin uygulanan
toxilight testine ait analizleri gostermektedir. (*p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001, **** p<0,0001, ns:p>0,05)
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4.5. insan H4 Noroglioma Hiicreleri ile Olusturulan Deney Gruplarinda

TUNEL Uygulamasi ile Apoptozun Degerlendirilmesi

H4 hicreleri ile olusturulan deney gruplarinda hiicre 6liminin
karsilastirilmasinin yani sira, gruplar apoptoz agisindan da degerlendirildi. TUNEL
isaretlemesi 3 sette uygulandi ve her grup icin toplamda en az 20 mikroskobik alan
degerlendirildi (Sekil 4.18). 20 alanda yapilan hiicre sayimi sonucunda her grup igin
apoptotik hicrelerin sayisi toplam hiicre sayisina oranlanarak apoptotik indeks
hesaplandi (Tablo 4.2). Hesaplanan apoptotik indeksin gruplar arasindaki farklilig

istatistiksel olarak degerlendirildi.

Sekil 4.18. Pozitif TUNEL immunofloresan isaretlenmesi mikrograflari. Apoptotik
hiicreler apoptozun karakteristik 6zelliklerini degisen evrelerde
sergilemeleriyle diger hiicrelerden ayrilmaktadir (A, B, C ve D). Hiicrelerin
hacminde azalma, hiicre membraninda tomurcuk benzeri yapilanmalar
(ok), DNA butinlaginin bozulmasi (DNA fragmantasyonu) ve apoptotik
cisimler (yildiz) gozlenmektedir. Kullanilan kitin isaretlenme 6zelliklerine
gore Propidium lodide (PI) ¢cekirdekleri (N) kirmizi renkte, FITC-dUTP
apoptotik hticreleri yesil renkte isaretlemektedir.
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Tablo 4.2. TUNEL isaretlemesi yapilan deney gruplarinda 20 alanda yapilan hiicre
sayimi tablosu. Tabloda her grup icin yapilan sayim sonucunda elde
edilen apoptotik hiicre sayilari, toplam hiicre sayilari ve hesaplanan
apoptotik indeks degerleri goriilmektedir.

Deney@Gruplar  ApoptotikEHiicreBayisi ToplamMiicreBayisi = AifApoptotikZindeks)

G1 45 132 0.340909091
G2 41 162 0.25308642
G3 63 141 0.446808511
G4 57 79 0.721518987
G5 43 200 0.215

G6 37 107 0.345794393
G7 54 149 0.362416107
G8 31 64 0.484375

Apoptotik indeks tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplarda, gruplarin
kendi igerisinde degerlendirildi. Buna gore; hem tetrasiklin eklenen gruplarda (G1,
G3, G5 ve G7) hem de tetrasiklin eklenmeyen gruplarda (G2, G4, G6 ve G8), TNF-a
eklenen gruplarda (G3 ve G4) apoptotik indeksin daha yiksek oldugu gorulda.
Tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplar i¢in yapilan ANOVA degerlendirmesi
istatistiksel olarak anlaml bulunmadi (p=0,04* ve p<0,0001****),

Tetrasiklin eklenen gruplardan G3’e sadece TNF-a eklendi, G5’e sadece NAC
uygulandi ve G7’ye ise TNF-a ve ardindan NAC eklendi. Tetrasiklin alan gruplarin ikili
karsilastirilmalarinda kullanilan t testi sonuclarina bakildiginda apoptotik indeks G3
grubunda G1 kontrol grubundan anlamh sekilde yiiksektir (G1-G3 p=0,04*). G3
grubuna ait apoptotik indeks G7 grubundan gorece olarak yiksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi (Sekil 4.19).

Tetrasiklin eklenmeyen gruplar icerisinde G4’e sadece TNF-a eklendi, G6’ya
sadece NAC uygulandi ve G8’e ise TNF-a ve ardindan NAC eklendi. Tetrasiklin
eklenmeyen gruplarin ikili karsilastiriimalarinda kullanilan t testi sonuclarina goére
apoptotik indeks G4’de, kontrol grubu olan G2’den ve G8 grubundan istatistik olarak
anlamh vyiksek bulundu (G2-G4 p<0,0001**** G4-G8 p=0,06**). G6 ve G8

gruplarinin karsilastirmasinda anlamli bir farklilk saptanmadi. (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Tablo 2’de deney gruplari icin verilen apoptotik indeksleri yansitan stitun
grafigi ve istatistik degerlendirmesi tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen
gruplar igin ayri ayri goriilmektedir. (*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001,
**** p<0,0001, ns:p>0,05)

4.6. insan H4 Noroglioma Hiicrelerinde LAG3 ve TLR2 Reseptor

Ekspresyonlarinin g-PCR ile Degerlendirilmesi

H4 hiicreleriile olusturulan deney gruplarinda a-syn proteininin, LAG3 ve TLR2
reseptorlerinin transkripsiyon dizeylerinin kantitatif tayini amaciyla, her grup ve set
icin miktarlari belirlenmis olan total RNA 6rneklerinden cDNA sentezi yapildi ve g-PCR
yontemi uygulandi. g-PCR tekrarlari igin farkli pasajlardan 4 set hazirlanip galigildi.
ligilenilen genlere ait degerlerin normalizasyonu endojen kontrol olarak HRPT-1
geninin kullaniimasi ve RQ (Relative quantification) degerlerinin oranlanmasi ile
gerceklestirildi. Normalizasyon sonrasinda istatistiksel degerlendirme tetrasiklin
eklenen ve eklenmeyen gruplar icin ayri ayri yapildi. Deney gruplarindan G1 ve G2
tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplar icin kontrol gruplaridir. G3 ve G4'e
inflamasyonu tetiklemek amaciyla TNF-a eklendi. G5 ve G6’ya anti-inflamatuar ilag
olan NAC eklendi. G7 ve G8'e ise TNF-a ardindan NAC eklendi.

Tetrasiklin eklenerek a-syn proteininin asiri sentezlenmesi durdurulurken,

endojen a-syn proteininin sentezlenmesi lzerinde bir blokaj etkisi s6z konusu
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degildir. Yani tetrasiklin antibiyotigi ile, transfeksiyon yontemi uygulanarak a-syn
proteinini asiri  sentezlenmesi saglanan hiicrelerde bu sentez yetenegi
durdurulmaktadir. Tetrasiklin eklenen gruplarda (G1, G3, G5, G7) yapilan ANOVA
analizinde, a-syn proteininin transkripsiyonu agisindan gruplar arasinda istatistik
acidan anlamh bir fark goézlenmemistir. Gruplarin kendi iglerinde yapilan ikili
degerlendirmelerde, G1 ve G3 arasinda istatistik agidan anlamli fark oldugu tespit
edilmistir (G1-G3 p=0,01%*) (Sekil 4.20).

Tetrasiklin eklenmeyen yani a-syn proteini asiri sentezleyen gruplarda (G2,
G4, G6, G8) yapilan ANOVA analizinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
tespit edildi (p<0,0001****). Gruplarin kendi icinde yapilan ikili degerlendirmelerde,
G2 grubu ile G4 ve G8 gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (G2-
G4 p<0,0001**** G2-G8 p=0,001**). Sadece NAC eklenen G6 grubu ile TNF-a
ardindan NAC eklenen G8 grubu arasinda da anlaml fark gézlendi (G6-G8 p=0,004**)

(Sekil 4.20).
g-PCR a-PCR
2.5+ *k
=0 * . Aokokk *ok
1 2.0+ 200+ —_—
= .
m [ ] L ]
z —_
I 157 = 150+
< . [
&) o
z 07 g 100 .
5 S
0.5 n *
& o 501
0.0- o
» 52 2] A 0-
CN @Oy 0 ©
X o O (9] a9 ™
«@&\ «Y\Q x\y x\g?- & @ &, ¢
x LN & \'l e?’
F AN D &° A
S
¥ .&\"\ b N
&0 /\e

Sekil 4.20. Tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplar igin a-syn proteininin
transkripsiyonunu yansitan g-PCR analizlerine ait stitun grafikleri
gorilmektedir. (*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001)
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LAG3 reseptoriiniin deney gruplarinda transkripsiyon diizeylerinin
degerlendirilmesi tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplarda ayri ayri yapildi.
Tetrasiklin eklenmeyen gruplar icin ANOVA testi istatistik acidan anlamh bulundu
(p=0,002**). Gruplar arasi ikili degerlendirmede NAC eklenen G6 grubunun LAG3
transkripsiyon diizeyinin diger gruplardan anlamli derece yiiksek oldugu dikkati cekti
(G2-G6 p=0,0008***, G6-G8 p=0,03*) TNF-a eklenen G4 grubunda transkripsiyon
diizeyleri kontrol grubundan disik bulundu (G2-G4 p=0,052) (Sekil 4.21).

