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ÖZET 

ALFA SİNÜKLEİN İLE İNDÜKLENEN İN-VİTRO PARKİNSON 

MODELİNDE HİSTON ASETİLASYONUNUN MİKROGLİAL ANTİJEN SUNUMU 

ÜZERİNE OLAN ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

Caner GÜNAYDIN 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi 

Lisansüstü Eğitim Enstitüsü 

Farmakoloji Anabilim Dalı, 

Doktora Tezi, Nisan/2021 

Danışman: Prof. Dr. S. Sırrı BİLGE 

 

Parkinson hastalığı (PH), çeşitli genetik ve epigenetik faktörlerden etkilenen 

kronik bir nörodejeneratif hastalıktır. Epigenetik faktörler bağlamında, histon 

asetilasyonu, Parkinson hastalığının ilerlemesi ile ilişkili mekanizmalardan biridir.  Bu 

çalışmanın amacı, α-sinüklein ile mikroglial hücreleri indükledikten sonra farmakolojik 

ajanlar ile histon asetilasyon artışının antijen sunumuna etkilerini araştırmaktır. In vitro 

Parkinson hastalığı modeli BV-2 mikroglial hücre hattına α-sinüklein uygulaması ile 

oluşturuldu. Histon asetilasyonunu arttırmak için BV-2 hücrelerine α-sinüklein 

varlığında CUDC-907 ve TMP-195 uygulandı. Antijen sunumu majör doku uygunluk 

kompleksi-II (MHC-II) ve sınıf-II majör doku uygunluk kompleksi aktivatörü (CIITA) 

ekspresyon seviyelerinin ölçülmesiyle değerlendirildi. Deney sonuçları, α-sinüklein’in 

MHC-II ekspresyonunu anlamlı olarak artırdığını ve bu etkinin α-sinüklein’in 6 saat 

uygulamasında en şiddetli olduğunu gösterdi. CUDC-907 ve TMP-195’in α-sinüklein ile 

birlikte uygulanmasında MHC-II seviyelerinin anlamlı olarak arttığı ve bu artışın 

CUDC-907’de daha şiddetli olduğu görüldü. Buna ek olarak α-sinüklein uygulamasına 

bağlı CIITA ekspresyonun MHC-II’ye benzer şekilde kontrole kıyaslandığında anlamlı 

olarak arttığı görüldü. Bu artışın MHC-II ekspresyonunda olduğu gibi CUDC-907 ve 

TMP-195 uygulamasıyla arttığı ve bu artışın CUDC-907’de daha şiddetli olduğu 

görüldü. MHC-II ve CIITA ekspresyonundaki bu değişiklikler histon asetilasyonun α-

sinüklein veya CUDC-907 ve TMP-195 gibi histon deasetilaz inhibitörleriyle (HDAi) 

seviyelerinin artması sonucu mikroglial hücrelerin antijen sunum özelliklerinin 

artırdığını göstermektedir. Bu sonuçlar mikroglial antijen sunumunun Parkinson 

hastalığı patolojisinde önemli role sahip olduğunu ve α-sinüklein’in bu mekanizmada rol 

aldığını göstermektedir.  

 

Anahtar Kelimeler: α-sinüklein, BV-2 mikroglia, histon asetilasyonu, Parkinson 

hastalığı. 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF THE HISTONE ACETYLATION ON 

MICROGLIAL ANTIGEN PRESENTATION IN THE ALPHA SYNUCLEIN-

INDUCED IN VITRO MODEL OF THE PARKINSON’S DISEASE 

Caner GÜNAYDIN 

Ondokuz Mayıs University 

Institute of Graduate Studies 

Department of Pharmacology 

PhD, January/2021 

Supervisor: Prof. S. Sırrı BİLGE 

 

Parkinson’s disease (PD) is a chronic neurodegenerative disorder that is affected 

by several genetic and epigenetic factors. In the context of epigenetic factors, histone 

acetylation is one of the most associated mechanisms with the progression of 

Parkinson’s disease. The main aim of this study to investigate the effects of the increase 

of histone acetylation with pharmacological agents on antigen presentation, after the 

inducing microglial cells with α-synuclein. In vitro Parkinson’s disease model was 

created with α-synuclein application to BV-2 microglial cell line. BV-2 cells were co-

treated with CUDC-907 and TMP-195 for increasing histone acetylation in the presence 

of α-synuclein. Antigen representation was evaluated with determining expression levels 

of major histocompatibility complex-II (MHC-II)) and class-II major histocompatibility 

complex (CIITA). The experimental results showed that α-synuclein significantly 

increased MHC-II expression, and this effect was most severe at 6 hours administration 

of α-synuclein. When CUDC-907 and TMP-195 were administered together with α-

synuclein, it was observed that MHC-II levels increased significantly and that increase 

was more severe in CUDC-907. In addition, CIITA expression levels were significantly 

increased with α-synuclein administration compared to control which were consistent 

with MHC-II expression levels. It was observed that increase in the CIITA expression 

levels was intensified with the administration of CUDC-907 and TMP-195 with α-

synuclein, and that in line with MHC-II expression results and that increase was more 

severe in CUDC-907. These changes in MHC-II and CIITA expression indicate that 

histone acetylation increases the antigen presentation properties of microglial cells as a 

result of α-synuclein or histone deacetylase inhibitor (HDAi) administration. Our results 

show that microglial antigen presentation has an important role in the pathology of 

Parkinson's disease and α-synuclein plays a primary role in this mechanism. 
 

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

 Parkinson hastalığı dünyada Alzheimer hastalığından sonra en sık görülen ikinci 

nörodejeneratif hastalıktır. Parkinson hastalığı tremor, rijidite, akinezi ile karakterize, 

hastaları ve toplumları sosyal ve ekonomik olarak etkileyen günümüzde ancak 

semptomatik tedavinin sağlanabildiği bir hastalıktır. Mevcut tedavilerde görülen yan 

etkiler ve ilaca karşı oluşan direnç yeni tedavi ihtiyaçlarının temelini oluşturmaktadır. 

Ayrıca son yıllarda hastalığın temel patolojisine neden olduğu düşünülen α-sinüklein 

birikimi öne çıkarak tedavi arayışlarını bunu yöne kaydırmıştır. Parkinson hastalığının 

ve α-sinüklein birikiminin patofizyolojik mekanizmalarının aydınlatılması için birçok 

deneysel yöntem kullanılmaktadır. Ancak hastalığın epidemiyolojisinde ve etyolojisinde 

bulunan birçok risk faktörü hastalığın özellikle deney hayvanlarında taklit edilmesini 

zorlaştırmaktadır. Ancak patolojinin temel mekanizmasının başarılı bir şekilde taklit 

edilebildiği in vitro yöntemlerin varlığı olası mekanizmaların araştırılmasının önünü 

açmıştır. Epigenetik ve genetik etkenlerin hastalığın patolojisinde oynadığı rol göz 

önüne alındığında hücresel modellerde bu etkilerin araştırılmasının yeni tedavi hedefleri 

arayışları için temel oluşturacağı düşünülmektedir. Bu bilgiler ışığında bu tezde 

aşağıdaki soruların cevapları aranmıştır; 

- Mikroglial hücreler fibril formdaki α-sinüklein’e karşı antijen sunumundan 

sorumlu proteinleri sentezliyor mu? 

- Mikroglial hücrelerin fibril formdaki α-sinüklein ile karşılaşması antijen 

sunumundan sorumlu genetik elementleri etkiliyor mu? 

- Mikroglial hücrelerin fibril formdaki α-sinüklein ile karşılaşması farmakolojik 

ajanlarla oluşturulan histon asetilasyonunun artırılmasından etkileniyor mu? 

Elde edilen sonuçlar doğrultusunda Parkinson hastalığının temel bir 

mekanizması aydınlatılmıştır.  Ayrıca bu artış histon asetilasyonunun farmakolojik 

ajanlarla artırılması durumunda şiddetlenmektedir. Bu sonuçlar doğrultusunda 

epigenetik bir modifikasyon olan histon asetilasyonunun hastalığın temel 

mekanizmalarından olan antijen sunumunu artırdığını göstermektedir. Bu tezden elde 

ettiğimiz sonuçlar yeni tedavi arayışları için olası hedeflerin kazanılmasına katkı 

sunabilir. 

Çalışmalarım ve eğitimim boyunca değerli bilgi, yardım ve katkılarıyla beni 

yönlendiren, bilime ve akademik hayata karşı bakış açısı kazandırarak her zaman destek 

sağlayan danışman hocam sayın Prof. Dr. S.Sırrı BİLGE’ye, tez çalışmamdaki değerli 

bilgi ve katkıları için sayın Doç. Dr. Bahattin AVCI hocama, çalışmam için gerekli 

laboratuvar imkanlarının sağlanması ve çalışma materyallerinin toplanmasında önemli 

katkılar sağlayan OMÜ Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalının değerli öğretim üyesi Prof. Dr. 

Nurten KARA’ya, Groningen Üniversitesi Moleküler Biyokimya Anabilim Dalının 

değerli öğretim üyesi Prof. Dr. Arjan Kortholt’a, Süleyman Demirel Üniversitesi Tıbbi 

Farmakoloji Anabilim Dalının değerli öğretim üyesi Dr.Öğr.Üyesi Nihan Cankara’ya ve 

başta eşim Ece Günaydın olmak üzere, her zaman yanımda olup beni destekleyen aileme 

en içten teşekkürlerimi sunarım. 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

6-OHDA : Hidroksidopamin 

ATP13A2 : Katyon taşıyan ATPaz 13A2 

BSA  : Sığır serum albümini 

CARM1 : Ko-aktivatör ilişkili metil transferaz-1 

CCL2  : Kemokin ligand-2 

CD4  : Cluster of differentiation 4 

CIITA  : Sınıf II majör doku uygunluk kompleksi aktivatörü 

CXCL1 : Kemokin ligand-1 

CXCL10 : Kemokin ligand-10 

DAPI   : 4′,6-diamidino-2-fenilindol  

DJ-1  : Parkinsonizm ile ilişkili deglikaz 

DMEM/F12 : Dulbecco’s modified eagle/Ham’s F12 medium 

DMSO  : Dimetilsülfoksit 

DNAJC13 : Reseptör bağımlı endositoz 8 (RME-8) 

DNAJC6 : HSP40 oksilin 

dPBS  : Dulbecco’s phosphate buffered saline 

EIF4G1 : Ökaryotik translasyon başlatıcı faktör 4 gama 1 

FBS  : Fetal sığır serumu 

FBX07  : F-kutu protein 7 

Foxp3  : Forkhead box P3 

FRA2  : Fos-ilişkili antijen-2 

GAPDH : Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz 

G-CSF  : Granülosit koloni uyarıcı faktör 

GIGYF2 : GRB10 etkileşen GYF protein 2 

GWAS  : Genom boyu ilişkilendirme çalışmaları 

HAT  : Histon asetil transferaz 

HDA  : Histon deasetilaz 

HDAi  : Histon deasetilaz inhibitörü 

HLA-II : İnsan lökosit antijen sınıf-II 

HTRA2 : HtrA serin peptidaz 2 

IFN-γ  : İnterferon-γ 

IL-10  : İnterlökin-10 

IL-17  : İnterlökin-17 

IL-1α  : İnterlökin-1α 
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IL-6  : İnterlökin-6 

LPS  : Lipopolisakkarit 

LRRK2 : Lösin-zengin tekrarlayan kinaz 2 

MHC-II : Major doku uygunluk kompleksi 

MIP-1  : Makrofaj inflamatuvar protein-1 

MIP-1α : Makrofaj inflamatuvar protein-1α 

MIP-2  : Makrofaj inflamatuvar protein-2 

MPP+  : 1-metil-4-fenilpiridinyum 

MPTP  : 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin 

MTT  : 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)2,5difeniltetrazolyumbromür 

NAD  : Nikotinamid adenin dinükleotid 

NF-κB  : Nükleer faktör kappa-B 

OD  : Otozomal dominant 

OR  : Otozomal resesif 

PARK  : Parkinson hastalığına neden olduğu düşünülen genler  

PET  : Poziton emisyon tomografi 

PGC-1α : Peroksizom proliferatör aktive reseptör-gama-koaktivatör-1α 

PH  : Parkinson hastalığı 

PINK1  : PTEN-indüklenmiş varsayılan kinaz 1 

PKCδ  : Protein kinaz C-delta 

PLGA2G6 : Kalsiyumdan bağımsız fosfolipaz A2 enzim 

PRKN  : Parkin RBR E3 ubikuitin protein ligaz 

qRT-PZR : Eş zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

RNA pol-II : RNA polimeraz II  

SAHA  : Suberil anilid hidroksamik asit 

SNCA  : α-sinüklein kodlayan gen 

SNP  : Tek nokta polimorfizimi 

SNPc  : Substantia nigra pars compacta 

SYNJ1  : Sinaptojanin 1 

TNF  : Tümör nekroz faktör 

TOM20 : Mitochondrial import receptor subunit TOM20 

TSA  : Trikostatin A 

UCHL1 : Ubukuitin C-terminal hidrolaz L1 

VPS13C : Vaküoler protein sıralayıcı-ilişkili protein 13C 

VPS35  : Vaküoler protein sıralayıcı-ilişkili protein 35 
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1. GİRİŞ 

Parkinson Hastalığı (PH) nörodejeneratif hastalıklar içerisinde en sık görülen 

ikinci ve Avrupa ülkelerinde yaklaşık 1000 kişiden birinde görülen progresif bir santral 

sinir sistemi hastalığıdır. Lewy cisimcikleri ve özellikle substantia nigra pars kompakta 

(SNpc) bölgesinde pigmente nöronların kaybı PH’nin kardinal patolojik özellikleri 

olarak tanımlanmıştır. 1912 yılında Friedrich Lewy tarafından intranöronal inklüzyonlar 

olarak adlandırılan Lewy cisimcikleri daha sonraki yıllarda detaylı bir şekilde 

araştırılmış ve içeriğinin çoğunluğunun bir presinaptik protein olan α-sinüklein’den 

oluştuğu çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir. Her ne kadar risk faktörleriyle birlikte 

hastalığın kalıtsal veya mutasyon kaynaklı mekanizmaları tanımlanmaya çalışılmış olsa 

da hastalığın temel fizyopatolojisi ve nedeni açıklanamamıştır. Özellikle 2000’li yılların 

başından itibaren ortaya atılan “otoimmün ve prion-benzeri” hipotezler ile PH’nin 

sadece motor semptomların kontrolünden sorumlu beyin bölgelerindeki nöron kaybı 

sebebiyle oluşmadığı ileri sürülmüş ve bu kompleks hastalığın tedavisinde hücresel 

düzeyde yeni hedeflerin araştırılmasına neden olmuştur. 

Son yılllarda yapılan çalışmalar PH’de α-sinüklein proteinin fizyopatolojiden 

sorumlu olduğunu ileri sürmektedir. α-sinüklein özellikle santral sinir sisteminde 

nörotransmitter salınımından sorumlu bir protein olmasına karşın preklinik araştırmalar 

fibril form α-sinükleinin nöronlar arasında yayılabildiğini göstermiştir. Parkinson 

hastalarında yapılan post-mortem analizler sonucunda patolojik α-sinükleinin nöronlar 

arası yayılması, çoğalması ve anatomik bölgelere göre topografik bir düzen göstermesi 

patolojinin ana öncülü olarak bu mekanizmanın aktivasyonunu düşündürmektedir. Yakın 

zamanda yapılan araştırmalar ve PH’de toksik forma dönüşen α-sinüklein fibrillerinin in 

vivo ve in vitro olarak uygulanabilir formlarının yaygınlaşması, α-sinükleinin 

yayılımından sorumlu temel mekanizmaların araştırılmasına ayrıca birçok protein ve 

yapının yayılımından sorumlu mekanizma olarak öne sürülmesine neden olmuştur. 

PH’de α-sinükleinin nöronlarda çok fazla miktarlarda sentezlenmesinden dolayı 

mikroglial aktivasyona sebep olduğu bilinmektedir. Ortaya çıkan bu mikroglial 

aktivasyonun nöronlar üzerinde oluşturduğu geri dönüşümsüz inflamatuvar etkiler 

hastalığın ilerlemesine neden olmaktadır. Bu aktivasyon sonucu mikroglial hücrelerin 

immün cevaptan sorumlu T-lenfositleri aktive ederek otoimmün etki ile patolojiyi 
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kötüleştirmektedir. PH’nin son yıllarda ön plana çıkan epigenetik mekanizmalarla 

ilişkisi bilindiğinden bu mekanizmaların antijen sunumu dolayısıyla periferik ve santral 

T-lenfosit aktivasyonuyla olan etkileşiminin araştırılması ve olası etkilerin tanımlanması 

gerekliliği doğmuştur. Özellikle histon asetilasyonunun immün sistem üzerine etkileri 

bilindiğinden histon asetilasyonunu etkileyen farmakolojik ajanların mikroglial 

hücrelerde antijen sunumunu olumlu etkileyeceği düşünülmektedir.  