Tetrasiklin eklenen gruplarin ANOVA degerlendirmesi istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Gruplar arasi yapilan ikili degerlendirmelerde hem TNF-a eklenen
G3 grubunun hem de TNF-a ve ardindan NAC eklenen G7 grubunun kontrol
grubundan anlamli diizeyde diisik LAG3 transkripsiyonuna sahip oldugu gozlendi
(G1-G3 p=0,02*%, G1-G7 p=0,03*) Sadece NAC eklenen G5 grubunda LAG3

transkripsiyon dizeyi diger gruplardan goreceli olarak yiksek bulundu (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplar icin LAG3 reseptoriniin
transkripsiyonunu yansitan g-PCR analizlerine ait stitun grafikleri
gorulmektedir. (*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001,
ns:p>0,05)

TLR2 reseptorinin deney gruplarinda transkripsiyon diizeylerinin

degerlendirilmesi tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplarda ayri ayri yapildi. TLR2
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reseptord icin yapilan transkripsiyon analizlerinin sonuclari sekil 4.22’deki grafikte
gorilmektedir. TLR2 reseptori transkripsiyonu astrositlerde ¢ok diisik diizeydedir.
Gahsmamizda olusturdugumuz 4 setten 1 sette degerlendirmeye alinabilecek
sonuglar elde edilemedigi i¢in ¢alisma disi birakildi. Ayni sebeple, ¢alismaya dahil
edilen 3 sete ait verilerin ¢ok genis bir dagihma sahip olduklari géraldi. Verilerin
analizleri sonucunda istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da; tetrasiklin
eklenmeyen gruplarda TNF-a eklenerek inflamasyonun tetiklendigi grubun (G4), en
yuksek transkripsiyona sahip oldugu gozlendi. Anti-inflamatuar ilag uygulamasi ile

transkripsiyon diizeylerinin distiga gorulda.

q-PCR g-PCR
2.5- 104
% 2.0 . T 8 )
- =
o o
% 1.5 . . I 6
N N .
§ 1.0- . E 4]
g g
L ]
0.0~ . . o—‘ ﬁ T
NoDd e A Vv B
(<) \x\ 0Q¢ 0?.0 ng) © N C?{(Q, 060 0?0
& S NN & & F N
w P AR
F DD S R
«@"’ b:‘e ' &é" A% S
>
JF¥ ,\a\"\ RUBNEE /&@
P g

Sekil 4.22. Tetrasiklin eklenen ve eklenmeyen gruplar icin TLR2 reseptoriinin
transkripsiyonunu yansitan g-PCR analizlerine ait stitun grafikleri
goritlmektedir.
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5. TARTISMA
5.1. Parkinson Hastalig
5.1.1. Parkinson Hastalig1 Patofizyolojisi

Parkinson hastaligi yasa bagl en sik goriilen motor hareket bozuklugudur (26).
Parkinson hastaligindaki baslica patolojik degisiklikler, melanin igeren dopaminerjik
noronlarin kaybi ve hiicre icinde alfa sintklein (a-syn) ve diger ubikutinlenmis
proteinleri iceren, Lewy cisimcikleri olarak adlandirilan inkliizyon cisimlerinin
olusmasidir. Bu sekilde olusan, hatali katlanmis a-sintiklein oligomerleri ve
agregatlarinin hicre icinde birikimi sinlkleinopatiler adi verilen nérodejeneratif
hastaliklarin ana belirtecidir. Bu hastaliklara 6rnek olarak, Parkinson Hastaligi, Lewy
cisimcigi ile iliskili demans ve Multiple Sistem Atrofisi (MSA) verilebilir. Patogenez ve
hastaligin ilerlemesinde ¢ok 6nemli bir rol oynamasina ragmen, a-syn proteininin
islevi ve a-syn kaynakh nérotoksisitenin altinda yatan molekiler mekanizmalar hala

tam olarak aydinlatilamamistir.
5.1.2. Parkinson Hastaliginin Arastirilma Yéntemleri

Parkinson hastaligl, merkezi sinir sisteminin (MSS) bir bileseni olan
mezensefalonun Pars compacta kisminda bulunan dopaminerjik néronlarin kaybi ile
karakterizedir (196). Bu sebepten, yasayan insan dokusu lzerinde arastirma yapmak
mumkin degildir. Bu etik kisithlik sebebiyle hastaligin altinda yatan pek cok
mekanizma henlz aydinlatilamamistir. Bu eksik kisimlari aydinlatmak, yeni tani ve
tedavi protokolleri gelistirebilmek amaciyla, a-syn proteininin oligomerizasyon,
toksisite ve hiicreler arasindaki gecisin incelenmesi icin ¢esitli in vivo ve in vitro deney
modelleri arastirmacilar tarafindan kullaniimaktadir. Ozellikle hiicresel modeller,
hastaligin patolojik slirecinin kavranabilmesi ve a-syn toksisitesini modile edebilen
molekillerin gozlenebilmesi acisindan 6nemlidir. Ayni zamanda hiicre modelleri,
preklinik hayvan modelleri ve insan calismalarindan 6nce anahtar yaklasimlardir.
Hiicresel modellerin avantajlari arasinda hizli ve tekrarlanabilir olmasi, dlsik

maliyetli olusu, genetik modifikasyonlar ve farmakolojik maniptlasyonlarin
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yapilabilmesi iken, dezavantajlari ise; néron agini tamamen gosteremeyen basit
modeller oluslari ve hastaliklarin karmasikliginin tam modellenememesi olarak

soylenebilir (197).

5.1.3. Parkinson Hastaligi Calismalarinda Kullanilan In vitro

Modeller

Maya Hiicresi

Bugiline kadar vyapilan calismalarda kullanilan maya gibi tek hiicreli
organizmalar ve memeli hilicre hatlari, sintkleinopatilerin patofizyolojisi hakkinda
onemli bilgiler saglamistir. Biyolojisi ve genetigi iyi bilinen tek hiicreli bir maya olan S.
cerevisiae  (Saccharomyces cerevisiae), 0Ozellikle protein katlanmasi ve
parcalanmasinda rol oynayan molekiler yolaklarin ve proteinlerin prion benzeri
davranislarinin nérodejeneratif hastaliklarin altinda yatan molekiler mekanizmalar
ile iliskili olarak incelenmesinde buyik katki saglamistir (197). Bu model, a-syn
sitotoksisitesine bagli hiicre ici trafiginde bozulma, lipit metabolizmasindaki
degisikliklerin saptanmasi, oksidatif stres artisi mekanizmalarinin arastirilmasinda
(198), a-syn toksisitesi ve birikiminin altinda yatan molekiler mekanizmalarin
incelenmesinde (199, 200) tercih edilmistir. Ginimizde maya hlicre modeli 6zellikle,
a-syn mutasyonlarinin fenotipe etkisinin (201, 202) ve a-syn proteininde gerceklesen
post-translasyonel modifikasyonlarin etkilerinin (203-206) incelenmesinde tercih

edilmektedir.

Memeli Hiicre Hatlari

Arastirmalarda kullanilan bir diger model olan memeli hiicre hatti modelleri
ise temel olarak iki gruba ayrilir. Bunlar; néron kokenli hiicre hatlari ve farkli hiicre
tiplerinden kdken alan noéron kdkenli olmayan hicre hatlaridir. Sinlkleinopatilerde,
hiicrede a-syn birikimi ve oligomer formlarinin olusmasini takiben, mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu, apoptoz ve oksidatif stres artisi, protein yikim yolaginda islev

kaybi basta olmak (izere pek ¢cok hiicre ici yolagin etkilendigi bilinmektedir (201, 207,
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208). Bu yolaklarin daha detayh incelenebilmesi icin a-syn birikimi ve oligomer

formlarinin olusumunu taklit edebilen hiicresel modeller kullaniimaktadir.