Bu çalışmada PH tedavisinde yeni bir ilaç hedefi olabilecek histon 

asetilasyonunun, α-sinüklein ile mikroglial hücrelerde indüklenen in vitro PH 

modelindeki olası etkileri ve farklı sınıf histon deasetilazların inhibisyonunun 

mikroglialar üzerindeki antijen sunma fonksiyonu üzerine olan etkileri araştırılmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Parkinson Hastalığı 

2.1.1. Tanım ve Tarihçe 

“Parkinson hastalığı (PH) tremor, rijidte, bradikinezi ve postural instabilite ile 

karakterize kompleks, ilerleyici nörodejeneratif bir hastalıktır. İlk olarak 1817 yılında 

James Parkinson tarafından tanımlanmış ve sonrasında Jean-Martin Charcot tarafından 

karakterize edilmiştir (Goetz, 2011). 1800’lü yılların ortasında Jean-Martin Charcot 

tremor ve diğer semptomları ayrıntılı olarak inceleyerek PH’yi multiple skleroz ve daha 

sonra kendi tanımladığı Parkinson-plus hastalığından ayırmıştır (Charcot, 1892).  

PH tarihçesine bakıldığında, yaklaşık olarak milattan önce 10’uncu yüzyılda Hint 

ve antik Çin kaynaklarında benzer nörolojik tanımlamaların varlığı görülmektedir 

(Manyam, 1990; Zhang, Dong, and Roman, 2006). Bu kaynaklarda PH’nın klinik 

tablosu şu şekilde anlatılmıştır:  

“İstemsiz titreyen hareket, azalmış kas gücü, desteklenmeyen hatta farkında 

olmayan hareketler, göğüs hizasını ileriye doğru bükme yatkınlığı, duyuların ve zihnin 

hasar almadığı halde sürekli olarak koşma ve yürüme hareketinin birbirini seyretmesi.” 

Sylvius de la Boë 1690 yılında dinlenme halindeki tremorun, Sauvages 1763 

yılında festinasyonun hastaların klinik seyri içerisindeki semptomlardan olduğunu 

söylemiştir (De la Boe, 1690; FB, 1763). Daha sonra 1817 yılında James Parkinson 

hastalarda görülen semptomları çizimler halinde resmetmiş ve hastalığı titreyen felç 

(Shaking Palsy) olarak adlandırmıştır (Parkinson, 2002). Jean-Martin Charcot 50 yıl 

sonra hastalığı daha ayrıntılı olarak tanımlamış ve bradikineziyi hastalığın kardinal bir 

semptomu olduğunu söylemiştir. Ayrıca Charcot, titremeli felç isminin hastalığın 

tanımlanması için kullanılmasını reddederek “Parkinson hastalığı” olarak tanımlanması 

gerektiğini söylemiştir. İlerleyen yıllarda William Gowers hastalığın demografik 

özelliklerini tanımlamıştır. Modern tıbbın ve nörolojik hastalıkların araştırmasının 

geliştirilmesiyle Babinski 1921 yılında motor dalgalanmaları, Foix ve Nicolesco 1925 

yılında mezensefalonda ortaya çıkan patolojiyi araştırmıştır (Babinski, Jarkowski, and 

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

sonucu ortaya çıkan beyin sapı lezyonlarını tanımlamıştır (Greenfield and Bosanquet, 
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1953). 1967 yılında Hoehn ve Yahr daha sonraki yıllarda uluslararası kabul edilecek 

olan sınıflandırmayı tanımlamıştır. Günümüze kadar gelen bu sistemde hastalığın 

unilateral (Sınıf I), bilateral (II ve V) ve postural reflekslerin bozulması (Sınıf III) olarak 

ayrılmasını sağlayarak hastalığın klinik önemi için dönüm noktasını vurgulamıştır 

(Hoehn and Yahr, 1967). 

2.1.2. Epidemiyolojisi 

PH Alzheimer hastalığının ardından dünyada en sık görülen ikinci 

nörodejeneratif hastalıktır (Tysnes and Storstein, 2017). Dünyada 65-69 yaş aralığında 

%0.5-1 ve 80 yaş ve sonrasında ise %1-3 sıklığında görülmektedir (Ascherio and 

Schwarzschild, 2016). 2030 yılına kadar prevelans ve insidansın %30’dan daha fazla 

artacağı öngörülmektedir. Son yıllarda yapılan araştırmalar ise her bin kişiden 2 kişide 

görüldüğünü ortaya çıkarmıştır. Yaşam boyu PH riskine bakıldığında 40 yaş sonrası 

erkeklerde %2 ve kadınlarda %1-3 sıklık oranına sahip olduğu görülmektedir (Ascherio 

and Schwarzschild, 2016). Ülkeler ve kıtalar arasında hem prevelans hem de mortalite 

açısından dağılım sıklığı incelendiğinde Afrika kıtasında Avrupa ve Amerika’ya 

kıyaslandığında da daha az oranda görüldüğü bilinmektedir (Okubadejo, Bower, Rocca, 

and Maraganore, 2006; Winkler et al., 2010). Asya kıtasında ise insidansın Avrupa ve 

Amerikaya benzer rakamlara sahip olduğu görülmektedir (Zhang et al., 2005). Fakat 

genetik mutasyonlar haricinde ırk ve etnisiteye bağlı olarak sabit bir prevelans 

görülmemektedir (Van Den Eeden et al., 2003). Her ne kadar mevcut araştırmalar 

erkek:kadın insidans oranının 1:3 veya 0:2 olduğunu gösterse, çevresel etkiler diğer 

faktörler nedeniyle bu oranın 0:95 e düştüğü görülmektedir (Mayeux et al., 1995; Tan et 

al., 2004). 

2.1.3. Etiyolojisi ve Risk Faktörleri 

PH’nin tam olarak mekanizması bilinmese de genetik ve çevresel faktörlerin rol 

oynadığı multifaktöriyel bir hastalık olduğu kabul edilmektedir (Lees, Hardy and 

Revesz, 2009). PH’de en önemli risk faktörü yaş olarak kabul edilmektedir, fakat 

çevresel faktörler gibi birçok ek mekanizma son yıllarda tanımlanmıştır (Kalia and 

Lang, 2015). 
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Çevresel faktörler göz önüne alındığında özellikle sigaranın PH ile ilişkisi birçok 

grup tarafından araştırılmıştır (Hernan et al., 2001; Ma, Liu, Neumann and Gao, 2017). 

Birçok epidemiyolojik rapor büyük kohortlu çalışmalarla uyum göstererek sigara 

kullanımının PH görülme ihtimalini azalttığını göstermiştir (Hernan, Takkouche, 

Caamano-Isorna and Gestal-Otero, 2002; Ritz et al., 2007). Fakat daha sonra yapılan 

çalışmalar sigaranın miktarı ve günlük tüketimini göz önünde bulunarak değişebileceğini 

göstermiştir (Breckenridge, Berry, Chang, Sielken, and Mandel, 2016). Her ne kadar 

azalan riskin nedeni tam olarak aydınlatılmamış olsa da dopaminerjik nöronlarda 

bulunan nikotinik asetilkolin reseptörlerinin aktivasyonuyla yakından ilişkili olduğu 

bilinmektedir (Bordia et al., 2015). Ayrıca Parkinson hastalarında görülen azalmış 

dopamin miktarları nedeniyle bu hastaların özellikle sigara gibi keyif verici maddelere 

bağımlılığının azaldığı bu fikri güçlendirmektedir (Srinivasan et al., 2016). Bu hipotez 

aynı zamanda Parkinson hastalarının sigarayı kontrol grubuna kıyaslandığında daha 

kolay bırakabildiğinin gösterilmesiyle desteklenmiştir (Ritz, Lee, Lassen and Arah, 

2014).  

Birçok çalışma sigara gibi kafeininde PH’nin görülmesinde riski azalttığını 

göstermiştir (Ross et al., 2000). Aynı zamanda deneysel çalışmalarda kafeinin koruyucu 

etkisinin gösterilmesinin ardından bu fikir, büyük iki prospektif epidemiyolojik ve çoklu 

retrospektif çalışmalarla desteklenmiştir (Ascherio et al., 2001; Benedetti et al., 2000; J. 

F. Chen et al., 2001). Fakat bu sonuçlar sigara ile olan ilişkide olduğu gibi temel 

mekanizmaların aydınlatılarak desteklenmesi gerekmektedir. 

1983 yılında 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP)’nin insanda 

nigrostriatal dejenerasyona neden olduğu MPTP ile kontamine olan enjektörlerle 

uyuşturucu kullanan kişilerde görülmesiyle keşfedilmiştir (Langston, Ballard, Tetrud, 

and Irwin, 1983). MPTP bir nörotoksin ve mitokondriyel kompleks I inhibitörü olan 1-

metil-4-fenilpiridinyum (MPP+)’a metabolize olarak substantia nigradaki dopaminerjik 

hücrelerde selektif olarak hasar ortaya çıkardığı anlaşılmıştır (Xu et al., 2006). 

MPTP’nin bu etkisinin görülmesinden sonra PH’nin çevresel toksinlerle ortaya 

çıkabileceği fikri yaygınlaşmış ve çevresel kirliliğin en önemli nedenleri arasında 

gösterilen pestisitlerle olan ilişkisi araştırılmıştır. Her ne kadar birçok çalışma pestisit 
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maruziyeti ile PH ilişkisini araştırmış olsa da sadece bir vaka çalışmasında pestisit 

maruziyetiyle artan PH ilişkisi gösterilmiştir ([Tahmini risk oranı (OR)] 2.2)(Elbaz et 

al., 2009). Daha sonra yapılan çalışmalar tarım, kuyudan çıkartılan suların tüketimi, 

kaynak yapan kişilerin maruz kaldığı eriyik metaller, ağır metal (demir, bakır, kurşun, 

alüminyum ve çinko) maruziyetinin farklı etkileri olduğunu ortaya çıkarmıştır (Tanner et 

al., 2011). 

Genetik faktörlere bakıldığında PH’nin genellikle idiyopatik olarak ortaya çıktığı 

görülmektedir. Hastaların yalnızca %10-15’inde aile öyküsü ve sadece %5’inde 

monojenik kalıtım görülmektedir (Deng, Wang and Jankovic, 2018). Ayrıca bireylerin 

PH riski tam olarak aydınlatılamayan polijenik risk faktörlerinin ürünü olabileceği 

düşünülmektedir. PH’ye neden olduğu düşünülen genler “PARK” kısaltmasıyla 

tanımlanmıştır. Günümüzde 23 adet PARK geni PH ile ilişkilendirilmiş ve bu genlerin 

otozomal baskın (SNCA, LRRK2, VPS32) veya otozomal çekinik (PRKN, PINK1 ve 

DJ-1) olduğu gösterilmiştir (Schulte and Gasser, 2011). İlişkilendirilen bu genler Tablo 

2.1’de özetlenmiştir. Bu risk faktörleri içersinde en önemli olarak gösterilenler GBA1 

(glukoserebrozidazların hidrolizinden sorumlu β-glukoserebrozidazı kodlayan gen), 

HLA-DQB1 (majör antijen sunumu kompleksi, sınıf II’yi kodlayan gen) ve MAPT (tau 

proteinini kodlayan gen) olarak kabul edilmektedir (Nalls et al., 2014; Sidransky and 

Lopez, 2012; Simon-Sanchez et al., 2009). 
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Tablo 2.1. Parkinson hastalığında rol alan PARK ile isimlendirilmiş genler (Kouli, Torsney, and Kuan, 

2018) 

PARK GEN Kalıtım Tanım 

PARK1 
SNCA (Polymeropoulos et al., 

1997) 
OD α-sinüklein 

PARK4 SNCA (Puschmann et al., 2009) OD α-sinüklein 

PARK2 PRKN (Kitada et al., 1998) OR 
Parkin RBR E3 ubikuitin 

protein ligaz 

PARK5 UCHL1 (Nishikawa et al., 2003) OD 
Ubukuitin C-terminal hidrolaz 

L1 

PARK6 PINK1 (Valente et al., 2004) OR 
PTEN-indüklenmiş varsayılan 

kinaz 1 

PARK7 DJ-1 (Bonifati et al., 2003) OR 
Parkinsonizm ile ilişkili 

deglikaz 

PARK8 LRRK2 (Zimprich et al., 2004) OD 
Lösin-zengin tekrarlayan 

kinaz 2 

PARK9 ATP13A2 (Ramirez et al., 2006) OR Katyon taşıyan ATPaz 13A2 

PARK11 GIGYF2 (Lautier et al., 2008) OD 
GRB10 etkileşen GYF 

protein 2 

PARK13 HTRA2 (Strauss et al., 2005) OR HtrA serin peptidaz 2 

PARK14 
PLGA2G6 (Paisan-Ruiz et al., 

2009) 
OR 

Kalsiyumdan bağımsız 

fosfolipaz A2 enzim 

PARK15 FBX07 (Di Fonzo et al., 2009) OR F-kutu protein 7 

PARK17 VPS35 (Wider et al., 2008) OD 
Vaküoler protein sıralayıcı-

ilişkili protein 35 

PARK18 
EIF4G1 (Chartier-Harlin et al., 

2011) 
OD 

Ökaryotik translasyon 

başlatıcı faktör 4 gama 1 

PARK19 DNAJC6 (Olgiati et al., 2016) OR HSP40 oksilin 

PARK20 SYNJ1 (Quadri et al., 2013) OR Sinaptojanin 1 

PARK21 
DNAJC13 (Vilarino-Guell et al., 

2014) 
OD 

Reseptör bağımlı endositoz 8 

(RME-8) 

PARK23 VPS13C (Lesage et al., 2016) OR 
Vaküoler protein sıralayıcı-

ilişkili protein 13C 
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2.1.4. Patolojisi 

Birçok mekanizma PH patolojisinin altında yatan temel neden olarak 

tanımlanmış olsa da bu mekanizmalar hastalığın gelişmesinde temel neden olan α-

sinüklein agregasyonu etrafında çerçevelenmiştir. PH patolojisi SNPc’de hücre içi α-

sinüklein inklüzyonlarının neden olduğu dopaminerjik nöron kaybı ve buna bağlı olarak 

adaptif ve doğal bağışıklığın rol oynadığı kompleks bir yapıdan oluşmaktadır. 

Mitokondriyel disfonksiyonun, idiyopatik ve ailesel PH’nın patolojisinde rol 

oynadığı kabul edilmektedir (Moon and Paek, 2015). Yapılan post-mortem analizlerde 

mitokondriyel kompleks-1’in eksikliği gösterilmiştir (Bindoff, Birch-Machin, Cartlidge, 

Parker and Turnbull, 1991). Ayrıca MPTP’nin keşfedilmesinden sonra mitokondriyel 

kompleks-1 inhibitörlerinin bu alanda yapılan araştırmaların önünü açması PH’de 

kompleks-1 inhibisyonunun rolünün aydınlatılmasını kolaylaştırmıştır (Langston et al., 

1999). Daha sonra yapılan çalışmalar MPTP’nin okside olduktan sonra dopaminerjik 

nöronlarla alınmasının ardından mitokondriyel kompleks-1 işlevinin bozulması sonucu 

dopaminerjik nöronların enerji deplesyonuna bağlı olarak ölümünü göstermiştir (Tanner 

et al., 2011). Genetik risk faktörlerinden olan ve mitokondriyel enerji regülasyonundan 

sorumlu olan PINK1 ve PARKIN’in (PARK2 ve PARK6) ailesel PH’ye neden 

olduğunun ortaya çıkarılması mitokondriyel fonksiyonunun hastalığın patolojisindeki 

rolünü göstermektedir (Pickrell and Youle, 2015). Ayrıca α-sinükleinin mitokondriyel 

fonksiyonu bozması veya mitokondriyel fonksiyonun bozulmasının ardından 

agregasyonunun artması bu iki temel mekanizmanın ortak noktalarını göstermektedir. 