Noron Kokenli Hiicre Hatlari

In vivo deneylerden elde edilen primer néron kiltiirti, oélimslzlestirilmis
hiicre hatlarina alternatif olarak distnilebilecek bir modeldir. Embriyonik veya
dogum sonrasi erken donemdeki fare veya sican yavrularindan hazirlanir. Néron
ortamini ¢ok iyi taklit eder ve buna bagl fizyolojik olarak daha anlamli sonuglar elde
edilebilir. Bunun yani sira, spesifik beyin bolgelerinden elde edilmek istenilen néron
tiplerinin ¢alisilabilmesi konusunda avantaj saglamaktadir. Parkinson hastalig
modellemesinde, fare ventral mezensefalonundan primer dopaminerjik néronlarin
eldesi hastaligin patolojisi ve ilerlemesi konusunda detayli bilgiler saglamaktadir (209,
210). Ayni zamanda bu hiicrelerde, WT veya mutant a-syn asiri ekspresyonu
saglanabilmektedir. Bunun igin iki yontem tercih edilebilir. Bunlar; normal model
canhlardan izole edilen hiicrelerde a-syn ve izoformlarinin transfeksiyon yolu ile
ekspresyonunun saglanmasi (211, 212) veya a-syn transgenik hayvan modellerinden
hiicrelerin izole edilerek primer kiltiriinin yapilmasi (213) seklindedir. a-syn
proteininin hiicreden hiicreye gecisine ait mekanizmalari ve bu siirecte etkili reseptor
ve sinyal yolaklarini aydinlatmak amaci ile, son yillarda prefibriler a-syn (PFF) ile
yuritilen calismalarin bazilarinda da primer noéron kiltliri tercih edilmistir.
Hilcreden hiicreye gecisi modellemeyi temel alan bu calismalar, hiicrelerde PFF
sentezletmek ve agregat olusumunu indiklemek amaciyla, hiicrelerin rekombinant
a-syn ile transfekte edilmesi ile olusturulmaktadir (214). Dis ortamda elde edilen
PFF'lerin primer noronlara uygulanmasi sonrasinda endojen a-syn, ¢dziinmeyen,
hiperfosforile, ubikutinlenmis ve Lewy cisimcigi benzeri agregatlar olusturulabilir
(215). Boylece a-syn birikiminin erken dénemlerinden, hiicreler arasinda yayilmasina
ve hiicre 6liimine kadar gecen sirecin incelenmesine olanak saglanir (216).

Farklandirilmis 6limsiz dopaminerjik hiicre hatti modelleri Parkinson
hastaligi calismalarinda kullanilan bir diger in vitro model grubudur. Bu grupta siklikla

insan noroblastoma hiicre hatti (SH-SY5Y) ve sican feokromositoma hiicre hatti
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(PC12) tercih edilmektedir (217, 218). Bu hiicre hatlarina ait hiicreler, PH'de etkilenen
noron popllasyonu ile bircok benzerlik tasimaktadir ve noérodejeneratif
mekanizmalari anlamak igin yaygin olarak kullanilirlar. PC12 ve SH-SY5Y hiicreleri,
retinoik asit (RA) ve beyin-tiirevli norotrofik faktére (BDNF) maruz kaldiktan sonra
noronlara farklanabilmektedir (217, 218). Primer néron kiltiiriine olan avantajlari ise,
devamli ¢ogaltilabilmeleri ve daha az is yik{ olmasidir. Diger bir avantajlari ise, a-syn
ve izoformlarinin asiri ekspresyonunun sitotoksisiteye yol agcmasi ve hiicre sag
kalimini etkilemesidir (219, 220). Yapilan gesitli calismalarda, SH-SY5Y hicre kaltiri
modelinde agregatlarin ve Lewy cisimciklerinin olusumunun da tetiklenebildigi
gosterilmistir (221, 222).

Son yillarda Uzerinde ¢ok¢a durulan diger bir model ise, hastalardan elde
edilen hiicreler ile kok hicreye farklandirilabilen hiicre modelleri olusturulmasidir
(223). Kisisellestirilmis tip kapsaminda, hastaya 6zgli hiicre modellemesi yapmak
amaciyla insan deri fibroblastlari kullanilir. Spesifik pluripotensi regulatérlerinin
aktarilmasi ile deri fibroblastlari yeniden programlanarak indiiklenmis pluripotent
kok hiicrelerine (iPSC'ler) donusturdlebilir (223, 224). Bu yontem ile in vitro ortamda
hastaya 6zgu her tir sinir hiicresinin Uretilmesi teorik olarak mimkiindur. Boylece,
hastaliklarin etiyopatolojisinin, hastaliklari hedefleyen yeni ilaglarin ve hiicresel
tedavilerin kisiye 6zel olarak arastirilmasi miimkiin olabilecektir (225). Ve hatta daha
ileri calismalar ile beynin karmasikhgini taklit eden 3-boyutlu organoidlerin
gelistirilmesi mumkiin olabilecektir (225). Bu ileri tekniklerin kullanimi ile 6zellikle
¢alisiilmasi zor olan insan MSS arastirilmalarinda, nérodejeneratif hastaliklarin altinda
yatan mekanizmalarin anlasilmasi, genotip ile fenotip arasindaki iliskinin
aydinlatiimasi ve bu iliskinin CRISPR-Cas9 genom diizenleme metotlariyla modiile
edilerek hastaliga neden olan mutasyonlarin roliiniin aydinlatilmasinin ve tedavi
metotlarinin gelistirilebilmesinin 6nlinl acacaktir (226, 227). Teorikte cok yararli
goriinen bu yeni jenerasyon modellerin de bir takim kisithliklari mevcuttur. Baslica
engeller, MSS’de farkl gorevleri olan ¢ok farkli hiicre tipleri bulunmasi ve bunlarin
ayni kaltdir kosullarinda yetistirilmesinin zorluklari olarak siralanabilir. Bunun yani sira

norodejeneratif hastaliklar genellikle ileri yaslarda baslarken, iPSC uygulamasi ile



88

hiicreler embriyonik donemdekine yakin bir duruma getirilmektedir. Bu uygulamaya
bagh olarak hiicrelerin pluripotensi yetenegi kazanmasi, timor olusturma

potansiyelini de beraberinde getirir (228, 229).

Noronlardan Kéken Almayan Hiicre Hatlari

Noron kokenli olmayan oOlumsizlestirilmis hiicre hatti modelleri arasinda
laboratuvarlarda en sik kullanilanlar insan embriyonik bobrek 293 (HEK293) ve insan
noroglioma (H4) hicre hatlaridir. Bu hiicrelere gesitli yontemlerle transfeksiyon
uygulanarak, WT (wild type) veya mutant a-syn proteini asiri eksprese edebilen stabil
Olimsiz hiicre hatlari elde edilebilmektedir (192, 202, 230). Bu hiicreler ile olusturan
modellerde gesitli kisithliklar s6z konusu olabilmektedir. Bu kisithiliklar baslica; a-syn
ekspresyonunun hicrelere veya kosullara gore degisiklik gostermesi, her hiicrede
inklizyonlarin olusmamasi, veya olusan inkliizyonlarin Parkinson hastalarinda post-
mortem olarak saptanan inkliizyonlara benzerlik géstermemesi olarak belirtilebilir
(197). Yine de bu modellerin galismalarda sagladiklari avantajlar dezavantajlarindan
daha Ustlin oldugu icin pek ¢ok arastirmaci tarafindan siklikla tercih edilmektedir. Bu
kisithliklarin Gstesinden gelebilmek adina hiicrelerde toksik ortami saglamak igin
cesitli uygulamalar yapilmaktadir. Bunlardan bazilari; 1- metil-4-fenilpiridinyum
(MPP+), rotenon veya proteazom inhibitorleri gibi toksinler ile inklizyon ylikinin
arttirilmasi (192, 231) veya Synphilin-1 gibi a-syn ile etkilesen proteinlerin a-syn ile
birlikte ekspresyonunun saglanarak daha biiyik agregatlarin elde edilmesi (192, 232)
seklinde siralanabilir.