Yakın zamanda yapılan çalışmalar α-sinükleinin mitokondriyel bir reseptör olan TOM20 

ile etkileşerek oksidatif strese ve reaktif oksijen türlerinin üretimine neden olduğunun 

göstermiştir (Di Maio et al., 2016). 

Hücre içerisinde proteinlerin katlanmasından ve işlevsiz proteinlerin 

uzaklaştırılmasından sorumlu iki temel mekanizma olan ubikuitin-proteazom ve otofaji-

lizozom yolaklarının PH’de rolü genetik faktörler ve deneysel araştırmalarla 

gösterilmiştir (McKinnon and Tabrizi, 2014). Özellikle proteinlerin katlanmasından 

sorumlu şaperon proteinleri yardımıyla otofajinin işlevsiz ve anormal proteinlerin temel 

hücresel yıkım mekanizmalarından biri olduğu anlaşılmıştır. Ardından otofajinin PH’de 
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α-sinüklein ile olan etkileşimin araştırılmasını ve bu dengenin bozulduğunun ortaya 

çıkartılmasını sağlamıştır (McNaught and Jenner, 2001). Özellikle monomerik α-

sinükleinin her iki yol ile hücreden uzaklaştırılırken fibril formunun bu mekanizmalarla 

uzaklaştırılamayarak agrege olduğunun gösterilmesi fibril formdaki α-sinükleinin 

patolojiden olası sorumlu bir mekanizmayı daha etkilediğini göstermiştir. 

α-sinüklein küçük (14 kDa), çözünebilir, Lewy cisimciklerini oluşturan, 

monomer formda katlanmamış şekilde tersiyer yapıya sahip ve agregasyona karşı 

dirençli bir proteindir. Negatif yüklü lipidler ve fosfolipidlerlerle etkileşerek α-heliks 

yapısına N-terminal ucu doğrultusunda katlanır. PH’de α-sinüklein β-yaprak 

konformasyonundan zengin amiloid benzeri yapılara agrege olmaya yatkındır. Sonuç 

olarak 5-10 nm boyutlarında uzun filamentler halinde lewy cisimciklerinin yapısını 

oluştururlar (Burre et al., 2013). Bu konformasyonel değişim için birçok mekanizma 

araştırılmış ve serin 129’dan fosforilasyon, ubukitinasyon, C-ucu kesimi ön plana 

çıkmıştır (Fujiwara et al., 2002). Fakat Parkinson hastalarının post-mortem beyinlerinde 

α-sinükleinin katlanmamış monomeri, çözülebilir oligomer, protofibriller ve yüksek 

moleküler ağırlıklı çözünmeyen fibriller gibi farklı formlarına rastlanmıştır. Ayrıca 

mekanizması tam olarak aydınlatılmamış olmakla birlikte monomer α-sinüklein’in 

agregasyona yatkın forma transforme olabildiğini ve ara formlar oluşturduktan sonra 

(protofibriller) fibrillere dönüştüğü gösterilmiştir (Caughey and Lansbury, 2003). Deney 

hayvanlarında yapılan çalışmalar çözünmeyen α-sinüklein fibril formunun nörotoksik 

olduğunu göstermiştir (Barrett and Timothy Greenamyre, 2015). Ayrıca oligomerik 

formun anormal protein agregasyonunu hızlandırarak beyin çerisinde yayılım 

mekanizmasını taklit ettiği gösterilmiştir (Baba et al., 1998). Özellikle nigral 

agregatlarda α-sinüklein’e karşı immünoreaktivite ve artmış mikroglial hücrelerin varlığı 

PH patolojisinde nöroinflamasyonun önemli rolünü hatırlatmaktadır (Yamada, McGeer, 

and McGeer, 1992). 

2.1.5. Mikroglialar ve Mikroglial Aktivasyon 

Mikroglia santral sinir sistemine özgü eritromyeloid prekürsörlerde ve fetal 

karaciğerde üretilen, erken beyin gelişiminde santrale göç ederek yetişkin mikroglia olan 

makrofaj benzeri hücrelerdir. Özellikle nörodejeneratif hastalıklardaki rolü 
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gösterildikten sonra transkripsiyonel ve fizyolojik koşullardaki regülasyonu üzerine 

birçok araştırma yapılmıştır (Holtman, Skola, and Glass, 2017). Parkinson hastalarında 

yapılan postmortem analizlerde mikroglial aktivasyon, kompleman aktivasyonu, T-

lenfosit infiltrasyonu ve özellikle SNPc ve striatal bölgede yüksek miktardaki pro-

inflamatuvar sitokinlerin varlığı PH’nin patolojisinde nöroinflamasyon ve 

nöroimmunolojik disregülasyonun rolünü işaret etmektedir (Hirsch and Hunot, 2009). 

PH’nin erken döneminde beyin sapı, bazal ganglia, frontotemporal çekirdekler, parietal 

ve oksipital çekirdeklerde artmış mikroglial aktivasyonun varlığı bir radioligand olan 

[11C]-PK11195 ile yapılan pozitron emisyon tomografi (PET) aracılığıyla gösterilmiştir 

(Edison et al., 2013; Gerhard et al., 2006). Her ne kadar mikroglial aktivasyon sekonder 

bir etken olarak düşünülse de yapılan deneysel çalışmalar hastalığın erken dönemlerinde 

ortaya çıkmasından dolayı mikroglial aktivasyonun primer sebeplerden olabileceğini 

düşündürmektedir. Mikroglialar üzerinde antiinflamatuar özellik taşyan bileşiklerin 

nöroprotektif etki göstermesi ve nörodejenerasyonu yavaşlatması bu fikirleri 

desteklemektedir (He, Appel, and Le, 2001). Son zamanlarda yapılan çalışmalarda 

gösterilen α-sinükleinin mikroglial aktivasyonu direkt olarak başlatarak inflamatuvar 

yolağı aktive etmesinin bu temel mekanizmaların ortak noktası olduğu görülmektedir 

(Su et al., 2008). Bunlara ek olarak yapılan çalışmalarda insan lökosit antijen sınıf-2 

(HLA-II)’nin PH patolojisi için bir risk faktörü olduğu gösterilmiştir (Saiki et al., 2010). 

Aynı doğrultuda genetik nedenlerden hareketle inflamasyon sonucu veya doğrudan 

ortaya çıkan immün aktivasyonun bu kompleks mekanizmada rolü olduğunun 

gösterilmesi bu nöroinflamatuvar-nöroimmün etkileşiminin α-sinükleinle olan 

bağlantısının araştırılmasının önünü açmıştır.  

PH post-mortem analizlerinde mikroglial aktivasyonun gösterilmesi ve artmış 

majör histokompatibilite kompleks ekspresyonunun, α-sinükleinin birikmesiyle birlikte 

substantia nigrada dopaminerjik nöronların ölümünden sorumlu oldukları gösterilmiştir 

(Decressac, Mattsson, Lundblad, Weikop, and Bjorklund, 2012). Son yapılan 

araştırmalar α-sinüklein epitoplarının T-hücreleri tarafından sunulduğunu göstermiştir 

(Sulzer et al., 2017). Yapılan immünogenetik analizler MHC-II’nin PH’deki rolünü 

göstermiştir. Teknolojik ilerlemelerle birlikte yapılan genom çapında ilişkilendirme 

çalışmaları MHC-II hakkındaki bu bulguları güçlendirerek bu genetik noktaların 
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saptanmasını sağlamıştır(Hamza et al., 2010). Özellikle antijen sunumundan sorumlu 

immün ilişkili genlerin bu genetik noktalarda bulunması daha sonra yapılan çalışmaların 

önünü açmıştır. PH’de genetik bir risk faktörü olarak kabul edilen ve yapılan genom 

boyu ilişkilendirme (GWAS) çalışmalarıyla tanımlanan HLA bölgesinin aynı zamanda 

otoimmün hastalıklarla direkt olarak ilişkisinin olması PH’nın immün terapilerle tedavi 

edilip edilemeyeceği sorularını ortaya çıkarmıştır (Simon-Sanchez et al., 2011). Birçok 

çalışma HLA sınıf II’deki polimorfizmleri incelemiş ve bu genin PH ile direkt olarak 

ilişkili olduğunu kanıtlamıştır (International Parkinson Disease Genomics et al., 2011). 

Mikroglial aktivasyonla birlikte antijen sunumunun PH’de temel patolojilerden biri 

olduğu fikri güçlenmiştir.  Periferal ve santral immün hücrelerdeki değişiklerin 

hastalıktaki rolü genetik ve moleküler düzeyde araştırılmıştır. 

2.1.6. Otoimmünite 

PH’yi tanımlamada monogenik nedenlerin yetersizliği ve kompleks genetik 

etkenlerin rolünün olmasının yanı sıra risk faktörlerin etkilerinin gösterilmesi, çevresel 

etkenlerin hastalığın patolojisini modifiye ettiği fikrini ortaya çıkarmıştır. Özellikle 

inflamasyon ve risk faktörleri arasındaki güçlü bağlantının varlığı ve immünogenetik 

ilişkinin çevresel etkenlerle nasıl etkileştiğine dair mekanizmalar yeni aydınlatılmaya 

başlanmıştır. 2003 yılında Braak ve arkadaşları Parkinson hastalarının post-mortem 

beyin dokularını α-sinüklein için immünoişaretleme ile incelendiğinde, dokuları 

patolojinin seviyesi olarak düşündüğü temel sınıflara ayırmıştır (Braak et al., 2003). Bu 

sınıflandırmayı ise α-sinüklein’in yayılımına göre yapmıştır. PH’nin yabancı bir etkenle 

gastrointestinal sistem veya burun boşluğu yoluyla başlayarak vagus veya olfaktör 

sinirler vasıtasıyla santrale doğru yayılım gösteren ve son seviyesinde neokorteksi 

etkileyen bir prion benzeri hastalık olabileceği fikrini öne sürmüştür (Del Tredici and 

Braak, 2016)(Şekil 2.1). 
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Şekil 2.1. α-sinüklein'in enterik sistemden santral sinir sistemine dağılım hipotezinin gösterilmesi (Van 

Den Berge et al., 2019). 

Parkinson hastalarının post-mortem beyin dokularında mikrogliozisin yanında 

yüksek miktarda T hücre infiltrasyonun gösterilmesi ve hatta bu T hücrelerin periferal 

kaynaklı olduğunun gösterilmesinin ardından otoimmün hipotez önem kazanmıştır 

(Lionnet et al., 2018). T hücrelerin doğası gereği otoreaktif olmaları ve herhangi bir 

hastalık kaynaklı değişen proteinlere karşı proinflamatuvar yanıt oluşturmaları 

otoimmün hipotezi güçlendirmektedir. Özellikle enterik sinir sisteminde de aynı α-

sinüklein’e karşı T hücre otoimmün reaktivitesinin varlığı bu fikri desteklemektedir. 

Parkinson hastalığının erken safhalarında intestinal geçirgenliğin ve lenfosit 

aktivasyonunun varlığı gösterilmiştir (Scheperjans et al., 2015). Bu nedenle α-

sinüklein’e karşı santral ve periferal T hücre cevabının oluşumu ve sürekliliği PH 

patolojisinde immünogenetik hipotez doğrultusunda otoimmünitenin önemli rolünü 

göstermektedir. Otoimmün hipotezin ve α-sinüklein’e karşı oluşan cevabın temel 

nedeninin hücresel ve hümoral bağışıklık aktivasyonu olduğunun gösterilmesinin 

ardından α-sinükleinle karşılaşan bağışıklık sistemi hücrelerinin antijen sunumu 

kabiliyetleri araştırılmış ve MHC-II’nin bu hipotez doğrultusundaki rolü gösterilmiştir. 

Örneğin HLA-DRA geninde rs3129882 tek nokta polimorfizminin (SNP) artmış MHC-

II ekspresyonuna neden olduğu bilinmektedir. Ayrıca bu polimorfizimin çevresel 

pteroidlerle PH riskinde anlamlı artışa neden olduğunun gösterilmesi bu hipotezi 

destekleyerek bu etkileşimin rolünü ve olası tedavi arayışlarında düşünülmesi gerektiğini 

göstermektedir (Kannarkat et al., 2015). 2012 yılında Depboylu ve arkadaşları T 

lenfositlerin dejenere olan dopaminerjik nöronlar ve MHC-II ekprese eden mikroglialar 

ile temas halinde olduğunu göstermişlerdir (Depboylu et al., 2012). Daha sonra yapılan 
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çalışmalarda α-sinüklein’in fibril formunun yanı sıra hücre içerisinde oksidatif strese 

veya modifikasyonlara bağlı patolojik formlarda olmasının farklı cevaplar 

oluşturabildiği gösterilmiştir. Özellikle α-sinükleinin nitratlanmış formunun immün 

cevap oluşturması ve dopaminerjik nöronların ölümüne bağlı ortaya çıkan nöromelanin 

pigmentlerinin antijenik cevaba yol açması bu fikri desteklemektedir (Oberlander et al., 

2011). Ayrıca post-mortem analizlerde gösterilen striatal bölgede ve substantia nigrada 

immünoglobulin kümelenmeleri otoimmün hipotezi güçlendirmektedir (Garretti, 

Agalliu, Lindestam Arlehamn, Sette, and Sulzer, 2019). Bu bilgiler ışığında santral sinir 

sisteminin immünolojik yanıtından sorumlu olan glial hücrelerden mikrogliaların, 

yapısal olarak MHC-II eksprese etmemesine rağmen, insanlarda yaşlanmaya bağlı ve 

birçok santral sinir sistemi patolojisinde up-regüle olduğu bilindiğinden immün sistemin 

rolü öne çıkmaktadır (Imamura et al., 2003). Ayrıca MHC-II pozitif mikrogliaların farklı 

beyin bölgelerinde aktivite göstererek uzantılarını α-sinüklein’in pozitif lewy cisimciği 

bulunan dejenere olmuş nöronlara kadar ulaştırması mikrogliaların ve periferik immün 

hücrelerin rolünün önemini daha da artırmaktadır (Şekil 2.2). 

 

Şekil 2.2. Mikroglial gözlem ve aktivasyonunun nöronlar ile etkileşimi ve T-lenfositlere sunumunun 

mekanizması (Subramaniam and Federoff, 2017) 

Yapılan in vitro ve in vivo çalışmalar α-sinükleinin bağışıklık sistemi hücrelerini 

aktifleştirme mekanizmalarını araştırmıştır. Fibril formdaki α-sinükleinin makrofajlar 

tarafından hızlı bir şekilde fagosite edildiği ve ekstrasellüler boşluktaki anormal α-

sinükleinin veziküllerle hücre içerisinde alınarak patolojiye karşı oluşan immün cevabı 
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oluşturduğu ileri sürülmüştür (Hughes et al., 2019). Fibril formdaki α-sinükleinin 

kimyasal çekici olduğunun anlaşılmasından sonra, T ve B lenfositleriyle olan olası 

etkileşimleri ile ilgili birçok çalışma yapılmış ve farelerde α-sinüklein ile aktive olmuş T 

hücrelerinin adoptif transferinin sağlıklı farelerde patolojiyi oluşturduğu gösterilmiştir 

(Reynolds et al., 2010). Ayrıca CD4-/- farelerde MPTP ile oluşturulan Parkinson 

modelinde α-sinükleine karşı oluşan yanıtın gözlemlenmemesi bu hücrelerin patolojideki 

asıl rolünü göstermiştir (Brochard et al., 2009). Bu bilgilerin yanı sıra T hücrelerinin 

inflamatuvar mediyatörlerin salınımından sorumlu olduğunun bilinmesi dopaminerjik 

nöron kaybını hızlandıran nöroinflamatuvar yanıtın ana bileşeni olmasından dolayı, α-

sinüklein’e karşı oluşan bu cevabın azaltılmasının deney hayvanlarında görülen PH 

patolojisini hafiflettiği daha önce yapılan çalışmalarla uyuşmaktadır. 

PH’de başlayan mikrogliozisin α-sinükleine karşı oluşan immün cevaptaki 

rolünün araştırılması önemli hale gelmiştir. Her ne kadar α-sinüklein ile mikroglial 

etkileşimin şiddeti ve rolü tam olarak aydınlatılmış olmasa da yapılan araştırmalar, 

birçok mekanizmanın patolojinin başlangıcı için önemli rol oynadığını göstermektedir 

(Fellner et al., 2013; Wang et al., 2015). Özellikle mikroglial hücrelerin agrage olan α-

sinükleini yüksek miktarlarda fagosite edebilme kapasitelerinin bilinmesi aslında bu 

hücrelerin hastalığın patolojisinde antijen sunumu haricinde patolojiye karşı savaşan 

hücreler olduğu fikrini de desteklemektedir. Fakat α-sinükleinin bir süre sonra yüksek 

miktarlarda ortaya çıkması ve mikroglial kapasitenin aşılmasının bu hücreler için 

öldürücü etkilere sahip olması hastalığın başlangıç safhalarında mikroglial cevabın daha 

kritik olduğunu göstemektedir (Koller, Brooks, Golde, Giasson and Chakrabarty, 2017). 

Mikrogliaların antijen sunumu için MHC-II molekülerini kullandığı bilinmektedir 

(Martin et al., 2016). Ayrıca MHC-II proteinlerin yapısı gereği eksojen faktörlere karşı 

yanıt oluşturduğu bilindiğinden α-sinükleine karşı mikroglial MHC-II sunumunun temel 

mekanizmaları ve bu mekanizmaların modülasyonları araştırılmıştır. Yapılan in vitro 

çalışmalarda α-sinükleinin mikroglialarda MHC-II kompleksini aktive ettiği 

gösterilmiştir. Genetik olarak MHC-II kompleksinin silinmesinin α-sinüklein ile 

indüklenen aktivasyonun, antijen sunumunun, IGg depoziyonunun ve dopaminerjik 

nöronların dejenerasyonunun ortadan kalkmasına neden olduğu görülmüştür (Orr, Rowe, 

Mizuno, Mori and Halliday, 2005). Bu nedenle otoimmün ve nöroinflamatuvar 
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mekanizmalardan hareketle, α-sinüklein ile indüklenen MHC-II kompleks aktivitesinin 

CD4+ T lenfositlerinin aktivasyonuna, inflamatuvar sitokin salnımından sorumlu 

kaskadın başlamasına neden olduğu ve bu kaskadın modifikasyonun hastalıkta tedavi 

hedefi olabileceği fikrini güçlendirmektedir. 

2.1.7. Epigenetik 

Epigenetik modülasyon prenatal dönemde başlayan, hayat boyu devam eden, 

yaşam tarzına, çevresel etkenlere ve genetik yapıyla birlikte PH’de risk faktörlerine 

neden olduğu düşünülen önemli bir etkendir. Çevresel etkilerin genom düzeyindeki 

farklılıklara neden olabildiğinin gösterilmesinin ardından epigenetik mekanizmaların 

PH’nin patolojisindeki rolü önem kazanmıştır. Özellikle PH’nin her ne kadar klinik 

semptomları dopaminerjik nöronların %70’inin kaybı sonrası belirginleşmeye başlasa da 

patolojinin yaklaşık 20 yıl önce başladığı hipotezi epigenetik bir süreç olarak 

düşünülmesi fikrini desteklemektedir (Ammal Kaidery, Tarannum a -nd Thomas, 2013).  

Histon modifikasyonları epigenetik mekanizmaların temelini oluşturmaktadır. 

Histon yapısı temel olarak H2A, H2B, H3, H4 ve bağlayıcı H1 ile birlikte 147 baz sayılı 

DNA’yı 1.65 kez saran bir kompleksten oluşmaktadır. Herbir histon proteini DNA’dan 

uzanan N-terminal ucuna sahiptir ve bu sayede post-translasyonel modifikasyona olanak 

sağlayan linear bir aminoasit dizisi oluşturmaktadır (Luger, 2003). Bu dinamik histon 

yapısı kromatin remodeling ve sonuç olarak gen regülasyonunu sağlamaktadır. Her ne 

kadar histon modifikasyonları asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubukitinasyon, 

nitrozilasyondan oluştuğu düşünülse de gün geçtikçe yeni modifikasyonlar literatüre 

girmektedir. Bunların arasından asetilasyon and Roth, 2001). Histon deasetilasyon 

inhibitörleri gen ekspresyonunun epigenetik modülasyonu yoluyla etki gösteren ve 

sistemik immün aktivasyon sonucu ortaya çıkan inflamatuvar cevabı baskılayan yeni 

nesil ajanlardır (Bose et al, 2014). Her ne kadar histon deasetilaz inhibitörleri in vitro ve 

in vivo çalışmalarda nöroprotektif ve anti-inflamatuvar etkileri ile öne çıksa da histon 

asetilasyonunun tümör hücrelerine karşı oluşan immün cevabı artırarak antiproliferatif 

etki göstermesi, bu ajanların etkilerinin ve etki mekanizmalarının daha derin 

araştırılmasına olan ihtiyacı ortaya koymaktadır. Kromatin şekillenme dinamikleri 

transkripsiyonel aktivasyon ve gen ekspresyonu için hayati önem arz etmektedir. Bu 
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dinamiklerin açıklanmasında histon asetilasyonu diğer mekanizmalara göre daha detaylı 

olarak araştırılmıştır. Histon asetilasyonu, asetil-koenzim A’da bulunan asetil 

gruplarının histon kuyruklarının lizin kuyruklarına transfer edilmesi ve bu sayede 

nükleozomlar üzerinde elektrostatik itme kuvvetlerinin oluşmasını sağlayarak kromatin 

gevşemesiyle sonuçlanır. Bunun sonucunda ise transkriptör regülatör faktörlerin 

bağlanmasına ve RNA pol-II aktivasyonuna neden olur. Gen transkripsiyonunun 

baskılayıcısı olan birçok molekül promotör bölgelere bağlanarak kromatin sıkışmasına 

ve gen susturulmasına neden olur (Şekil 2.3). 

 

Şekil 2.3. Gen ifadesinin histon asetilasyonu ve metilasyonuyla düzenlenmesi 

Histon asetilasyonu histon asetiltransferazlar (HAT) tarafından gen ifadesinin 

aktivasyonu ve histon deasetilazlar (HDA) tarafından gen ifadesinin represyonu olmak 

üzere iki temel mekanizma ile regüle edilmektedir. HAT’lar histon kuyruğuna asetil 

koenzim A’da bulunan asetil grubunun lizin rezidüsüne transfer edilmesinden sorumlu 

kısıtlı sayıda enzim grubundan oluşmaktadır. Fakat günümüzde 18 adet farklı histon 

deasetilaz tanımlanmıştır. 4 farklı sınıfa ayrılan bu enzimler kofaktörleri ve hücresel 

fonksiyonları açısından farklılıklar göstermektedir. Sınıf I (HDA 1,2,3 ve 8), sınıf II 

(HDA 4,5,6,7,9 ve 10), sınıf III (sirtuinler 1,2,3,4,5,6,7) ve sınıf IV (HDA 11)’den 

oluşmaktadır. Sınıf III’te bulunan HDA'lar ise aktif bölgeleri için NAD+’ye ihtiyaç 

duyarken diğer tüm sınıflar aynı bölgede aktivasyon için çinkoya bağımlıdır 

(Dokmanovic, Clarke, and Marks, 2007). Hücresel ve dokusal dağılım olarak farklılık 

gösteren bu enzimlerden HDA2’nin çoğunlukla nöronlarda, HDA1’in ise glial 

hücrelerde olduğu gösterilmiştir (MacDonald and Roskams, 2008). CUDC-907 
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(fimepinostat) HDA (1, 2, 3, 6, 10, 11) inhibitörü olan aynı zamanda fosfoinositid 3 

kinaz (PI3K) enziminide inhibe ettiği bilinen bir histon deasetilaz inhibitörüdür. 

Çalışmamızda kullanmayı plandığımız diğer bir inhibitör olan TMP-195’in ise HDA 4, 

5, 7, 9 sınıflarını inhibe ettiğinden sınıf IIa spesifik histon deasetilaz inhibitörü olarak 

adlandırılmaktadır. Özellikle diğer sınıfların etkileri ve dağılımları araştırılıyor olsa da 

her geçen gün literatüre bu modifikasyonlar ve fizyolojik etkileri hakkındaki bilgiler 

eklenmektedir. Fakat PH ve epigenetik ilişkinin sporadik ve ailesel formlardaki rolleri 

hakkındaki bilgiler halen kısıtlıdır. Varolan bilgiler ışığında ailesel PH’de rol oynayan 

SNCA diğer genler arasında öne çıkmaktadır (Satake et al., 2009). Bu genin primer 

ürünü ve PH’nin patolojisinin temel elemanı olan α-sinükleinin epigenetik olarak 

etkileştiğinin bilinmesi bu yönde yapılan araştırmaların önünü açmıştır. Fakat daha sonra 

yapılan araştırmalar α-sinükleinin kendisinin histon modifikasyonlarına neden 

olabildiğini ve hatta nükleer ve sitoplazmik formlarının farklı etkilere sahip olduğunu 

göstermiştir. Nükleer hedefli α-sinükleinin SH-SY5Y hücrelerinde toksisiteye neden 

olması ve HDA inhibitörleriyle bu toksisitesinin engellenmesi HDA’ların terapötik 

amaçlı kullanılabileceği hakkında ilk bulguları sağlamıştır (Kontopoulos, Parvin, and 

Feany, 2006). Ayrıca oksidatif stresin α-sinükleinin nükleer transportuna ve bir 

promotör element olan peroksizom proliferatör aktive reseptör gama koaktivatör-1α 

(PGC-1α)’ya bağlanarak histon deasetilasyonuna neden olması PGC-1α’nın azalmasına 

ve dolasıyla oksidatif stres kaynaklı hücre hasarının artmasına neden olmaktadır 

(Siddiqui et al., 2012). Bunlara ek olarak, histon deasetilaz inhibitörleri Treg 

hücrelerinin proliferasyon ve baskılayıcı aktivitelerini arttırdığı bilinmektedir (Liu vd., 

2010). Özellikle post-mortem analizlerde PGC-1α’nın anlamlı derecede azaldığının 

gösterilmesi α-sinükleinin, PH’nda deasetilasyonla hücresel ölüme neden olduğu fikrini 

güçlendirmektedir. Ayrıca son yapılan çalışmalarda HAT/p300’ün prion-benzeri 

bölgeler içerdiği ve kolay bir şekilde modifiye olabildiğini göstermiştir (Kirilyuk et al., 

2012). Bu bölge birçok katlanma problemi olan ve hücre içerisinde akümüle olabilen 

bölgeyle etkileşerek agregasyona neden olmaktadır. HAT/p300’ün vitro modellerde α-

sinükleinin agregasyonuna neden olduğu gösterilmiştir (Kirilyuk et al., 2012). Buna ek 

olarak insan α-sinükleinin fizyolojik koşullarda dopaminerjik hücrelerde izoform 

bağımlı olarak oksidatif streste önemli rol oynayan bir kinaz olan protein kinaz C-
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delta’nın (PKCδ) transkripsiyonel supresyonunu sağladığı bilinmektedir (Jin et al., 

2011). Azalmış PKCδ transkripsiyonu yapısal NF-κB aktivitesinin baskılanmasıyla 

sağlanır. Azalan NF-kB sayesinde p65 asetilasyonu α-sinüklein ile indüklenen p300 

seviyelerini ve α-sinükleinin HAT aktivitesini azaltarak dopaminerjik nöronları 

apopitozdan korumaktadır. Bu bilgiler α-sinükleinin potensiyel olarak histon 

modifikasyonlarıyla hastalığın patolojisinde önemli rol oynadığı göstermektedir. 

Epigenetik mekanizmaların α-sinüklein ile etkileşmelerinin araştırmalarından biri olan 

Yan Xiao ve arkadaşlarının çalışmasında, Treg hücrelerinin işlevini düzgün 

sürdürebilmesi için Forkhead box P3 (Foxp3) içeren kısımlarında bulunan lizin 

bölgelerinin asetilasyona uğraması gerektiği gösterilmiştir (Xiao vd., 2010). Buna ek 

olarak, 2006 yılında Kontopoulos ve arkadaşları ise α-sinükleinin histonlarla olan 

ilişkisini incelemiş ve α-sinükleinin histon deasetilasyonunu inhibe ettiğini göstererek 

“üçlü hipotezi“ desteklemiştir (Kontopoulos vd., 2006). 2018 yılında Harrison ve 

arkadaşları, α-sinükleinin histon proteinlerinin asetilasyon bölgelerini maskelediğini ve 

histon asetiltransferaz enzim aktivitesini engelleyerek dinamik gen regülasyonunu 

engellediğini göstermiştir (Harrison vd., 2018). Ayrıca in vitro dejenere olmuş 

dopaminerjik nöronların histon hipoasetilasyonu gösterirken aktive olan mikrogliaların 

histon hiperasetilasyon gösterdiğini bildirmiştir. 

2.1.8. Parkinson hastalığında histon asetilasyonu 

Histon asetilasyonundan sorumlu her iki enzimin de (HAT ve HDA) PH 

patolojisinde rol aldığı görülmektedir. PH deneysel modellerinde kullanılan parakuat ve 

rotenonun HDA aktivasyonunu azaltarak histon asetilasyonunu artırdığı, diledrinin ise 

HAT aktivitesini artırdığının gösterilmesi histon asetilasyonunun PH da farklı sonuçlara 

neden olduğunu düşündürmektedir (Van Maele-Fabry, Hoet, Vilain, and Lison, 2012). 

Ayrıca parakuatla in vivo olarak indüklenen α-sinükleinin histon hipoasetilasyonuna 

neden olması histon asetilasyonunun karışık mekanizmasına bir soru daha eklemektedir 

(Song, Kanthasamy, Anantharam, Sun, and Kanthasamy, 2010; Song, Kanthasamy, Jin, 

Anantharam, and Kanthasamy, 2011). Tüm bu zıtlıklar deneysel modellerde hem HAT 

inhibitörlerinin hem de HDA inhibitörlerinin nöroprotektif etkiler göstermesiyle 

desteklenmektedir. Daha sonra yapılan çalışmalarda histon asetilasyonunun idiyopatik 
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ve genetik farklılıkları ve bu farklılıkların histon düzeyinde etkileri araştırılmış ve her 

sınıfta bulunan enzim için farklı etkiler ortaya çıktığı gözlemlenmiştir (Tablo 2.2). 

Tablo 2.2.Günümüze kadar tanımlanmış ilaç ve çevresel etkenlerin neden olduğu epigenetik 

modifikasyonlar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kimyasal Epigenetik modifikasyon Referans 

Toksinler   

MPTP Demetilasyon (Nicholas et al., 2008) 

Parakuat H3 hiperasetilasyon (Song et al., 2010; Song et al., 2011) 

Rotenon 

Bilinmeyen mekanizma 

fakat HDA inhibitörü 

toksisiteyi inhibe ediyor 

(St Laurent, O'Brien, and Ahmad, 2013) 

Dieldrin H3, H4 hiperasetilasyon (Song et al., 2010) 

İlaç   

Levodopa 
H4K5, K8, K12, K16 

deasetilasyon 
(Nicholas et al., 2008) 

HATi   

Anakardik 

asit 
Deasetilasyon (Song et al., 2010) 

HDAi   

Valproik 

asit 

H3 

hiperasetilasyonu/Promotör 

aktivasyonu/Di-

trimetilasyon 

(H. Chen, Dzitoyeva, and Manev, 2012; P. S. 

Chen et al., 2007; Kidd and Schneider, 2011; 

Marinova et al., 2009; Peng et al., 2005) 

Suberil 

anilid 

hidroksamik 

asit (SAHA) 

Hiperasetilasyon/Promotör 

aktivasyonu/Di-

trimetilasyon 

(H. Chen et al., 2012; Marinova et al., 2009) 

Sodyum 

butirat 

Hiperasetilasyon/Promotör 

aktivasyonu 

(H. Chen et al., 2012; Kidd and Schneider, 

2011; Leng, Marinova, Reis-Fernandes, Nau, 

and Chuang, 2010; Marinova, Leng, Leeds, 

and Chuang, 2011; Marinova et al., 2009) 

AGK2 Hiperasetilasyon (St Laurent et al., 2013) 

MS-275 
Promotör aktivasyonu/Di-

trimetilasyon 

(Leng et al., 2010; Marinova et al., 2011; 

Marinova et al., 2009) 

Fenil butirat Promotör aktivasyonu (Roy et al., 2012; Zhou et al., 2011) 

Urokortin Hiperasetilasyon (Huang et al., 2011) 



20 

PH’nin immünogenetik ve nöroinflamatuvar mekanizmaları göz önünde 

bulundurulduğunda hastalığın erken safhalarında başlayan mikrogliozis ve mikroglial 

davranışın bu epigenetik modifikasyonlardan nasıl etkilendiği ayrıca araştırılmıştır. 