Literatlirde yer alan bilgilere bakildiginda H4 hiicre hatti, nérodejeneratif
hastaliklarin altinda yatan hiicresel ve molekiler patolojilerin arastirilmasinda,
toksisite ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi amaciyla planlanan in vitro deney
modellerinde siklikla kullanilmaktadir (70). Néroglioma hicre hatti, biyokimyasal
analizlerin yapilmasi, deneylerin tekrarlanmasi ve devamhligi acisindan primer

noronlara gore daha avantajlidir (192).
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Parkinson Hastaliginda H4 Hiicrelerinin Model Olarak Kullanilmasi

H4 hicreleri, transfeksiyon yontemi uygulanarak oa-syn proteinini asiri
sentezlemesi yonilinde programlanabilmekte ve protein asiri ekspresyonu tetrasiklin
(tet) antibiyotigi uygulamasiyla kontrol edilebilmektedir (193, 207). Ancak tetrasiklin
kullanimi, hiicrelerde normal kosullar altinda sentezlenen endojen a-syn proteininin
ekspresyonunu etkilememektedir (192). Béylece H4 hiicreleri ile, a-syn proteininin
asiri ekspresyonu ve hiicre icinde birikimi ortak o6zelliginin altinda toplanan
sintkleinopatiler icin model gelistirmek ve hicre kiltird c¢alismalari yapmak
mumkunddr.

Bu tez ¢calismasinda WT a-syn proteinini asiri eksprese eden insan néroglioma
(H4) hicre hatti kullanilarak inflamatuar bir Parkinson hastaligi modeli
olusturulmustur. Calismamizda kullanmayi tercih ettigimiz bu model ile, a-syn
proteinini asiri eksprese eden ve tetrasiklin uygulanarak a-syn proteinini asiri
eksprese etmesi durdurulan kontrol gruplari olusturulmustur. Tetrasiklin eklenen
(tet +) ve eklenmeyen (tet -) gruplar arasinda, a-syn proteininin ekspresyonu
acisindan anlamh fark oldugu immunofloresan ve Western Blot yontemleriyle
gosterilmistir. Ayrica bu bulgularla tutarli olacak sekilde, g-PCR sonuglari da a-syn
protein transkripsiyonunun tet eklenen gruplarda azaldigini ve sadece endojen a-syn
transkripsiyonu oldugunu gostermistir. Bu modelde inflamasyon disaridan kiltir
ortamina TNF-a eklenmesi ile tetiklenmistir. Sonrasinda anti-inflamatuar ajan olarak
N-asetilsistein  (NAC) uygulanmistir ve bu ilacin etkileri degerlendirilmistir.
Calismamiz, noéroinflamasyon slirecine odaklanmaktadir. Néroglioma hiicrelerinin
astrositlerden koken almasi ve astrositlerin noéroinflamasyonda rol oynamasi, bu

hiicre hattini bu ¢alisma icin uygun ve avantajli hale getirmistir.

5.2. Transgenik Hiicrelerde inflamasyonun Tetiklenmesi ve Etkilerinin

Degerlendirilmesi

TNF-a, uzun yillardir bilinen gliclii bir pro-apoptotik ve pro-inflamatuar
sitokindir  (233). TNF-a’'nin MSS’de hem fizyolojik kosullarda hem de
noroinflamasyonda aktif rol aldigi bilinmektedir (234). Saglikh MSS’de TNF-a, sinaptik
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plastisite (235), 6grenme ve hafiza(236, 237), uyku (238), yiyecek ve su alimi (239)
gibi onemli fizyolojik siliregler Uzerinde dizenleyici islevlere sahiptir. Patolojik
kosullarda, astrositler ve esas olarak mikroglia hicreleri énemli miktarlarda TNF-a
sentezler ve salgilar; ve bu sire¢ néroinflamatuar yanitin 6nemli bir bilesenidir (240-
242). Ortaya gikan noéroinflamasyon, nérodejenerasyonda siireci tetikleyici ve arttirici
etkilere sahiptir (142). Yapilan ¢alismalarda, travmatik beyin hasari (243), iskemi
(244), Alzheimer Hastaligi (245), Parkinson Hastaligi (246, 247), Multiple Skleroz (248)
ve Amyotrofik Lateral Skleroz’da (249) yiiksek TNF-a seviyeleri tespit edilmistir.

Calismamizda TNF-a eklendikten sonra hiicre kiltirinde inflamasyonun
tetiklendigi, Western Blot teknigi uygulayarak IL-18 seviyelerinin artisi yolu ile
kanitlandi. Bunun yani sira TNF-a eklenerek inflamasyon tetiklenen gruplarda, a-syn
asiri ekspresyonundan bagimsiz olarak, a-syn seviyelerinin literatlirdeki diger
¢alismalarla da uyumlu olarak arttigi gozlendi. Daha Once yapilan ¢alismalarda
noroinflamasyon varliginda hem ortamdaki TNF-a ve IL-1B gibi inflamatuar
sitokinlerin hem de hiicre igi ve disi a-syn seviyelerinin dogru orantili bir sekilde arttigi
gosterilmistir (250, 251). Son yillarda yapilan az sayidaki ¢alisma ile benzer sekilde
(252), calismamizda g-PCR deneyi ile bu artisin transkripsiyon diizeyinde de anlamli
oldugu gorildi. Olusturdugumuz bu modelde, inflamasyonun tetiklenmesi ile a-syn
artisi arasinda bir dogru oranti oldugunu gosterdik.

TNF-a ayni zamanda hiicre zarinda yer alan TNFR-1 reseptoriine baglanarak
ekstrinsik apoptoz yolagini tetikledigi bilinen bir sitokindir (233). Reseptoriine
baglanmasinin ardindan hiicre igcinde kaspaz yolagindaki diizenleyici molekillerden
kaspaz 8, kaspaz 3 ve PARP aktivasyonuyla apoptoza gidisi tetiklemektedir (233).
Literatlrdeki bu bilgiler 1si8inda ¢alismamizda hiicre 6limiini degerlendirmek icin
Toxilight testi, apoptozu degerlendirmek icin ise TUNEL ve Western Blot
deneylerinden yararlandik. Toxilight deneyi sonucunda en yiksek hiicre 6lim, tet (-
) ve TNF-a ile inflamasyonun tetiklendigi grupta (G4) gorildi. Toxilight deneyinden
elde edilen sonuclarla paralel olarak, TUNEL deneyi sonucunda, TNF-a ile
inflamasyonun tetiklenmesi ile a-syn asiri ekspresyonundan bagimsiz olarak

apoptotik indeksin anlamli sekilde arttigi saptandi. Western Blot deneyi ile iki apoptoz
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belirtecinin (PARP ve kaspaz 9) seviyeleri 6l¢lldi. Kaspaz 9 intrinsik kaspaz yolaginda
rol alan bir molekilken, PARP aktif kaspaz 3’lin hedef molekilidir. Son basamakta
aktiflenen kaspaz 3 tarafindan kesilerek aktif PARP olusur ve apoptozu baslatir.
Calismamizda aktif PARP/PARP diizeyleri TNF-a ile iliskili apoptozu temsil ederken,
kesilmis kaspaz 9/kaspaz 9 dlizeyleri mitokondriyon Uzerinden tetiklenen hiicre igi
yolak ile aktive edilmis programh hicre olimini gostermektedir. Sonuglara
baktigimizda diger deney sonuglari ile dogru orantili olacak sekilde, tet (-) gruplardan
inflamasyonun tetiklendigi G4 grubunda aktif PARP/PARP protein seviyeleri anlamli
sekilde ylksek bulundu. Kesilmis kaspaz 9/kaspaz 9 seviyelerinde ise anlamli bir
farklihk gézlenmedi. Ozetle bu veriler, TNF-a’nin H4 hiicreleri ile olusturulan bu
modelde 6zellikle a-syn asiri ekspresyonu ile birlikteliginde, hem inflamasyonu hem

de hiicre 6lumina tetikledigini gostermektedir.
5.3. N-Asetilsisteinin Anti-inflamatuar Olarak Kullaniimasi