Ancak HAT ve HDA kaynaklı etkilerin karışık ve zıt yönlü olması nedeniyle glial 

fenotip ve davranış üzerindeki sonuçları tam olarak aydınlatılmamıştır. Yapılan birçok 

çalışma hastalığın patolojisinde önemli rol oynayan bir başka glial hücre olan 

astrositlerin mikroglialarla birlikte PH’de ortaya çıkan bu karışık immün cevaptaki 

rollerini araştırmıştır. Faraco ve arkadaşları yaptığı çalışmada fare glial hücrelerde HDA 

alt tiplerini ve LPS ile indüklenen kültürlerde histon asetilasyonun rolünü araştırmıştır 

(Faraco et al., 2009). Araştırmada kullandığı SAHA ve ITF2357 ile histon 

asetilasyonunu sitotoksisiteye neden olmadan dramatik düzeylerde arttığını ve 

deksametazonla indüklenen immünosüpresif etkinin güçlendiğini ortaya çıkarmıştır. 

Fakat ortaya çıkan anti-inflamatuvar ve immünosüpresif bu etkinin HDA ile indüklenen 

immünosüpresan proteinlerin transkripsiyonun artmasından dolayı değil, transkripsiyon 

faktörlerinin DNA’ya bağlanarak aktive olmasından kaynaklı olduğunu göstermiştir. Her 

iki HDA inhibitörünün de lipopolisakkarit (LPS)’e maruz kalmış mikroglial hücrelerde 

NF-kB bağımlı IkBα’nin yeniden sentezini bozarak DNA’ya c-FOS, c-JUN ve fos-

ilişkili antijen-2 (FRA2)’nin bağlanma aktivitesini bozduğunu kanıtlamıştır. Çalışma 

sonucunda fare glial hücrelerinin bazal HDA aktivitesine sahip olduğunu ve bu 

aktivitenin inhibisyonunun nöroinflamatuvar cevabı transkripsiyon düzeyinde 

etkileyerek baskıladığını söylemiştir. 2018 yılında Harrison ve arkadaşları PH’de histon 

asetilasyonunu araştırmış ve mikroglial aktivasyondan sorumlu histon deasetilazları 

tanımlamaya çalışmıştır (Harrison, Smith, and Dexter, 2018). α-sinükleinin birikiminden 

sonra histon proteinlerinin asetilasyon bölgelerini maskeleyerek HAT ve HDA’ların 

dinamik denge halini bozduğunu söylemiştir. Ayrıca daha önceden yapılan 

araştırmalarda HDA’ların nöroprotektif etkilerinden yola çıkarak, post-mortem SNPc 

örneklerini araştırmış ve histon asetilasyonunun hastalığı seviyesi ve derecesine bağlı 

olarak değiştiğini söylemiştir. Ayrıca deneysel modellerde bir ubikuitin-proteozom 

inhibitörü olan laktastatine ile oluşturulan Parkinson benzeri patolojide histon 

hipoasetilasyonunun varlığından bahsetmiş fakat sınıflandırmanın ve histon 

deasetilazların alt tiplerinin önemini vurgulamıştır. Yaptıkları çalışmada histon 



21 

asetilasyonunun Braak derecelendirmesine göre korelasyon gösterip göstermediğini 

aydınlatmaya çalışmış ve histon asetilasyon seviyelerinin dejenere olan dopaminerjik 

nöronlar ve aktive olmuş mikroglialarla patolojinin tersine etki ettiğini söylemiştir. 

Mikroglial aktivasyonun anlamlı şekilde histon asetilasyonunu artırdığını ve bu etkinin 

HLA-DPα1 ekspresyonuyla korelasyona sahip olduğunu göstermiştir. Her ne kadar 

mikroglia ve astrositlerde daha yoğun bulunan alttürler aydınlatılmış olsa da her bir 

enzimin veya enzim sınıfının α-sinüklein nedeniyle ortaya çıkan mikroglial MHC-II 

üzerinde nasıl rol oynadığını gösteren bir çalışma bulunmamaktadır.   

Özellikle sınıf-2 majör doku uygunluk kompleksi transaktivatörü (CIITA)’nin 

MHC-II ekspresyonunun kontrolünde temel mekanizmalardan biri olması bu 

mekanizmaların derinden araştırılmasını gerektirmektedir. MHC-II gen regülasyonu 

normalde transkripsiyonel seviyelerde gerçekleşirken DNA’ya bağlanmadan etki 

gösteren CIITA MHC-II ekspresyonunu regüle ettiği bilinmektedir (Şekil 2.4) (Wright 

and Ting, 2006). MHC-II genlerinin transkripsiyonun CIITA tarafından kontrol edilmesi 

ve CIITA’nın epigenetik modifikasyonlarla çeşitli hücresel yanıtlar oluşturabilmesi 

histon asetilasyonunun MHC-II ekspresyonu üzerinde dolaylı etkilere sahip olma fikrini 

oluşturmaktadır. Mikroglial hücrelerde normalde düşük düzeyde MHC II protein 

ekspresyonu gözlemlenirken, inflamatuvar, immün ve nörodejeneratif durumlarda bu 

ekspresyonun potent bir şekilde arttığı bilinmektedir (Wojtera et al., 2012). 

 

Şekil 2.4. CIITA ve MHC-II ekspresyonunun interferon-γ (IFN-γ) ile uyarılması ve aktivasyonu sonucu 

membrana transportu (Tang et al., 2008)



 

3. MATERYAL ve METOT 

3.1 Gereçler 

3.1.1 Kullanılan Malzemeler 

- Dulbecco’s modified eagle medium/Ham’s F12 medium (DMEM/F12, Gibco, 

12-634-028) 

- Fetal sığır serumu (FBS, Gibco, 11550356) 

- Penisilin/streptomisin (10003927) 

- Tripsin-EDTA (Gibco, 25200072) 

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

- 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyumbromür (MTT, M5655, CAS: 

298-93-1) 

- Sigma steril enjektör filtresi 0.22 µm, metanol (Sigma, 34860) 

- Etanol (Sigma, 32205, CAS: 64-17-5) 

- Dulbecco’s phosphate buffered saline (dPBS, Gibco, 14190144)  

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

3) 

- Prolong Gold® Antifade Reagent (Thermo Scientific, P36934) 

- Ibidi® 12-well slide (ibidi, 81201) 

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

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

- α-sinüklein (rPeptide, S-1001-1) 

- MHC-II rekombinant primer antikor (abcam, ab25333) 
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- Alexa-flour 488 sekonder antikor (abcam, ab150077) 

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

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

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

- GAPDH için qRT-PZR primer probu (Thermo scientific, Mm99999915_g1, 

4331182) 

- CIITA için qRT-PZR primer probu (Thermo scientific, Mm00482914_m1, 

4331182). 

3.1.2 Kullanılan Cihazlar 

 Otoklav (Nüve OT 4060, Türkiye) 

 Isı bloğu (VWR, ABD) 

 Vorteks (Clifton Cyclone, İngiltere) 

 Santrifüj (Nüve NF048, Türkiye) 

 DNA sayacı: Nano-drop (Jenway Genova Nano, İngiltere) 

 Isı döngü cihazı: Thermal Cyler GeneAmp® PCR System 9700 (Applied 

Biosystems, ABD) 

 Hassas terazi (Shimadzu, Japonya) 

 CO2’li inkübatör (Thermo scientific, ABD) 

 Laminar akımlı sınıf II kabin (Nüve, Türkiye) 

 Kantitatif eş zamanlı PZR cihazı: Agilent Stratagene Mx3000P (Agilent, 

ABD) 

 Faz konstrat-floresans mikroskop (Olympus B51, Japan) 

 Sonikasyon cihazı (NÜVE, Türkiye) 

 Sıvı azot tankı (International cryogenics, ABD) 

 Ultrasoğutucu (NÜVE, Türkiye) 

 Hücre sayma cihazı (Bio-rad TC20, ABD) 

 Su banyosu (Memmert, ABD) 
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 Mikroplaka çalkalayıcı (Heidolph Titramax 1000, Almanya) 

 Invert mikroskop (Zeiss Axiovert, Almanya) 

 Mikroplaka okuyucu (TECAN, İsviçre) 

 Mikropipet seti (Eppendorf, Almanya) 

3.2. Yöntemler 

3.2.1 Hücre Kültürü 

BV-2 hücre hattı yeni doğan farelerden izole edilerek raf/myc-immortalize 

edilmiş ve primer mikroglialar yerine araştırmalarda en çok kullanılan hücre hatlarından 

biridir (Henn et al., 2009). İn vitro ortamda α-sinüklein ile oluşturulacak olan PH modeli 

için kullanılan BV-2 hücre hattı bağış yoluyla temin edilmiştir. Mikroglial hücrelerin 

kültürü ve α-sinüklein varlığında aktivasyonu deneyler öncesi α-sinüklein uygulamasıyla 

denenmiştir (Şekil 3.1). Deneyler Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 

Biyoloji Anabilim Dalı’nda bulunan steril hücre kültürü laboratuvarında 

gerçekleştirilmiştir.  

 

Şekil 3.1 α-sinüklein ile aktive edilmiş BV-2 mikroglial hücreler. Mavi oklar aktive olmaya başlayan 

mikrogliaların ameoib şekillere bürünmeye başladığı zaman aralığındaki görünümlerini belirtmektedir 

(Görüntüler α-sinüklein uygulamasını takiben herhangi bir zamanda kontrol amaçlı alınmıştır) 
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3.2.2 Hücrelerin Pasajlanması ve α-sinüklein Fibrillerinin Oluşturulması 

Hücreler çözüldükten sonra 25 ve 75 cm2’lik flasklarda çoğaltılarak uygun sayı 

ve konfluansa gelene kadar, %10 fötal sığır serumu, %1 penisilin/Streptomisin içeren 

DMEM/F12 vasatında, %5 karbondioksit (CO2) ve 37°C inkübatörde bekletildi. 

Hücrelerin konfluansı %80 ve üzerine ulaştığında tripsin/EDTA yardımıyla pasajlanarak 

uygun plaka ve petrilere ekildi. α-sinüklein’in toksik formu olan fibriler formu 

literatürde bulunan metodlar yardımıyla steril PBS’te sulandırıldıktan sonra monomer 

şekilinin 7 gün boyunca 37°C’de çalkalayıcıda 1000 rpm’de inkübe edilmesiyle elde 

edildi (Lee et al., 2010). Daha sonra kullanılacak olan fibriller 1 dakika sonikasyona 

maruz bırakılarak çözünmeyen partiküllerin çözünmesi sağlandı. Daha sonra 

kullanılacak olan fibriller formadaki α-sinüklein deneylerin gerçekleştirilmesine kadar -

80°C’de muhafaza edildi. 

3.2.3 Sitotoksisite Testleri 

Hücre canlılığının ölçülmesi 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5 

difeniltetrazolyumbromür (MTT) testi yardımıyla yapıldı. MTT normal şartlarda sulu 

çözeltileri sarı renkli olan fakat mitokondriyel redüktaz aktivitesi sonucunda suda 

çözünmeyen mor renkli formazan’a dönüşür. Bu sayede canlı hücrelerde görülen 

mitokondriyel redüktaz aktivitesi sayesinde oluşan mor renk kolorometrik prensip ile 

kantitatif olarak ölçülür. Bu test sonucunda elde edilen verilerde hücre canlılığının 

%70’in altına düştüğü durumda araştırılan ajan sitotoksik olarak kabul edilir. BV-2 

hücreleri uygun yoğunluğa ulaştıktan sonra tripsin/EDTA çözeltisi yardımıyla kaldırdı. 

Kaldırma işlemi ışık mikroskopu kullanılarak doğrulandıktan sonra taze hücre besiyeri 

eklenerek reaksiyon durduruldu. Oluşan çözelti 1000 rpm’de 5 dakika santrifüj 

edildikten sonra süpernatant atılarak pellet 1 ml besiyeri içerisinde çözüldü. Hücre 

sayımı hücre sayım cihazıyla yapıldıktan sonra, her kuyucuğa 100 µl’de 104 96 

kuyucuklu plakalara ekim yapıldı. Hücreler 24 saat boyunca inkübe edildikten sonra 

kuyucuklardan vasat uzaklaştırılarak hücreler farklı zaman ve konsantrasyon dahilinde 

taşıyıcı (%0,1 DMSO), CUDC-907 (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 nM), TMP-195 

(0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 nM), α-sinüklein (62.5, 125, 250, 500, 750, 1000 

nM) uygulanarak deney grupları oluşturuldu. α-sinüklein’in uygulanacak olan 



26 

konsantrasyonları moleküler ağırlığının (14.4 kDA) mg/mmol cinsine çevrilmesinden 

hareketle hesaplandı. Belirlenen süre sonunda hücrelerden vasat uzaklaştırıldı ve MTT 

hücre vasatında 5 mg/ml konsantrasyonda olacak şekilde seyreltilerek her bir kuyucuğa 

eklendi. Daha sonra plakalar karanlık ortamda 37°C’de 3 saat inkübe edildi ve süre 

sonunda vasat aspire edilerek uzaklaştırıldı. Plaka tabanında oluşan çözünmemiş 

kristallerin üzerine 100 µl DMSO eklenerek karışım homojen bir kıvama gelen kadar 

pipetaj yoluyla karıştırıldı. Oluşan homojen karışımın 570 nm’deki absorbansları 

kuyucuk okuyucu cihazında belirlendi. 

3.2.4 İmmünofloresans Analizler 

BV-2 hücreleri uygun konfluansa ulaştıktan sonra tripsin/EDTA çözeltisiyle 

muamele edilerek kaldırıldı. Kaldırılan hücreler, immünsitokimyasal analizler için 12-

kuyucuklu mini çember lamların (ibidi®) üzerine ekildi. Hücreler 24 saat inkübe 

edildikten sonra, canlılık analizlerinden elde edilen sonuçlardan hareketle, hücrelere 

CUDC-907 (10 nM), TMP-195 (100 nM) ve α-sinüklein (125, 250, 500 nM) uygulandı. 

Uygulama yapılan deney grupları tablo 3.1’teki gibi dizayn edildi. MHC-II’nin 

membran spesifik ekspresyonunun gözlemlenmesi için MHC-II’nin rekombinant 

antikoruyla immünfloresans yöntemle araştırılması tercih edilmiştir. İmmünofloresans 

analizleri standart protokoller doğrultusunda aşağıdaki şekilde gerçekleştirildi; 

1- İlaç uygulamasını takiben çember lamlardan vasat uzaklaştırıldı ve her bir 

kuyucuk 3 kez 5’er dakika dPBS solüsyonuyla yıkandı.  

2- Yıkamayı takiben kuyucuklara -20°C’de bekletilen metanol eklenerek 20 

dakika boyunca -20°C’de fiksasyon için bekletildi.  

3- Fikse edilen hücreler 3 kez 5’er dakika dPBS solüsyonuyla yıkanarak 

metanolün tamamen uzaklaştırılması ve hücrelerin rehidrete olmaları 

sağlandı.  

4- Hücreler bloklama tamponu (%1 BSA+ 22.52 mg glisin+%0.1 Tween-20) 

kullanılarak non-spesifik bağlanmanın önlenmesi için 30 dakika boyunca 

bloklandı.  

5- Bloklama işlemini takiben 3 kez 5’er dakika dPBS ile yıkama basamağı 

tekrarlandı.  
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6- Hücreler bloklama solüsyonunda dilüe edilen MHC-II rekombinant primer 

antikor ile gece boyu +4°C’de inkübe edildi.  

7- İnkübasyonu takiben primer antikor geri alınarak, hücreler 3 kez 5’er dakika 

dPBS ile yıkandı.  

8- Ortamdan dPBS aspire edildikten sonra uygun dalga boyunda görüntüleme 

işleminin yapılabilmesi için Alexa-flour-488 sekonder antikor ile 1 saat 

boyunca inkübe edildi.  

9- Yıkama işleminin tekrarlanmasından sonra çekirdek işaretlemesi için her bir 

kuyucuğa DAPI boya solüsyonu uygulandı.  

10- Tekrar yıkama yapılarak DAPI solüsyonu ortamdan uzaklaştırıldı ve lam 

yapıştırma sıvısı yardımıyla lamelle kapatılarak en fazla 30 dakika içerisinde 

floresans mikroskop (Olympus, Japan) altında incelendi.  

11- Lamlardan elde edilen fotoğraflar bilgisayar ortamına aktarılarak ImageJ 

programıyla incelendi. Her bir hücredeki floresans yoğunluğu kontrol 

grubuna göre normalize edildi. 

Tablo 3.1. Deney gruplarının oluşturulması 

Kimyasal adı α-sinüklein CUDC-907 TMP-195 

Grup adı 

α-sinüklein 125 (n=6) 125 nM   

α-sinüklein 250 (n=6) 250 nM - - 

α-sinüklein 500 (n=6) 500 nM - - 

α-sinüklein 250+ 

CUDC-907 (n=6) 

250 nM 10 nM - 

α-sinüklein 500+  

CUDC-907 (n=6) 

500 nM 10 nM - 

α-sinüklein 250+ 

TMP-195 (n=6) 

250 nM - 100 nM 

α-sinüklein 500+ 

TMP-195 (n=6) 

500 nM - 100 nM 

 

3.2.5 Total RNA izolasyon yöntemi 

QRT-PZR analizlerinde kullanılacak olan RNA’lar, hücrelere α-sinüklein, 

CUDC-907 ve TMP-195 uygulandıktan sonra, Nucleospin® RNA izolasyon kiti ile 

hücrelerden izole edildi. İlaç uygulamasını takiben flasklardan kaldırılan hücreler 1000 
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rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek ortamdan serum ve tripsin gibi aktif moleküllerden 

arındırıldı. Hücre pelleti dPBS’te çözülerek homojenize edildi ve RNA izolasyon kitinin 

kullanma kılavuzu doğrultusunda aşağıdaki işlemlerden geçirildi; 

1- Hücre süspansiyonu 1000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. 

2- Santrifüj tüpündeki hücre pelleti “350 µl Nucleospin® Buffer RA1 ve 3.5 µl 

β-merkaptoetanol” ile parçalanarak kuvvetli şekilde vorteks edildi. 

3- Oluşan lizat “NucleoSpin® Filter” kullanarak 11000 g’de 1 dakika boyunca 

santrifüj edilerek kolleksiyon tüpüne (2 mL) aktarıldı. 

4- “NucleoSpin® Filter” uzaklaştırıldı örneğe 350 µl %70’lik etanol çözeltisi 

eklendi ve pipetaj yoluyla homojenize edildi.  

5- Süspansiyon “NucleoSpin® RNA Column” içinde 11000g’de 30 saniye 

santrifüj edilerek kolona yüklendi. Kolon yeni kolleksiyon tüpüne 

yerleştirildi. 

6- Kolona 350 µl “NucleoSpin® Filter MDB” yüklenerek 11000g’de 1 dakika 

boyunca santrifüj edildi.  

7- DNaz reaksiyon karışımı 1.5 mL mikrosantrifüj tüpünde hazırlandı. Her bir 

izolasyon için 10 µl sulandırılmış rDNAz ve 90 µl rDNaz için reaksiyon 

tamponu eklendi. Karışım hafif sallanarak homojenize edildi.  

8- 95 µl DNaz reaksiyon karışımı direk olarak kolonun merkezine eklenerek 15 

dakika boyunca oda sıcaklığında inkübasyon için bekletildi. 

9- 200 µl “NucleoSpin® RAW2 Buffer” kolona eklenerek 11000 g’de 30 saniye 

santrifüj edildi ve kolon yeni kolleksiyon tüpüne yerleştirildi. 

10-  İkinci yıkama işlemi için 600 μL “NucleoSpin® RA3 Buffer” kolona  

eklenerek 11000 g’de 30 saniye santrifüj edildi ve kolleksiyon tüpündeki sıvı 

uzaklaştırılarak kolon yeni bir kolleksiyon tüpüne yerleştirildi.  

11-  Üçüncü yıkama işlemi için 250 µl “NucleoSpin® RA3 Buffer” kolona 

eklenerek 11000 g’de 2 dakika santrifüj edildi, sonra membranın tamamen 

kuruması sağlandı. Kolleksiyon tüpü atılarak steril nükleaz olmayan 

kolleksiyon tüpü yerleştirildi. 

12-  İzole edilen RNA 60 μL RNaz içermeyen su ile 11000 g’de 1 dakika 

santrifüj edilerek elüe edildi.  
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13-  İzole edilen RNA miktarı nanodrop yardımıyla ölçüldü. A260/A280 oranı 

1.9-2.1 aralığında olmayan örnekler analizler için kullanılmadı.  

14-  RNA örneği, sonraki işlemlere kadar −80°C’de muhafaza edildi. 

3.2.6 İzole edilen RNA’lardan cDNA elde edilmesi 

cDNA sentez kiti kullanılarak izole edilen RNA’dan cDNA sentezi yapıldı. 

cDNA’nın oluşturulması için uygulanan ters transkripsiyon PZR reaksiyon protokolü ve 

içerikleri Tablo 3.2’de verilmiştir. 

Tablo 3.2. cDNA sentezi için kullanılan ters transkripsiyon PZR reaksiyon karışımı 

Bileşenler                                                   Hacim (µl) 

5x iScript Reaction mix 

iScript Reverse transcriptase 

Nükleaz içermeyen su 

RNA numunesi 

Toplam hacim 

4 µl 

1 µl 

13 µl 

2 µl (500 ng) 

20 µl 

İzole edilen RNA örneklerinden cDNA sentezlenmesi için aşağıdaki protokol 

takip izlendi 

1- İzole edilen örnekler buz üzerinde çözüldü. 

2- Kit içeriğinde bulunan tüm kimyasallar vorteks ile karıştırıldı. 

3- Kitin içerisinde bulunan karışım hazırlanarak RNA karışımına eklendi. Kit 

içeriğinden revers transkriptaz enzime en son olarak eklendi. Tüpler ters-düz 

edilerek iyice karıştırılması sağlandı. 

4- Örnekler buz üzerinde 5 dakika boyunca inkübe edildikten sonra Tablo 

3.3’deki PZR programı ile reaksiyon gerçekleştirildi. Reaksiyon sonrasında 

elde edilen cDNA örnekleri eş zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-

PZR) yapılana kadar −20°C’de muhafaza edildi. 
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Tablo 3.3. Ters transkripsiyon PZR programı. 

Aşama Süre Sıcaklık 

(°C) 

Priming 5 

dakika 

25 

Reverse 

transcription 

20 

dakika 

46 

RT 

inactivation 

Hold 

 1 

dakika 

∞ 

95 

4 

 

3.2.7 Eş Zamanlı PZR (qRT-PZR) Yöntemi 

Eş zamanlı PZR yöntemi, nükleik asitlerin çoğalmasıyla oluşan ürünlerin çeşitli 

problarla verdiği sinyalin kantitatif olarak ölçülebildiği bir yöntemdir. Alınan floresans 

yoğunluğu ile PZR ürünü arasında doğrudan korelasyon bulunduğu ve ayrıca oluşturulan 

sıcaklık döngüleri ile sinyalin oluşumu aynı anda aynı reaksiyonda gerçekleştiği için 

güvenli ve kullanışlı bir yöntemdir. Yapılan çalışmada spesifik dizilere bağlanan ve 

yüksek verimliliğe sahip prob sistemi olan iki-işaretli TaqMan® problar kullanıldı. Bu 

yöntemde problar bağlandıktan sonra PZR primerleri diziye bağlanır ve Taq polimeraz 

ile uzama gerçekleşir. Bu uzama işlemi esansında Taq polimerazın 5ʹ-ekzonükleaz 

özelliği sayesinde, proba bağlı florofor kesilerek floresans ışıma gerçekleşir. 

Araştırılacak olan CIITA transkriptinin incelenmesi için transkript boyutu ve özellikleri 

göz önünde bulundurularak qRT-PZR yöntemi tercih edilmiştir. 

3.2.8 CIITA İfade Düzeylerinin Ölçümü 

CIITA’nın qRT-PZR’u için “TaqMan® Universal Master Mix II, with UNG” ve 

“TaqMan® CIITA primer prob (Mm00482914_m1, 4331182) kullanıldı. Ekspresyon 

seviyelerinin normalizasyonu için endojen kontrol olarak “TaqMan® GAPDH primer 

prob (Mm99999915_g1, 4331182)” kullanıldı.  TaqMan® problar ve örneklerden elde 

edilen cDNA kullanılarak qRT-PZR analiz işlemi aşağıda gösterildiği gibi 

gerçekleştirildi. 
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1- Örneklerden elde edilen cDNA’lar, TaqMan® CIITA ve GAPDH primer 

problar buz üzerinde çözüldü.  

2- “TaqMan® Universal Master Mix II, with UNG” hafifçe vorteks edildi. 

3- Yapılacak olan her bir assay için reaksiyon sayıları üçer tekrarlı olmak üzere 

hesaplandı. 

4- Örneklerden elde edilen cDNA’lar her biri için bir CIITA assay, bir endojen 

kontrol GAPDH assay ve bir kalıp içermeyen kontrol olacak şekilde tasarlandı. 

5- qRT-PZR reaksiyonu Tablo 3.4’de gösterildiği gibi içerik ve miktar olarak 

hazırlandı. Her bir assay farklı steril 1.5 ml’lik mikro santrifüj tüplerinde toplamda 20µl 

hacimde olacak şekilde hazırlanarak reaksiyondan önce hafifçe karıştırıldı. 

6- Oluşturulan qRT-PZR karışımı ve örneklerden elde edilen cDNA örnekleri, 

üçer tekrarlı olacak şekilde kullanılan qRT-PZR cihazına uygun 96-kuyucuklu plakalar 

içersine mikropipetler yardımıyla aktarıldı ve plaka eş zamanlı PZR cihazına 

yerleştirildi. 

7- qRT-PZR programı Tablo 3.5’de gösterilen şekilde ayarlanarak reaksiyon 

gerçekleştirildi. 

8- qRT-PZR reaksiyonunun tamamlanmasından sonra rölatif CIITA ekspresyon 

düzeyleri CIITA CT değerlerinin, endojen kontrol olan GAPDH CT değerine normalize 

edildiği ΔΔCT metodu kullanılarak 2−ΔΔCT formülü ile hesaplandı (Şekil 3.2). 
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Şekil 3.2. Reaksiyon sonrası elde edilen temsili amplifikasyon grafiği 

Tablo 3.4. qRT-PZR reaksiyon karışımı 

Tablo 3.5. CIITA düzeylerinin tayin edildiği program 

 

 

Bileşenler Bir reaksiyon için hacim (µl) 

cDNA 2 µl 

TaqMan® primer prob 1 µl 

TaqMan® Universal Master Mix II, with 

UNG 

10 µl 

Nükleaz içermeyen su 7 µl 

Toplam hacim 20 µl 

Aşama Sıcaklık (°C) Süre 

UNG inkübasyonu 50 2 dakika 

Enzim aktivasyonu 95 10 dakika 

Denatürasyon 95 15 saniye (40 

Döngü) 

5 dakika (40 Döngü) 
Bağlanma/Uzama 60 
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3.2.9 İstatistiksel Analiz 

Deneyler sonucunda elde edilen tüm veriler SPSS (v21.0 Illionis, US) 

programıyla analiz edildi. Çoklu grup karşılaştırmaları veri dağılımının normalliği 

incelendikten sonra one-way ANOVA veya Kruskal-wallis testi ile kullanıldı. Gruplar 

arası karşılaştırmalar Mann Whitney U veya Tukey-Tamhane testleri ile yapıldı. Tüm 

veriler ortalama±standart sapma olarak verildi. P değeri 0.05’ten küçük olanlar 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 



 

4. BULGULAR 

4.1 Sitotoksisite Testlerinin Sonuçları 

α-sinüklein 62.5, 125, 250, 500, 750, 1000 nM konsantrasyonlarında, CUDC-907 

ve TMP-195 logaritmik artan konsantrasyonlarda (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 

nM) 6 ve 12 saat hücre hatlarına uygulanarak MTT yöntemiyle sitotoksik olmayan 

konsantrasyonları belirlendi. α-sinüklein 500 nM’ı aşan dozlarda BV-2 hücre hatlarında 

sitotoksik etki gösterdi. α-sinüklein 750 ve 1000 nM dozlarında BV-2 hücre hatlarında 

anlamlı bir şekilde hücre canlılığını azalttı (Şekil 4.1). CUDC-907’nin 10 nM’ı aşan 

dozlarda BV-2 hücre hatlarında sitotoksik etki gösterdi. CUDC-907 30, 100, 300, 1000 

nM dozlarında BV-2 hücre hatlarına uygulandığında hücre canlılığı anlamlı bir şekilde 

azaldı (Şekil 4.2). TMP-195’in 300 nM’ı aşan dozlarda BV-2 hücre hatlarında 

sitoktoksik etki gösterdiği tespit edildi. 300 ve 1000 nM dozlarında uygulanan TMP-

195, BV-2 hücre hattında canlılığı anlamlı bir şekilde azalttı (Şekil 4.3). 

 

Şekil 4.1. α-sinükleinin farklı konsantrasyonlarda BV-2 hücrelerine uygulanmasından sonra hücre canlılığı 

üzerine etkisi. BV-2 mikroglia hücrelerine artan konsantrasyonlarda α-sinüklein uygulamasından sonra 

hücre canlılığını gösteren MTT grafiği. Mikroglial hücrelere 6 saat boyunca 62.5, 125, 250, 500, 750, 

1000 nM konsantrasyonlarında α-sinüklein uygulanmıştır. Kontrol grubuna ise %0.1 DMSO 

uygulanmıştır. Grafiğin oluşturduğu veriler altı adet bağımsız deney sonucundan hareketle 

ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir (n=6, ***p<0.001 kontrol grubu ile kıyaslandığında) 
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Şekil 4.2. CUDC-907'nin farklı konsantrasyonlarda BV-2 hücrelerine uygulanmasından sonra hücre 

canlılığı üzerine etkisi. BV-2 mikroglia hücrelerine artan konsantrasyonlarda CUDC-907 uygulamasından 

sonra hücre canlılığını gösteren MTT grafiği. Mikroglial hücrelere 6 saat boyunca 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 

100, 300, 1000 nM konsantrasyonlarında CUDC-907 uygulanmıştır. Kontrol grubuna ise %0.1 DMSO 

uygulanmıştır. Grafiğin oluşturduğu veriler altı adet bağımsız deney sonucundan hareketle 

ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir (n=6, ***p<0.001, ** p<0.01 kontrol grubuyla 

kıyaslandığında) 

 

Şekil 4.3. TMP-195 farklı konsantrasyonlarda BV-2 hücrelerine uygulandıktan sonra hücre canlılığı 

üzerine etkisi. TMP-195 farklı konsantrasyonlarda BV-2 hücrelerine uygulandıktan sonra hücre canlılığı 

üzerine etkisi. Kontrol grubuna ise %0.1 DMSO uygulanmıştır. Grafiğin oluşturduğu veriler altı adet 

bağımsız deney sonucundan hareketle ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir (n=6, ***p<0.001 

kontrol grubu ile kıyaslandığında) 
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BV-2 mikroglial hücrelerine 62.5, 125, 250, 500 α-sinüklein uygulandığında 

hücre canlılığında anlamlı bir azalma olmadı (Şekil 6). CUDC-907 ve TMP-195 birlikte 

α-sinüklein uygulanmasının hücre canlılığı üzerine etkisi araştırılmış ve sitotoksik 

olmayan konsantrasyonlarda α-sinüklein ile birlikte sitotoksik olmayan 

konsantrasyondaki CUDC-907 ve TMP-195 uygulamasının hücre canlılığı üzerine 

herhangi bir etkisinin olmadığı gösterilmiştir (Şekil 4.4 ve 4.5). 