NAC, klinik olarak minimal yan etkilere sahip, glvenli, iyi tolere edilen bir
ilactir (160). L-sistein aminoasidinin N-asetil tlirevidir ve kuvvetli bir anti-oksidandir
(160). Hucrelerde sistin glutamat antiporter aktivitesini ve glutatyon biyosentezini
diizenleyerek anti-oksidan etki gosterir (164). NAC, kuvvetli bir anti-oksidan
olmasinin yani sira, anti-inflamatuar ve anti-kanserojen etkilere sahip bir ilagtir (253).
NAC’nin anti-inflamatuar etkileri tGzerine yapilan bazi ¢alismalar, bagisiklik yanitinin
erken doénemlerinde TNF-a, IL-1 ve IL-6 basta olmak Ulizere pro-inflamatuar
sitokinlerin miktarinda azalma oldugunu ortaya koymustur (166). Bunun yani sira,
inflamasyon siirecinde etkili NF-kB (Nuclear Factor kappa B) yolaginin aktivasyonunu
da engelleyerek anti-inflamatuar etki gosterdigi bilinmektedir (12, 163). Bu bulgulara
dayanarak, NAC molekilinin TNF-a tetiklenmesiyle olusan inflamasyon (izerine
etkisinin gozlenmesi tez calismamizda hedeflenmistir. Bu amacla NAC, tetrasiklin
eklenerek takip edilen gruplardan G5’e ve tetrasiklin eklenmeyen gruplardan G6’ya
tek basina uygulanmistir. Ayrica inflamasyon sonrasi etkilerini saptamak amaci ile
NAC, tetrasiklin eklenerek takip edilen gruplardan G7’ye ve tetrasiklin eklenmeyen

gruplardan G8’e TNF-a uygulamasi sonrasinda verilmistir.
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NAC’nin tek basina uygulandigi durumda hiicreler Gzerindeki anti-inflamatuar
etkilerini saptamak amaciyla Western Blot teknigi ile IL-1R seviyeleri degerlendirildi.
Sadece NAC uygulanan gruplar ile kontrol gruplari arasinda IL-1R seviyeleri acisindan
istatistiksel olarak anlaml bir fark gozlenmedi. Bu bulguya ek olarak, q-PCR testi ile
yapilan degerlendirmede hem tet (+) hem de tet (-) gruplarda, NAC uygulanan gruplar
ile kontrol gruplari karsilastirildiginda a-syn transkripsiyonu agisindan istatistiksel
olarak anlaml bir fark gézlenmedi. Sadece NAC uygulanan gruplarda inflamasyonu
arttiracak her hangi bir ek durum olmamasi sebebiyle elde ettigimiz bu veriler
hipotezimizi desteklemektedir.

Sadece TNF-a uygulanan ve TNF-a uygulamasinin ardindan NAC eklenen
gruplar IL-18 seviyeleri agisindan Western Blot teknigi uygulanarak karsilastirildi.
Daha onceki deneylerimizde, inflamasyonu anlamli sekilde tetikleyebildigimizi
gostermemiz lzerine bu asamada, inflamasyonun tetiklenmesinin ardindan NAC
uygulanmasinin inflamasyonu kontrol altina aldiginin gosterilmesi hedeflendi. Deney
sonuglari degerlendirildiginde, a-syn asiri ekspresyonundan bagimsiz olarak TNF-a
uygulamasinin ardindan NAC eklenen gruplarda, IL-1R seviyeleri NAC uygulamasi
sonrasl anlamli sekilde diistik bulundu. g-PCR testi ile yapilan degerlendirmede hem
tet (+) hem de tet (-) gruplarda a-syn transkripsiyonu agisindan anlamli bir fark
saptanmadi. Bu veriler, H4 hiicreleri ile olusturulan bu modelde TNF-a ile
inflamasyonun tetiklenmesini takiben NAC uygulanmasinin inflamasyonu kontrol

altina almada islevsel oldugunu gostermektedir.

5.4. N-Asetilsisteinin Hiicre Canliligina Etkisinin Degerlendirilmesi

TNF-a uygulamasi ile inflamasyonun, apoptoz yolaginin ve hiicre 6liminin
anlaml sekilde tetiklendigini gosterdik. Sonraki asamada NAC’nin, bu yolaklarla iliskili
olarak etkilerini saptamak amaci ile Toxilight testini, TUNEL ve Western Blot
deneylerini uyguladik.

Sadece NAC eklenen gruplarda (G5 ve G6) Toxilight testi sonucunda hiicre
oliminde kontrol gruplari ile karsilastirildiginda azalma oldugu goriildi. Western

Blot sonuclarinda ise tet (-) gruplarda kesilmis kaspaz 9/kaspaz9 seviyeleri G6
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grubunda daha dusiik bulundu. Ancak aktif PARP/PARP protein seviyeleri G6
grubunda anlaml bir farklilik géstermedi. TUNEL deneyi sonucunda, G5 ve G6 gruplari
ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Apoptoz
diizeyini karsilastirmada yararlanilan bu deneylerde Toxilight testi sonuglariyla
uyumlu veriler elde edildi. Ortamda ylksek diizeyde a-syn proteini mevcutken
apoptoz diizeylerinde de anlamli diislis goriildi. Apoptozda kaspaz 9 yolagi (izerinden
daha belirgin bir diislis bulunmamasi beklenen bir bulgudur. PARP TNF-a ile iliskili
apoptoz yolagini temsil eder ve burada hiicrelerde bu yolak tetiklenmemistir. Bunun
yani sira, oksidatif stresin hiicrelerde mitokondriyonlar (izerinden intrinsik apoptoz
yolagini tetikledigi ve apoptozun buna bagli olarak arttigi bilinmektedir (254). NAC'nin
kuvvetli bir anti-oksidan olmasi ve hiicrelerde oksidatif strese yol acan molekillerin
birikimini engellemesine bagl olarak, bu deneyde intrinsik yolagi temsil eden kaspaz
9 seviyelerinde anlamli bir azalma saptandi. Olusturulan deney modelinde bu
sonuclar 1siginda, NAC uygulamasinin a-syn kaynakli apoptozu, intrinsik apoptoz
yolagi lizerinden azalttigi sonucuna ulasildi.

TNF-a uygulamasini takiben NAC eklenen gruplarda Toxilight deneyi
sonucunda hicre 6limunin disitk oldugu gozlendi. Hiicre 6limiinde azalma, a-syn
asiri ekspresyonu olan grupta (G8) daha belirgin ve anlamli bulundu. TUNEL deneyi
sonucunda, inflamasyonun tetiklendigi kosullarda a-syn asiri sentezi olan gruplarda
daha belirgin olmak lizere TNF-a uygulamasini takiben NAC eklenen gruplarda
apoptotik indeks daha diislik bulundu. Western Blot deneyi sonucunda, a-syn asiri
ekspresyonundan bagimsiz olacak sekilde, sadece TNF-a eklenen ve TNF-a
uygulamasini takiben NAC eklenen gruplarda, kesilmis kaspaz 9/kaspaz 9
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi. Aktif PARP/PARP protein
seviyeleri ise, a-syn asiri ekspresyonundan bagimsiz olarak, TNF-a uygulamasini
takiben NAC eklenen gruplarda sadece TNF-a eklenen gruplara gére anlamli olarak
daha distik bulundu. Ayrica Toxilight deneyi sonucunda, ortamda yiksek dizeyde a-
syn proteini mevcutken NAC eklenmesi ile hiicre sag kalimindaki artis daha anlamlidir.

Western Blot deneyi sonucunda, TUNEL deneyi ile paralel sekilde, G5 ve G6 gruplari
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ile G7 ve G8 gruplari arasinda anlamli bir fark gértlmedi. Bu sonuglar, NAC'nin anti-
inflamatuar ve anti-apoptotik olarak bu modelde etkili oldugunu ortaya koymaktadir.

Elde edilen bulgular bir araya getirildiginde calismanin arastirma sorularindan
“NAC uygulamasindan sonra inflamasyon ve apoptozda azalma oluyor mu?”
sorusuna yanit verdik. H4 hicreleri ile olusturulan bu in vitro modelde TNF-a
uyguladigimiz deney gruplarinda inflamasyonun tetiklendigi, TNF-a uygulamasini
takiben NAC verilmesinin inflamasyonu basarili bir sekilde kontrol altina aldigi
gosterildi. Diger bir arastirma sorumuz olan “NAC uygulamasindan sonra hiicre sag
kalimi artiyor mu?” sorusu da yanitlandi. NAC uygulamasi sonrasi hiicre sag kaliminin

arttigl ve TNF-a ile iliskili apoptozun azaldigi gosterildi.

5.5. N-Asetilsistein Tarafindan Etkilenen Yolaklarin incelenmesi

Toll benzeri reseptorler (TLR'ler), dogal bagisiklik sisteminin en 6nemli
bilesenlerinden birisidir. Mikroorganizmalara karsi immun cevapta patojen iliskili
molekilleri tanima reseptorleri olarak ve hasarli veya 6lu hiicreleri tespit etmede
gorev alirlar (255). TLR2 (CD282) hiicre zarinda bulunan, insanlarda TLR2 geni
tarafindan kodlanan bir transmembran proteindir (256). TLR2 belirgin olarak,
noronlar, mikroglia hiicreleri, Schwann hicreleri, monositler, makrofajlar, dendritik
hiicreler, polimorfontikleer l6kositler, B hiicreleri, ve T hiicrelerinde eksprese
edilmektedir (257, 258). TLR’lerin, PH'nin de icinde yer aldigi norodejeneratif
hastaliklarda, hastaligin ortaya ¢ikmasinda ve seyrinde yeri olan néroinflamasyon
sirecinde 6nemi buylktir (257).