 

Şekil 4.4. 10 nM CUDC-907'nin 125, 250 ve 500 nM α-sinüklein birlikte uygulanmasından sonra hücre 

canlılığı üzerine etkisi. Grafiğin oluşturduğu veriler altı adet bağımsız deney sonucundan hareketle 

ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir (n=6) 
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Şekil 4.5. 100 nM TMP-195'in 125, 250 ve 500 nM α-sinüklein birlikte uygulanmasından sonra hücre 

canlılığı üzerine etkisi. Grafiğin oluşturduğu veriler altı adet bağımsız deney sonucundan hareketle 

ortalama±standart sapma olarak ifade edilmiştir (n=6) 

4.2 MHC-II Ekspresyonunun İmmünofloresans Yöntem İle Gösterilmesi 

BV-2 hücre hatlarına 3, 6, 9 ve 12 saat boyunda sırasıyla 125, 250 ve 500 nM α-

sinüklein uygulandı. 125 ve 250 nM dozlarında α-sinüklein uygulamasının MHC-II 

ekspresyonunda anlamlı bir değişikliğe neden olmadı (Şekil 4.6A, C). Ancak α-sinüklein 

uygulamasını takiben α-sinüklein’in 500 nM dozunda MHC-II ekspresyonunun anlamlı 

olarak arttığını ve bu etkinin 6 saatte en şiddetli olduğu, 12 saat uygulamasında anlamlı 

olarak azaldı (Şekil 4.6A,C). 10 nM CUDC-907 ve 100 nM TMP-195’in 500 nM α-

sinüklein ile birlikte 6 saat uygulanmasında ise MHC-II ekspresyonunun anlamlı olarak 

arttı (Şekil 4.6B,C). Ayrıca bu artışın CUDC-907’de TMP-195’e kıyasla anlamlı olarak 

daha fazla olduğu gösterildi (Şekil 4.6B,C). 
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Şekil 4.6. Tüm deney gruplarının floresans yoğunluğunun karşılaştırılması. 125, 250 ve 500 nM α-

sinüklein'in 3,6 ve 12 saat uygulanmasının MHC-II ekspresyonuna etkisi (A).500 nM α-sinüklein ve 

CUDC-907 (10 nM), TMP-195'in (100 nm) 6 saat uygulanmasının MHC-II ekspresyonuna etkisi (B). 

(n=5, ***p<0.001 kontrol grubu ile kıyaslandığında, ###p<0.001 α-sinüklein 500 nM 6 saat grubuyla 

kıyaslandığında, +++p<0.001 α-sinüklein 500 nM 6 saat+TMP-195 grubuyla kıyaslandığında) 

4.3. CIITA Ekspresyonunun Eş Zamanlı-PZR Reaksiyonuyla Belirlenmesi 

Sitotoksisite ve immünofloresans deneylerinden elde edilen sonuçlar 

doğrultusunda α-sinüklein, CUDC-907 ve TMP-195 uygulamasından CIITA 

ekspresyonunu eş zamanlı-PZR reaksiyonuyla analiz edildi (Şekil 4.7). 500 nM α-

sinüklein’nin 6 saat boyunca uygulamasının CIITA ekspresyonunda kontrole göre 2.12 

kat artışa neden olduğu belirlendi (Şekil 4.7). TMP-195’in tek başına uygulaması CIITA 

ekspresyonunda anlamlı bir artışa neden olmadı fakat CUDC-907’un tek başına 

uygulamasının CIITA ekspresyonunu 2.22 kat artırdığı gözlemlendi (Şekil 4.7). Fakat, 

CUDC-907 ve TMP-195’in α-sinüklein ile birlikte uygulanması CIITA’nın 

ekspresyonun sırasıyla 4.47 ve 3.18 kat artmasına neden olduğu görüldü (Şekil 4.7). 
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Şekil 4.7. α-sinüklein, CUDC-907 ve TMP-195'in ayrı olarak ve birlikte uygulanmasının CIITA 

ekspresyonu üzerine etkisi. (n=3, **p<0.01 kontrol *p<0.05 kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, 

###<0.001, #<0.05 α-sinüklein ile karşılaştırıldığında, ++p<0.01 α-sinüklein+TMP-195 ile 

karşılaştırıldığında) 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

5. TARTIŞMA 

Çalışmamızın amacı, PH’nın patolojisinden sorumlu olduğu düşünülen nöronlar 

için toksik bir protein olan α-sinüklein uygulanan mikroglial hücre kültüründe histon 

deasetilaz inhibitörleri olan CUDC-907 ve TMP-195’in antijen sunumu üzerindeki 

etkilerini araştırmaktır. Deney sonuçlarımız, 6 saat boyunca α-sinüklein’e maruz kalan 

mikroglial hücre kültüründe MHC-II ve CIITA ekspresyonunun indüklendiğini 

göstermektedir. Ayrıca iki farklı grup histon deasetilaz enzimini inhibe eden CUDC-907 

ve TMP-195’in, α-sinüklein uygulaması ile artan MHC-II ve CIITA ekspresyonunu daha 

çok artırdığını ve bu artışın CUDC-907’de daha olduğunu göstermektedir. CUDC-907 

ve TMP-195’in bu etkisi patolojik formdaki α-sinüklein ile artan antijen sunumunun 

histon asetilasyonunun artmasıyla daha belirginleşmesi dolayısıyla T hücre cevabı 

oluşmasından sorumlu MHC-II’nin artarak nörodejenerasyonun şiddetlenmesi olarak 

yorumlanabilir. Hipotetik olarak artan histon asetilasyonunun literatürde bulunan 

bilgilere paralel olarak antijen sunumunda rol oynayan gen (CIITA) ve proteinin (MHC-

II) artmasıyla otoimmün yanıt oluşmasına neden olduğu düşünülebilir. 

Özellikle PH’de temel nedenlerden biri olarak kabul edilen α-sinüklein’in 

otoimmün cevabı oluştururken prion-benzeri özelliklerinin olduğunun gösterilmesinin 

ardından α-sinüklein’e karşı ortaya çıkan otoimmünitenin başlangıç yerinin 

araştırılmasına ve birçok yeni hipotez ortaya atılmasına neden olmuştur (Jiang, Li, Xu, 

Gao, and Chen, 2018). Özellikle daha önceden “immün-ayrıcalıklı” olarak kabul edilen 

santral sinir sisteminin periferal immün hücrelerle etkileşebildiğinin ve bu etkileşimin 

birçok nörodejeneratif hastalıkta rol oynadığının gösterilmesinin ardından periferal 

immünite ve santral etkileşimin önemi artmıştır (Su and Federoff, 2014). α-sinüklein‘in 

Parkinson hastalarının periferik mononükleer hücrelerinde arttığının ortaya çıkması ve 

Parkinson hastalarından alınan kanlarda CD4, CD8 T-lenfositlerin sayılarının artmış 

olması otoimmün hipotez doğrultusunda yapılan araştırmaların artmasına sebep 

olmuştur (Brochard et al., 2009).  PH ile ilgili otoimmün hipotez üzerine yapılan ilk 

araştırmalar 1978 yılında Abramsky ve Litvin tarafından yapılmış ve striatal dopamin 

reseptörlerine karşı oluşan immün cevabın hastalıkla ilişkili olabileceği fikri ortaya 

atılmıştır (Abramsky and Litvin, 1978). Daha sonrasında 1988 yılında McGeer ve 

arkadaşları post-mortem analizlerde mikrogliaların HLA-DR-pozitif olduğunu ve bu 
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mikrogliaların dopamin nöronların temel yapısını oluşturan serbest melaninin 

fagositozundan sorumlu olduğunu göstermişlerdir (McGeer, Itagaki, Boyes, and 

McGeer, 1988). 1994 yılında Fiszer ve 2003 yılında Lampe Parkinson hastalarından 

alınan kan örneklerinde MHC-II ekspresyonu gösteren monositlerin kontrol grubuna 

kıyasla arttığını göstermiştir (Fiszer, Mix, Fredrikson, Kostulas, and Link, 1994). Daha 

sonra 2011 yılında Nalls ve arkadaşları tarafından yapılan genom çaplı ilişkilendirme 

çalışması HLA-DR veya HLA-DQ ekspresyonunun ve artmış MHC-II’nin PH için risk 

faktörü olabileceğini göstermiştir (International Parkinson Disease Genomics et al., 

2011). Reynolds 2007, 2009 ve 2010 yıllarında yaptığı çalışmalarda, farelerde MPTP (1-

metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) ile oluşturulan deneysel Parkinson modelinde 

Treg hücrelerinin mikroglial fonksiyonu kontrol ederek serbest oksijen radikallerini ve 

NF-κB aktivasyonunu baskıadığını böylece mikroglial kontrolü sağladığını göstermiştir 

(Reynolds, Banerjee, Liu, Gendelman, and Mosley, 2007; Reynolds et al., 2010; 

Reynolds, Stone, Mosley, and Gendelman, 2009) Artmış MHC ekspresyonu ile T 

lenfosit cevabının santral ve periferik ayrımının yapılmasıyla periferal T lenfositlerin ve 

santral mikrogliaların anti ve pro-inflamatuvar cevapta farklı rol aldıkları gösterilmiştir. 

BV-2 hücrelerinin oligomer ve monomer α-sinüklein’e kıyasla fibriler formu daha seçici 

fagosite ettiği gösterilmiştir (Hoffmann et al., 2016). Mikroglial hücrelerin agrege ve 

fibril formdaki α-sinüklein’i direkt olarak internalize ederek MHC-II, iNOS, NF-κB ve 

pro-inflamatuvar sitokin ve kemokinlerin salınımına neden olduğu daha önceki 

çalışmalarda gösterilmiştir (Thome, Harms, Volpicelli-Daley, and Standaert, 2016). 

Ayrıca yapılan bu çalışmalarda BV-2 hücre hattının LPS ve α-sinüklein gibi patojen 

etkenlere karşı gösterdiği immün aktivasyonun araştırılması için kullanılabileceği ifade 

edilmiştir (Henn et al., 2009). Bu nedenle biz de tez çalışmamızda fibriler formun 

etkisini araştırmayı tercih ettik. 

Otoimmün ve prion benzeri hipotezlerin ortak noktası olan ve özellikle PH’nin 

oluşmasında rol oynadığı düşünülen epigenetik etkiler hem bu hipotezlerin eksik 

yanlarının aydınlatılmasında hem de yeni tedavi umutları için önemli hale gelmiştir. 

Günümüzde PH’nin oluşmasında risk faktörü olarak kabul edilen çevresel pestisit ve 

kimyasal maruziyetin epigenetik modifikasyonlara sebep olması ve deneysel modellerde 

bu ajanların α-sinüklein inklüzyonlarına neden olması bu hastalıkta üç farklı (otoimmün-
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prion benzeri yayılım-epigenetik) mekanizmanın rol aldığını düşündürmektedir. Her ne 

kadar histonlar metilasyon, fosforilasyon, asetilasyon, ubikutinasyon, sumolasyon, 

nitrozilasyon gibi birçok modifikasyona uğrasalar da mevcut bilgi ve araştırma 

yöntemleriyle metilasyon ve asetilasyon araştırmaları ön plana çıkmaktadır. Özellikle 

asetilasyon çalışmalarıyla ilgili bilgi birikiminin fazla olması ve günümüzde histon 

deasetilasyon inhibitörlerinin klinikte ve klinik öncesi araştırmalarda kullanılıyor olması 

bu ajanların etkilerinin araştırılabilmesini kolaylaştırmaktadır. Birçok deneysel çalışma 

HDA inhibisyonunun immün hücre aktivasyonunu etkilediği ve bu etkinin HDA 

inhibitörlerinin nöroprotektif etkisinden sorumlu olabileceğini düşündürmüştür. Fakat 

HDAi (histon deasetilaz inhibitörü)-bağımlı immünosüpresyonun temel mekanizmasının 

tam olarak aydınlatılmamış olması ve nöroimmün aktivitede bazen artış ve bazen de 

azalmaya sebep olması daha spesifik araştırmaların yapılmasına neden olmuştur. Her ne 

kadar 2007 yılında Broide ve arkadaşları yaptığı çalışmadan HDA izoformlarının 

astrosit veya mikroglialarda olmadığını iddia etse de daha sonra yapılan çalışmalarda 

mikroglial hücrelerin yaşam döngüleri ve fonksiyonları için HDA izoformlarının gerekli 

olduğunu göstermiştir (Broide et al., 2007; Datta et al., 2018). Bu ajanlardan vorinostat 

ve aktif metaboliti ITF2357, histon asetilasyonunu sitotoksik etki göstermeden dramatik 

olarak artırdığı bilinen bileşiklerden biridir (Dietz and Casaccia, 2010). Her iki 

molekülün de glial hücre kültürlerinde LPS ile indüklenen pro-inflamatuvar mediyatör 

ekspresyonunu azalttığı ve aynı zamanda deksametazon ile indüklenen immünosupresif 

yanıtı güçlendirdiği bilinmektedir.  2018 yılında Ellmeier ve Seiser HDAi’lerinin sitokin 

ekspresyon profilini değiştirdiğini ileri sürmüştür (Ellmeier and Seiser, 2018). Ayrıca 

Harms ve arkadaşları 2017 yılında yaptığı çalışmada monomerik ve kısa zincirli α-

sinüklein’in, fibril α-sinüklein zincirlerinden farklılıklarını mikroglialar üzerinde 

araştırmış ve α-sinüklein’in primer mikroglialarda MHC-II up-regülasyonunu anlamlı 

bir şekilde indüklediğini DQ-ovalbumin kullanarak göstermiştir (Harms et al., 2017). 

Aynı çalışmada, Parkinson hastalarının beyin-omurilik sıvısı ve serumlarında bulunan 

inflamatuvar mediyatörler ve kemokinleri incelemiş ve α-sinüklein uygulanan 

mikrogliaların interlökin-6 (IL-6), granülosit koloni uyarıcı faktör (G-CSF) , interlökin-

1α (IL-1α), interlökin-17 (IL-17), kemokin ligand-10 (CXCL10), kemokin ligand-1 

(CXCL1), kemokin ligand-2 (CCL2), makrofaj inflamatuvar protein-1 (MIP-1), 
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makrofaj inflamatuvar protein 1α (MIP-1α), makrofaj inflamatuvar protein-2 (MIP-2) ve 

tümör nekroz faktör (TNF) salıverilmesinde anlamlı artışa sebep olduğu gösterilerek 

mikrogliaların bu mediyatörlerin saliverilmesi üzerine olan direkt etkisi ortaya 

çıkarılmıştır  (Harms et al., 2017).  

PH’de MHC-II hipotezinin açıklanmasında genel olarak üç fikir öne 

sürülmektedir. 1) Mikrogliaların sayısının artarak MHC-II ekspresyonunda ortaya çıkan 

ve dolayısıyla oluşan CD4 cevabındaki artış, 2) MHC-II eksprese eden periferal 

mononükleer hücrelerin hastalığın başlamasını takiben santrale göçlerinin artması 3) 

Mikrogliaların MHC-II ekspresyonunu takiben pro-inflamatuvar karaktere bürünerek 

hücre ölümünü ve apoptozunu etkileyen mediyatörleri salıvermesi. MHC-II’nin immün 

yanıt için önemli rol oynayarak T ve B lenfositlere antijen sunması otoimmünite ile PH 

arasındaki ilişkisiyi güçlendirmektedir. Dolayısıyla hastalığın başlangıç safhalarında 

MHC-II yanıtının hücre ölümüyle ilişkisinin araştırılması bu hücrelerin rolünü ve tedavi 

alternatiflerini genişletmesi olasıdır. Mikroglialardaki MHC-II moleküllerinin santral 

sinir sistemi hastalıklarındaki rolü ve patolojik durumlardaki etkileri birçok araştırmacı 

tarafından gösterilmiştir (Imamura et al., 2003). Mackenzie, MHC-II pozitif 

mikrogliaların farklı beyin bölgelerinde bulunan Lewy cisimcikleriyle etkileştiğini ve 

genellikle dejenere nöronlarda bu ilişkinin korelasyonunu göstermiştir (Mackenzie, 

2000). Hücre içerisinde MHC-II proteinlerinin endozomal veya lizozomal 

kompartmanlara hareket ederek invariant zincir sayesinde lizozomal enzimlerle antijen 

kazanarak bu antijenleri CD4 hücrelerine sunmak üzerine hücre membranına göç ettiği 

bilinmektedir(Dani et al., 2004). Ancak, mikroglial hücrelerin antijen yanıttan sorumlu 

MHC-II ekspresyonu ve bu ekspresyonla oluşturulan cevabın oto-immün, α-sinüklein ve 

histon asetilasyonu üçgeninden nasıl etkilendiğine dair literatürde bulunan bilgiler 

kısıtlıdır. α-sinüklein’in hücre içine girişi ve yayılımında birçok mekanizmanın rol aldığı 

ileri sürülmüştür. Bu mekanizmalardan biri olan TLR2 reseptörünün patolojinin ve 

yayılımın varlığı için gerekliliğinin aydınlatılması immün cevap ile olan ilişkinin 

derinlemesine incelenmesine neden olmuştur (Kim et al., 2013). TLR2’nin MHC-II ile 

olabilecek olası ilişkileri incelenmiş ancak α-sinüklein ile bağlantısı hakkındaki bilgiler 

kısıtlıdır. Ancak, glioma hücrelerinde TLR2’nin indüklenmesinin MHC-II’nin 

ekspresyonundan sorumlu CIITA’yı baskıladığı gösterilmiş ve bu mekanizmanın kanser 



44 

hücrelerinin immün cevaptan kaçınmak için kullanıldığı öne sürülmüştür. Ayrıca aynı 

çalışmada TLR2 aktivasyonunun MAPK/ERK1/2 sinyalini tetikleyerek CIITA 

promotörlerinde H3 asetilasyonunun azalmasına neden olduğu ileri sürülmüştür (J. Qian 

et al., 2018). Her ne kadar bu fikir α-sinüklein sonrası TLR2 sinyal yolağının 

aktifleşmesiyle CIITA ekspresyonunda azalma hipotezini ortaya çıkarsa da α-

sinüklein’in yalnızca bazı oligomer konformasyonlarının TLR2 için ligand olduğu 

düşünülmüştür. Bu sayede α-sinüklein’in hücre çekirdeğinde histon asetilaz gibi 

davranarak CIITA’nın promotör bölgesinde artırdığı asetilasyon sonucu ortaya çıkan 

ekspresyon artışını açıklamaktadır. 