PH’de, noronlardan hiicre disi ortama a-syn gegisi olur ve néronlar ve glia
hicrelerinin hiicre zarinda yerlesen (6zellikle mikroglia hiicrelerinde) TLR2 ve TLR4
reseptorleri bu proteini taniyarak bir yanit baslatir (133, 259). TLR2 reseptoriniin pro-
inflamatuar yanittan sorumlu oldugu gosterilmisken, TLR4 reseptorinin mikroglia
hiicrelerinde a-syn yikimini tetikleyerek hiicre sag kalimini arttirici rol oynadigini 6ne
siren bazi calismalar mevcuttur (260). Buna ragmen son yillarda yapilan calismalar
TLR4 reseptoriiniin de PH’de inflamasyonu arttirici yonde rol aldigini gostermektedir

(158). TLR2 reseptoriine ligand baglanmasi ile reseptor aktivasyonunu takiben hiicre
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icinde NF-kB sinyal yolagi aktive olur. Bunun sonucunda bir transkripsiyon faktori
olan NF-kB’nin ¢ekirdege translokasyonu ile, inflamatuar sitokinlerin transkripsiyonu
ve ekspresyonu baslatilir ve inflamatuar yanit ortaya cikar (261, 262). inflamatuar
yanitta 6zellikle mikroglia hiicreleri ve astrositlerden ortama salinan NO (263), TNF-a
(264) ve IL-1R (265) seviyelerinin artisi ile dopaminerjik hiicre 6limunin paralel
oldugu bazi calismalarda gosterilmistir (133). Ayrica, literatlirde yer alan bir galismada
Parkinson hastalarinda TLR2 ekspresyonunun sadece merkezi sinir sisteminde
bulunan hicrelerde degil, periferik dolasimda bulunan monositlerde de arttigi;
boylece Parkinson hastalarinda inflamasyonun sadece merkezi sinir sistemi ile sinirli
kalmadigi gosterilmistir (266).

Lymphocyte-activation gene 3 (LAG3 veya CD223), hiicre ylizeyinde bulunan
bir transmembran proteindir. insanlarda LAG3 geni tarafindan kodlanan
immunoglobulin siiper ailesine ait bir immun kontrol noktasi reseptériidiir (267). ilk
olarak periferik bagisiklik sistemine ait dogal 6ldirlict hiicreler (NK hticreler), CD4*
ve CD8* T hiicreleri, B hiicreleri ve dendritik hiicrelerde tanimlanmistir. Merkezi sinir
sisteminde yapilan arastirmalar sonucunda, mikroglia hicreleri ve ndronlarda da
eksprese edildigi gdsterilmistir (268). Ozellikle otoimmun hastaliklarda (269) ve
kanserde (270) LAG3'lin rol oynadigina dair veriler olmasina ragmen, merkezi sinir
sistemindeki islevlerine ve noérodejeneratif hastaliklardaki roliine iliskin bilgiler
olduk¢a kisithidir (216). Son zamanlarda noérodejeneratif hastaliklar ve
noroinflamasyonda nasil bir islevi olduguna dair arastirmalar yapilmaya baslanmistir
(268). LAG3’nin PH’nin noroinflamatuar siirecinde, a-syn proteininin PFF formunun
hiicreden hiicreye "prion benzeri" bir sekilde gecisini diizenliyor olabilecegi tizerinde
durulmaktadir (216, 271). Bunun yani sira, Cin’de Parkinson hastalari ile yiratulen bir
klinik calisma, ELISA metodu ile dlclilen serum sLAG3 (¢Ozlilebilir LAG3, soluble LAG3)
dizeylerinin, yas ve cinsiyet uyumlu esansiyel tremoru bulunan hastalarda kontrol
gruplarina goére onemli 6lciide daha yiksek oldugunu gostermistir (272). Ayni
calismada, inflamatuar sitokinlerin de bazi non-motor ve motor semptomu olan

hastalarda LAG3 seviyeleri ile dogru orantili olarak arttigi tespit edilmistir (272). Bu
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bulgular Uzerine sLAG3’Un PH igin bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligi akillara
gelmektedir.

Onceki calismalar, LAG3 reseptériiniin néroinflamasyonda rol oynayan ana
hicrelerde eksprese edildigini ortaya koymustur. LAG3 seviyelerinde degisiklik
Parkinson hastalarinda tanimlanmis olmasina ragmen (272), PH ile iliskili olarak
etkilenen hiicre tipine 06zgl sinyal vyolaklari astrositlerde c¢alisiimamistir.
Hipotezimizde LAG3'lUin néroinflamasyonun baslica astrositik dlizenleyicilerinden biri
olabilecegi ve ekspresyon seviyelerinin, inflamatuar TNF-a'nin uygulanmasiyla
uyarilabilecegi ve astrositlerin TNF-a yoluyla artan proinflamatuar yanitinin NAC
uygulamasiyla azaltilabilecegi 6ne surilda.

Bu amagla, inflamasyon sirecinde Ulzerinde durdugumuz LAG3 ve TLR2
reseptorlerinin seviyelerindeki degisimi belirlemek icin immunofloresan isaretleme,
Western Blot ve g-PCR deneyleri gerceklestirildi. Tet (+) ve (-) gruplar arasinda
reseptor ekspresyonlari acisindan anlamli bir fark bulunmadi. Elde ettigimiz bu sonug,
tek basina a-syn varliginin reseptor seviyelerinde degisime sebep olmadigini ve
noroinflamasyonun reseptoér seviyelerindeki muhtemel degisimi gostermekte dnemli
bir etken oldugunu ortaya koymaktadir.

LAG3 reseptor dizeyleri, TNF-a ile inflamasyonun tetikleklenmesini takiben,
o-syn protein asiri ekspresyonundan bagimsiz olarak hem immunofloresan
isaretleme analizleri sonucunda hem de Western Blot analizinde kontrol grubuna
gore daha diislik bulundu. g-PCR metodu ile LAG3 reseptor transkripsiyon dizeyleri
degerlendirildiginde, bu sonuglari destekleyecek sekilde, a-syn protein asiri
ekspresyonundan bagimsiz olarak LAG3 transkripsiyonunun kontrol grubundan
dislik oldugu saptandi. Bu sonuglar ongoriilenin aksine, bu modelde inflamasyon
varliginda LAG3 reseptorinde duslis oldugunu gostermektedir. TLR2 seviyeleri icin
yapilan ayni degerlendirmelerde ise, inflamasyon ile reseptor seviyelerinde artis
gozlendi. TLR2 reseptor dizeyleri, TNF-a ile inflamasyonun tetiklendigi gruplarda, a-
syn protein asiri ekspresyonundan bagimsiz olarak hem immunofloresan isaretleme
analizleri sonucunda hem de Western Blot analizinde ylksek olarak saptandi. g-PCR

metodu ile TLR2 reseptor transkripsiyon dizeyleri de belirlendi. TLR2 transkripsiyon
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seviyelerindeki degisim, immunofloresan ve Western Blot sonuglarini géreceli olarak
desteklemesine ragmen, deney tekrarlarinda dikkat ¢eken genis dagilim sebebiyle
olusan bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bu dagilim, TLR2
transkripsiyonunun astrositlerde diisiik seviyelerde olmasina baglandi.

Sadece NAC eklenen gruplar kontrol gruplari ile karsilastirildiginda, g-PCR
deneyi sonucunda, a-syn proteinin asiri eksprese oldugu gruplarda daha belirgin
olmak Uzere, LAG3 transkripsiyonun arttigi goriildii. Ancak bu degisim protein
seviyelerini yansitan immunofloresan ve Western Blot deneylerinin sonucunda
gozlenmedi. TLR2 seviyeleri icin yapilan ayni karsilastirmada, a-syn protein asiri
ekspresyonundan bagimsiz olarak immunofloresan isaretleme analizleri ve Western
Blot sonuclarinda anlamli bir farkhlik saptanmadi. Bu sonuglari destekleyecek
dogrultuda transkripsiyon diizeyinde de anlamli bir farklilik bulunmadi.

TNF-a uygulamasini takiben NAC eklenen gruplarda, LAG3 igin yapilan
transkripsiyon olciimleri, kontrol grubu ile benzer olmakla birlikte sadece NAC
eklenen gruplardan diisiik bulundu. immunofloresan ve Western Blot deneylerinin
sonucunda ise protein dizeylerinde anlaml bir farkliik saptanmadi. TLR2 reseptor
seviyeleri icin yapilan karsilastirmada, a-syn asiri ekspresyonundan bagimsiz sekilde,
TNF-a uygulamasini takiben NAC eklenen gruplarda, TLR2 reseptor seviyeleri
immunofloresan isaretleme analizleri ve Western Blot sonuglarinda anlamli derecede
disik bulundu. g-PCR analizi sonucunda elde edilen TLR2 transkripsiyon
seviyelerindeki degisim, immunofloresan ve Western Blot sonuglarini desteklemesine
ragmen, g-PCR’da gozlenen bu fark istatistiksel olarak anlamh bulunmadi. TLR2
transkripsiyonunun astrositlerde diisiik seviyelerde olmasinin bu sonuglara yol agtigi
distnulda.

TLR2 reseptori icin elde edilen bu sonuglar, NAC'nin anti-inflamatuar
etkileriyle ortismektedir. TLR2 reseptorinin hiicre icinde NF-kB sinyal yolagi
Gzerinden inflamasyonu arttirici yonde rol oynadigi, NAC'nin ise bu yolagi inhibe
ederek anti-inflamatuar etki gosterdigi bilinmektedir (163). H4 hicreleri ile
olusturulan bu modelde, literatlirdeki baska modeller ile yapilan sinirli sayida ¢alisma

(273) ile dogru orantili sonuclar elde edildi ve astrositlerde de inflamatuar yolaklarin
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diger hiicreler ile benzer sekilde isledigi sonucuna ulasildi. TLR2 reseptorleri
noroinflamasyonda iyi bilinen reseptorler olmalarina ragmen; astrositlerdeki islevleri
ve inflamasyondaki rolleri tzerine ¢ok fazla yayin bulunmamaktadir. Calismamiz,
astrosit kokenli noroglioma hiicrelerinde TLR2 reseptorinin ekspresyonunun,
inflamatuar ve anti-inflamatuar degisimlerden etkilendigini gostermesi ile literatire
katki yapan, orijinal bir ¢calismadir.

LAG3 reseptoriiniin néroinflamasyon siirecindeki olasi rolii Gizerinde yeni yeni
durulmaya baslanmistir ve bu silirecte hangi hiicrelerde nasil bir rol oynadigi heniiz
tam olarak bilinmemektedir (268). Calismamizda, inflamasyon sonrasinda LAG3
protein seviyeleri anlamli bir degisim gostermezken transkripsiyon seviyesinde
belirgin bir disis saptandi. Elde ettigimiz bu bulgular lzerine yaptigimiz literatir
arastirmalari sonucunda inflamasyonun, hiicre membranindaki ADAM10 ve ADAM17
metalloproteinazlarinin aktiflesmesine sebep olarak LAG3 reseptoriiniin kesilmesine
ve sLAG3 olusumuna yol actigi T hicrelerinde gosterilmistir (269, 274). Bizim
calismamizda da benzer mekanizmanin gorev aldigl ve LAG3’de inflamasyon sonrasi
dislise sebep oldugu dislintldi. Bu varsayimimiz, Cin’de yapilan klinik calisma ile de
desteklenmektedir (272). Cin’de yapilan c¢alismada, serum sLAG3 seviyeleri de
muhtemelen bu mekanizmalar yoluyla artis gbstermistir. Bu sonuglarin yani sira, NAC
uygulamasinin LAG3 lizerinde belirgin bir artisa sebep olmasi, anti-inflamatuar etki
ile ADAM10 ve ADAM17 aktivasyonunun engelleniyor olabilecegi ihtimalini glindeme
getirmektedir. LAG3 reseptoriinde metalloproteinazlar ile yikim gerceklesmedigi icin
ve/veya NAC'nin hiicrelerdeki anti-inflamatuar etkisine bagh iyilesme sonucunda

LAG3 seviyelerinde artis oldugu distunalda.

5.6. Parkinson Hastaliginda Kullanilan Tedavi Yontemleri

Gunlmuzde Parkinson hastaligi icin etkili, kesin bir tedavi mevcut degildir.
Klinikte hastaligin ilerlemesini yavaslatmak icin gesitli ilag tedavileri ve cerrahi tedavi
hastalara uygulanmaktadir (181, 275). Cerrahi tedavi uygulamasi olan derin beyin
stimilasyonu (DBS), PH icin uzun vadede 6nemli ve etkili bir tedavi secenegidir. PH'li

hastalarin 6nemli bir kisminda Levodopa (L-DOPA) ile tibbi tedaviye basladiktan sonra
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birkag yil icinde diskinezi ve motor dalgalanmalar gorilebilmektedir (276). Siddetli
diskinezi, medikal tedaviye direngli tremor veya motor dalgalanmalar olan hastalar
DBS aday haline gelirler (277). Yapilan gesitli calismalarda medikal tedaviden daha
etkili oldugu gosterilmis olsa da, cerrahiye bagli komplikasyon gorilme riski tedavide
rutin olarak yer almasini sinirlandirmaktadir ve DBS hala elektif olarak

uygulanmaktadir (278, 279).
5.6.1. Parkinson Hastaliginda Kullanilan Medikal Tedaviler

L-DOPA gibi dopaminerjik ilaglar medikal tedavide en ¢ok kullanilan ilaglardir
(275). istirahat tremoru ve diger birincil semptomlari azaltmada ok etkili olmalarina
ragmen, PH'nin ilerleyisini durdurmazlar (280). L-DOPA, kan beyin bariyerini gegebilir
(281). L-DOPA dopamine donuserek, dopamin eksikligini telafi etmede ise
yaramaktadir (281). Hastalarda dopamin eksikligine bagh ortaya cikan semptomlar
gerileyebilir, motor fonksiyon geri kazandirilabilir ve yasam kalitesi arttirilabilir. Ancak
tim hastalarda ayni yanit alinamayabilir ve bazi hastalarda terapotik etkiler
gozlenmez (275, 282). Ek olarak, L-DOPA'nin bazi yardimci ilaglarla kombine
uygulanmasinin veya uzun vyillar kullanimlarinin hastalarda dustk tansiyon, bulanti,
huzursuzluk, diskinezi, uyusukluk ve kusma gibi yan etkiler ortaya ¢ikmasina sebep
olabildigi gorilmustir (181, 282). L-DOPA’nIn yani sira; COMT inhibitorleri (Katekol-
O-metiltransferaz inhibitorleri), MAO-B inhibitorleri (Monoamin Oksidaz B
inhibitdrleri), dopamin agonistleri ve antikolinerjik ilaclar PH icin kullanilan diger

tedavi ajanlaridir (283).

5.6.2. Parkinson Hastaliginda Yeni Jenerasyon Tedavi

Yontemleri

Gorilmektedir ki, PH icin uygulanmakta olan tedaviler semptomatik
niteliktedir. Bu sebeple yeni ve etkili tedavi gelistirme calismalari tim hiziyla devam
etmektedir. Bunlara verilebilecek en glizel 6rnekler hiicre transplantasyonlari,
molekiler ve genetik tedavi gelistirme calismalaridir. Gelistirilmeye calisilan hticresel

tedavilerin amaci kayba ugrayan nigrostriatal dopaminerjik noéronlarin yerine
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konulmasidir. Dopamin Ureten hiicreler elde etmek igin ndéron kok hiicrelerinin
Parkinson hastalarinin beynine transplantasyonu tedavide iyi bir secenek gibi
gortiinmektedir. Bu amacla lizerinde calisilan (i¢ ana hiicre tipi vardir. Bunlar; insan
embriyonik kok hicreleri, indliiklenmis pluripotent kdk hiicreler (iPSC) ve insan fetal
mezensefalik dokusudur (275, 284). Gen tedavileri, DNA diizeyinde hastalik tedavileri
gelistirmeyi hedeflemektedir. Son yillarda PH igin birkag gen tedavisi ¢alismasi klinik
olarak de denenmeye baslanmistir. PH icin (izerinde durulan gen tedavisi yontemleri
arasinda AADC-TH-GCH gen terapisi, viral vektorler aracih gen tedavileri, RNA
interferans temelli tedavi ve CRISPR-Cas9 gen diizenleme sistemi yer almaktadir (275,
285).