Yaptığımız bu çalışmada ilk kez in vitro α-sinüklein ile indüklenen BV-2 

mikroglial hücrelerin MHC-II ekspresyonunun histon asetilasyonundan nasıl etkilendiği 

araştırılmıştır. Çalışmamız sonucunda α-sinüklein ile ortaya çıkan MHC-II cevabının 

doz ve uygulama süresiyle ilişkili olduğu bulunmuştur. MHC-II’nin α-sinüklein’in 125, 

250 nM dozlarında uygulanmasında herhangi bir etki görülmezken, 500 nM dozunda 

ekspresyonu tespit edilmiş ve bu etkinin en şiddetli olarak altıncı saatte olduğu 

görülmüştür. Bu nedenle MHC-II ekspresyonunun HDAi’lerden nasıl etkilendiğinin 

ortaya çıkartılması için altı saat uygulama takvimi tercih edilmiştir. Daha önce yapılan 

çalışmalarda α-sinüklein’in en potent etki süreleri farklı hücre hatları da dahil olmak 

üzere 4-6 saat olarak gösterilmiştir (Harms et al., 2013). 

HAT veya HDA’lar ile oluşturulan protein asetilasyonu dengesinin bozulması 

gen ekspresyonu, otofaji ve hücre ölümü gibi birçok hücresel olayı etkilediğinden 

aslında her iki enzim de PH’nin patogeneziyle yakından ilişkilidir (Yakhine-Diop et al., 

2019). Dopaminerjik hücrelerde nörotoksinler, histon asetilasyon seviyelerini artırarak 

apoptotik hücre ölümüne neden olmaktadır. Fakat deneysel Parkinson modeli 

oluşturmada kullanılan paraquat ve rotenonun HDA’yı azalttığı, dieldrinin ise HAT 

aktivitesini artırdığı gösterilmiştir (Feng et al., 2015; Song et al., 2010). In vivo 

deneylerde ise parakuat ile indüklenen deneysel Parkinson modelinde oluşan α-

sinüklein’in histon hipoasetilasyonuna neden olması literatür bilgisi ile bağdaşmaktadır. 

Kimyasallarla indüklenen deneysel modellerle yapılan araştırmalardan çıkan ve 

birbiriyle çelişen bu bilgilerden hareketle HDA ve HAT inhibitörlerinin sitoprotektif 
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etkiler gösterebileceği düşünülmektedir (Yakhine-Diop et al., 2019). Yakın zamanda 

idiopatik (LRRK2) ve genetik (G2019S LRRK2) Parkinson hastalarının 

fibroblastlarında yapılan araştırmada asetilenmiş protein seviyelerinin farklılıkları 

gösterilmiştir.  Bu farklılıkların yüksek molekül ağırlıklı proteinlerde daha belirgin 

olması idiopatik Parkinson hastalarında hipoasetilasyonun varlığını, genetik PH’de ise 

hiperasetilasyonun varlığını işaret etmesi çelişkiyi güçlendirmiştir. Yakhine-diop ve 

arkadaşlarının 2018 yılında yaptığı çalışmada HAT ve HDA’ların idiopatik PH’ye sahip 

hücrelerde hipoasetillenmiş proteinlerin hasarlı mitokondrilerin birikmesiyle oluştuğunu 

varsaymışlardır (Yakhine-Diop et al., 2019). HDA2, HDA3 ve HDA4’ün 

inhibisyonunun bu farklılıkların önüne geçerek PH modellerinde hücre ölümünü 

azaltacağı varsayılmaktadır. Datta ve arkadaşlarının 2018’de yaptığı çalışmada ise 

HDA1 ve HDA2’nin mikroglial fonksiyon üzerine olan etkilerinin araştırılmasında 

yapılan çalışmada HDA1 ve HDA2’nin genetik olarak silinmesinin mikroglial amiloid 

fagositozunu artırarak Alzheimer patolojisinde görülen yükü azalttığı gösterilmiştir 

(Datta et al., 2018). Ayrıca HDA1/HDA2 selektif inhibitörünün MPTP ile oluşturulan 

Parkinson modelinde nöroprotektif etkiler sağlaması bu enzimlerin nöroproteksiyonda 

etkisi olabileceğini göstermektedir (Park et al., 2016). Bunlara ek olarak mikroglial 

HDA4’ün özellikle Parkinson hastalarının beyin dokularındaki lewy cisimciklerinin 

içerisinde bulunması, HDA4’ün potansiyel ilaç hedefi olarak düşünülmesine katkı 

sağlamaktadır (Chuang, Leng, Marinova, Kim, and Chiu, 2009). HDA’lar içerisinde 

inhibisyonuyla nöroprotektif etkilerin ortaya çıktığı son üye HDA6’dır (Simoes-Pires et 

al., 2013). Valproik asitle HDA 6 inhibisyonu sonucu nöroprotektif etkinin gösterilmiş 

olması HDA 6 yı olası bir ilaç hedefi haline getirmektedir. Bizde tez çalışmamızda 

birçok alt sınıfa sahip HDA’ları iki deneysel farmakolojik ajan kullanarak araştırdık. 

Histon hiper-asetilasyonunun kromatin gevşemesini sağlayarak gen ekspresyonunu 

artırması, pro-inflamatuvar mediyatörlerin ekspresyonunun HDAi tarafından 

baskılanması çelişkili gibi görünmektedir. Bu doğrultuda yapılan çalışmalarda 

HDAi’lerin hücresel immünosüpresan etkilerinin temel mekanizmaları araştırılmış ve 

geniş etkili bir translasyon inhibitörü olan siklohekzimid kullanarak anti-inflamatuvar ve 

immünosüpresan etkilerden translasyonel mekanizmaların araştırılması gerektiğini 

göstermiştir (Faraco et al., 2009). Yapılan çalışmada kodlama özelliği olmayan 
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RNA’ların bu etkilerden sorumlu olabileceği düşünülmüş, fakat mir-146 (mikroRNA-a 

ve b)’nin hem inflamasyon ajanlarından hem de vorinostat uygulamasından 

etkilenmemesi bu hipotezi çürütmüştür. Bu fikirler doğrultusunda HDAi-bağımlı 

immünosupresan etkilerin direkt transkripsiyon aktivasyonuyla ilgili olduğu hipotezini 

güçlendirmektedir. Ayrıca Villagra ve arkadaşlarının 2009 yılında yaptığı çalışmada 

HDA11 izoformunun anti-inflamatuvar interlökin-10 (IL-10) ekspresyonunu regüle 

ettiğini ve antijen sunumuyla ilgili olan ilişkisinin araştırılması gerektiği fikrini ortaya 

koymuştur (Villagra et al., 2009). Bu bilgiler HDA enzimlerinin alt sınıflarının selektif 

inhibitörlerle incelenerek farklılıklarının ve özellikle immünosupresan yanıt gibi 

sistemik cevapların mekanizmalarının aydınlatılmasını kaçınılmaz kılmaktadır. 

Kullandığımız CUDC-907 HDA 1,2,3,10 ve 11 alt sınıflarına karşı 1.7, 1.8, 2.8, 

5.0 ve 5.4 nM IC50 değerine sahip olduğu daha önceki çalışmalarda gösterilmiştir (C. 

Qian et al., 2012). Ayrıca diğer alt sınıfları araştırmak için kullandığımız TMP-195 

HDA 4, 5, 7, 9 alt sınıflarına karşı IC50 değerlerinin sırasıyla 15, 26, 59, 60 nM olduğu 

bilinmektedir (Lobera et al., 2013).  Çalışmamız CUDC-907 ve TMP-195’in α-sinüklein 

ile birlikte 6 saat uygulanmasından sonra MHC-II ekspresyonunda artışa dolayısıyla 

mikroglial hücrelerin antijen sunum fonksiyonlarının artmasına neden olduğu 

görülmüştür. Buna ek olarak bu etkinin daha fazla HDA alt sınıfına etki eden CUDC-

907’de daha olması bu alt sınıfların antijen sunumu ve immün mekanizmalardaki 

rollerinin etkileri hakkında literatürde bulunan bilgilerle uyuşmaktadır. Bu bilgilerden 

hareketle çalışmamıza uygulama süresi ve dozunu belirlediğimiz ajanların MHC-II’nin 

genomik regülatörü olarak kabul edilen CIITA üzerindeki etkisini araştırarak bu etkinin 

transkripsiyon düzeyinde nasıl değiştiğini aydınlatmaya çalıştık. Elde ettiğimiz sonuçlar 

histon asetilasyonunun farmakolojik ajanlarla artırılmasının MHC-II ekspresyonunu 

artırdığını göstermektedir. Histon asetilasyonunun artması sonucu ekspresyonda görülen 

bu artışın olası mekanizmasının açıklanması için mevcut literatür bilgilerinden hareketle 

MHC-II’nin regülatörü olan CIITA’nın ekspresyon düzeyindeki değişikliğe, dolayısıyla 

MHC-II transkripsiyonel düzeyde histon asetilasyonundan etkilenip etkilenmediğini 

ortaya çıkarmaya çalıştık. CIITA yapısal ve indüklenme sonrası MHC-II gen 

ekspresyonunun gerçekleşmesinde rol oynayan ve antijen sunumunda gerekli olarak 

kabul edilen bir transkripsiyonel koaktivatördür (Muhlethaler-Mottet, Di Berardino, 



47 

Otten, and Mach, 1998; Steimle, Otten, Zufferey, and Mach, 1993). Birçok hücre tipinde 

yapılan çalışmalar CIITA’nın immün etkenlerle MHC-II upregülasyonu için önem arz 

ettiğini göstermiştir(Chang, Guerder, Hong, van Ewijk, and Flavell, 1996; Zhao et al., 

2007). İn vivo ve in vitro olarak CIITA’nın lentiviral shRNA’lar ile susturulmasının 

MHC-II ekspresyonunu anlamlı derecede azalttığı daha önceki çalışmalarda 

gösterilmiştir (Harms et al., 2013; Williams et al., 2018). CIITA’nin metilasyon 

özelliklerinin araştırılması sonrasında bir metiltransferaz olan ko-aktivatör ilişkili metil 

transferaz-1 (CARM1)’in yapısal ve interferon-γ kaynaklı MHC-II ekspresyonu için 

gerekli olduğu fikrini güçlendirmektedir. MHC-II ekspresyonunun aktivasyonu birçok 

PH modelinde gösterilmiştir (Williams et al., 2018). Örneğin hidroksidopamin (6-

OHDA) ve α-sinüklein’in fazla ekspresyonuyla oluşturulan modellerde MHC-II 

ekspresyonunun anlamlı şekilde arttığı gösterilmiştir (Kim et al., 2013; Schneider et al., 

2019). Daha önceden yapılan çalışmalar α-sinüklein’in MHC-II aktivasyonunun doğal 

ve adatif bağışıklık cevaplarında ortaya çıktığı ve terapötik bir hedef olarak 

düşünülebileceğini göstermiştir (Harms et al., 2013). TSA ile HDA inhibisyonunun 

MHC-II gen transkripsiyonunu artırması fakat bu artışı yaparken CIITA gen 

promötorünün dimerini ayrıştırırak ekspresyonunu azaltması, bu molekülün HDA 

sınıflarının pan-inhibitörü özelliğinde olması ortaya çıkan etkinin iki yönlü olabileceğini 

düşündürmektedir. Ayrıca ekzojen HDA1 ve HDA2’nin baskılanmasıyla INF-γ 

(interferon-gama) ile indüklenen MHC-II gen aktivasyonunu ve CIITA fonksiyonunun 

azaltması çift taraflı etki fikrini desteklemektedir. Çalışmamızda eş zamanlı PZR 

reaksiyonuyla CIITA ekspresyonu araştırılmış ve α-sinüklein’in CIITA ekspresyonunu 

iki kattan fazla artırdığı bulunmuştur. Dolayısıyla bu bulgu çalışmamızda görülen α-

sinüklein bağımlı MHC-II ekspresyonundaki artışla uyuşmaktadır. Ayrıca CIITA’nın 

bazal ekspresyon aktivitesinin olduğu bilinmekte olduğundan α-sinüklein uygulamadan 

CUDC-907 ve TMP-195 uygulamasının CIITA ekspresyonu üzerine etkisi araştırılmış 

her iki ajanla da ekspresyon seviyesinin arttığı fakat bu etkinin yalnızca CUDC-907’de 

anlamlı olduğu görülmüştür. Buna ek olarak CUDC-907 ve TMP-195’in α-sinüklein ile 

uygulanmasının CIITA ekspresyonunu anlamlı olarak artırdığı görülmüştür. Bu artış 

MHC-II ekspresyon sonuçlarımızla uyuşmakla birlikte, etkinin CUDC-907’de daha fazla 

olması MHC-II ekspresyon seviyesindeki CUDC-907’de görülen TMP-195’e kıyasla 
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fazla artışı açıklamakta ve mekanizmasının CIITA kaynaklı olduğunu ortaya 

koymaktadır.



 

6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamız sonucunda α-sinüklein uygulmasının MHC-II ekspresyonunda artışa 

neden olduğu ve bu artışın CUDC-907 ve TMP-195 ile CUDC-907’de daha şiddetli 

olduğu bulundu. Ayrıca α-sinüklein’in CIITA ekspresyonunu anlamlı şekilde arttırdığını 

ve bu etkinin MHC-II ekspresyon sonuçlarına paralel olarak CUDC-907 ve TMP-195 ile 

CUDC-907’de daha şiddetli olarak ortaya çıktığı bulundu. Çalışmamız sonucunda PH 

patolojisinde rol oynadığı düşünülen α-sinüklein’in santral sinir sisteminin birincil 

savunma hücreleri olarak kabul edilen mikrogliaların antijen sunumunu artırdığını ve bu 

artışın transkripsiyonel düzeyden histon asetilasyonunun artırılması sonucu ortaya 

çıktığını gösterdik. Bu doğrultuda bağışıklık sisteminde T hücrelerine antijen 

sunumunda primer rol oynayan MHC-II proteinin ve bu proteinin ana düzenleyicisi olan 

CIITA’nın ekspresyonunda α-sinüklein ve CUDC-907 ile TMP-195 gibi iki adet yeni 

nesil histon deasetilaz inhibitörleriyle birlikte uygulanmasının nasıl değişikliklere yol 

açtığını analiz ettik.  

Bu sayede α-sinüklein patolojik formuyla santral sinir sisteminin bağışıklık 

hücreleri arasında ilişkinin gösterilmesinin ve bu ilişkinin histon asetilasyonu gibi 

epigenetik bir etkenle değişiminin aydınlatılması gelecek çalışmalara büyük bir bilgi 

aktarımı sağlayacaktır. İlerleyen zamanlarda bu etkileşim sonucunda CIITA ve MHC-II 

ekspresyonunun yanı sıra CIITA’nın transkripsiyon bölgelerinin ayrıntılı olarak 

incelenmesi ve alt ünitelerinde ortaya çıkabilecek farklılıkların aydınlatılması 

etyolojisinde epigenetik nedenlerin önemli bir kısmını oluşturduğu PH’de yeni tedavi 

arayışlarının ve olası yeni ilaç hedeflerinin gösterilmesinin önünü açacaktır. Bu sayede 

çalışmamız ilerleyen zamanlarda α-sinüklein ile ortaya çıkan antijen sunumu ve 

süregelen patolojisinin araştırılmasına ve bu ilişkinin epigenetik değişikliklerden nasıl 

etkilendiğinin aydınlatılmasına öncülük edecektir. 
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