Bunlarin yani sira, néroinflamasyonun ve imminolojik yolaklarin hastaligin
patogenezindeki yeri lizerine her gecen glin yeni bulgular elde edilmesi ve boylece
oneminin artmasi ile inflamasyon vyolaklarini hedefleyen yeni tedaviler
gelistirilmesinin de Uzerinde durulmaktadir (275). Hastalarda inflamatuar
degisikliklerin birincil mi yoksa ikincil mi ortaya ¢iktigi konusunda bir fikir birligine
heniiz varilamamis olmasina ragmen, inflamatuar degisikliklerin a-syn proteini ile
iliskili olduguna dair kanitlar vardir (275, 286). Bu temelde arastirmacilar TNF-a
antagonistleri, TLR inhibitorleri, COX inhibitorleri, a-syn inhibitorleri, astrosit
diizenleyicileri, monoklonal antikor tedavileri, glukokortikoidler ve NSAI ilaclar

Uzerinde calismalar yuriutmektedir (287, 288).
5.6.3. NAC' nin Parkinson Hastaliginda Olasi Terapotik Kullanimi

Calismamizda noroinflamasyonda etkisini gormek icin NAC kullanilmasi tercih
edildi. NAC kan beyin bariyerini gectigi bilinen, MSS hiicrelerinde direkt etki
gosterebilen bir anti-oksidandir (13). Bunun yani sira hiicre ici ikincil sinyal yolaklari
Uzerinden anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etkileri de olan bir ilactir. Diger anti-
inflamatuar ilaglar ve immun diizenleyicilere goére ¢ok daha az yan etkisi vardir ve
hastalar tarafindan iyi tolere edilebilir. Ayrica ucuz ve ulasiimasi kolay bir ila¢ olmasi

da avantajlari arasinda yer almaktadir. NAC'nin PH’de denendigi klinik arastirma
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calismalari da mevcuttur (https://clinicaltrials.gov/). Bu ¢alismalardan bazilari

tamamlanmis olmakla birlikte bazilari hala devam etmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Tim bu etkiler gz 6niinde bulundurularak, calismamizda H4 hiicreleri ile
olusturdugumuz inflamatuar Parkinson hastaligi modelinde NAC'nin etkinligini ve
inflamasyonda rol oynadigi disliniilen TLR2 ve LAG3 reseptorleri ile olasi etkilesimini
incelemeyi amagladik. Galismamiz sonucunda NAC'nin hiicreler {izerinde anti-
inflamatuar ve anti-apoptotik etkileri oldugu gosterildi. Calismamizda,
noroinflamasyondaki rolii kanitlanmis TLR2 reseptoriiniin bu hicrelerde dislk
diizeyde de olsa eksprese edildigi gosterildi. Daha 6nceki ¢alismalarda néronlar ve
mikroglia hiicrelerinde TLR2 ekspresyonunun inflamasyon varhiginda arttig
gosterilmistir; bizim calismamizda ise astrosit kokenli hicrelerde TLR2
ekspresyonunun benzer sekilde artis gosterdigi gorildi. NAC ile inflamasyonun
kontrol altina alinmasi sonucunda, TLR2 reseptorlerinde beklenildigi sekilde bir
azalma goruldid. Calismamizda literatlirde PH ile iliskisi yeni ¢alisiimaya baslanan
LAG3 reseptoriiniin de astrosit kokenli hiicrelerde eksprese edildigi gosterildi ve
inflamasyondaki rolu arastirildi. Bu ¢alismada H4 hiicrelerinde LAG3 ekspresyonunun
TNF-a uygulanarak inflamasyon tetiklendiginde azaldigi, NAC uygulamasi sonrasi ise
anlamli sekilde arttigi gosterildi. LAG3 ve MSS hiicrelerindeki islevleri tizerinde yeterli
¢alisma bulunmamasi bu c¢alismanin sonuglarini orijinal yapmaktadir. Dolayisi ile
LAG3 ekspresyonundaki bu degisiminin altinda yatan mekanizmalari aydinlatmak ve
LAG3’Un noéroinflamasyondaki rolini acgiga cikartmak icin daha ileri ¢alismalara
ihtiyag vardir. Literatlirde NAC uygulamasinin LAG3 reseptoru ile iligkisini inceleyen
bir calismaya da rastlanmamis olmasi da ¢alismamizi orijinal ve gilincel yapan bir diger
noktadir.

Sonug olarak bu tez ¢calismasi in vitro kosullarda gergeklestirilmis olup viicutta
in vivo ortamdaki noéroinflamasyon mikrocevresine ait parametreleri bire bir
yansitmamaktadir. Bu sinirlama nedeniyle in vitro kosullar ¢cercevesinde H4 hiicreleri
ile olusturulan inflamatuar Parkinson hastaligi modelinde, NAC'nin néroinflamasyon
varliginda anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etkileri incelenmis, TLR2 ve LAG3
reseptorleri ile iliskisi degerlendirilmistir. Calismamiz sonucunda NAC'nin hiicreler

Gzerindeki anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etkileri acikca gosterilmis ve hastaligin
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progresyonunu vyavaslatmada hiicre sag kalimini arttirict etki gostererek rol

alabilecegi sonucuna ulasilmistir. TLR2 reseptéri NAC'ye ekspresyon ve
transkripsiyon dlizeyinde beklenildigi sekilde cevap verirken, LAG3 reseptoriinde
farkh degisiklikler oldugu gorildi (Sekil 6.1). NAC'nin néroinflamasyonda rol oynayan
reseptorler ve rolleri Uzerine etkilerinin ileride yapilacak calismalar ile aciga
kavusturulmasiyla, NAC noroinflamasyon silrecinde kullanima uygun bir ilag
alternatifi olabilir. Hastaligin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi, oldukca
karmasik olan noroinflamasyon sirecinin anlasilabilmesi ve olasi yeni tedavi

seceneklerinin gelistirilebilmesi igin daha ileri ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.

Pro-apoptotik
v Molekuller
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Sekil 6.1. Tez calismasinda elde edilen sonuglari 6zetleyen sematik ¢izim (Bu figlir
BioRender.com sitesinde olusturulmustur)
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Sonuglar

1. Transfeksiyon uygulamasi ile a-syn proteinini asiri eksprese etme
yetenegine sahip H4 insan noroglioma hiicre hatti kullanilarak basarili bir sekilde
inflamatuar bir in vitro Parkinson Hastaligl modeli olusturuldu. TNF-a uygulamasiyla
gruplarda inflamasyonun etkili bir sekilde tetiklenebildigi ve NAC uygulamasi ile
inflamasyonun kontrol altina alinabildigi gosterildi.

2. TNF-a uygulanarak inflamasyon tetiklendikten sonra NAC uygulanan
gruplarda (tet(+) G7 ve tet(-) G8) apoptoz 6nemli sekilde azalmisti, bu azalma
ortamda a-syn proteini varliginda (G8 grubunda) daha da belirgindi. Apoptoz
belirteglerindeki degisimler incelendiginde ozellikle TNF-a ile iligkili apoptozda
anlamli bir azalma tespit edildi.

3. NAC uygulamasi sonrasi hilicre sag kaliminda artma gorildii. TNF-a
uygulanarak inflamasyon tetiklendikten sonra NAC uygulanmasi ile elde edilen hiicre
sag kalimi verileri, sadece NAC uygulanan gruplarla ¢ok yakin seviyelerdedir ve
aralarinda anlamli bir fark saptanmadi.

4. H4 hicrelerinde TLR2 reseptoriiniin eksprese edildigi gosterildi. a-syn
varliginda, TLR2 ekspresyonunun ve transkripsiyonunun TNF-a uygulamasi ile anlamli
sekilde arttigl, NAC uygulamasi sonrasi ise azaldigl saptandi.

5. H4 hiicrelerinde LAG3 reseptorinin eksprese edildigi gosterildi. a-syn
varliginda, LAG3 transkripsiyonunun TNF-a uygulamasi sonrasi azalirken, NAC
uygulamasi sonrasi anlamli sekilde arttigi saptandi. LAG3 igin yapilan protein seviyesi

incelemelerinde bu sonuglarla paralellik gosteren géreceli azalma ve artislar bulundu.
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