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ÖZET 

Amaç  

 Bu çalıĢmanın amacı; SH-SY5Y nöroblastoma hücre hattında Yabanıl tip (WT) ve 

mutant Parkin proteinlerinin (Q311R ve A371T) ifadesi sonrasında oluĢan fosforilasyon 

düzeyindeki değiĢiklikleri proteomik yaklaĢımlarla araĢtırmak, ubikitinlenme ve 

fosforilasyon arasındaki çapraz etkileĢime ıĢık tutmaktır. 

 

 Yöntem 

 Hücrelerden elde edilen protein özütleri iki boyutlu jel elektoforezi ile ayrıĢtırıldı. 

Fosforile olmuĢ proteinler ProQ Diamond boyası ile tayin edilerek protein spotları 

jellerden kesildi ve ardından, proteinler MALDI-TOF/TOF analizi ile tanımlandı. 

 

Bulgular 

  WT ve mutant tetrasiklin indüksiyonu yapılmıĢ ve yapılmamıĢ hücrelerden elde 

edilen proteinlerden 2D tabanlı karĢılaĢtırmalı spot analizi yapıldı. Fosfoprotein boyaması 

sonrasında jellerde 35±3 fosforillenmiĢ protein spotu, toplamda ise Sypro boyaması 

sonrasında 215±15 protein spotu gözlenmiĢtir. WT Parkin ifade eden hücrelerde 10, 

mutant Parkin ifade eden hücrelerde ise 6 proteinin fosforilasyon seviyelerinde indüksiyon 

sonrası artıĢ olduğu görüldü. 

 

Sonuç 

 Beklentimiz WT Parkin indüksiyonunun ubikuitinlasyonunu arttırarak ubikitinlenme 

ve fosforilasyon arasındaki çapraz etkileĢimi baskın hale getirmesi ve dolayısıyla dolaylı 

yoldan fosforilasyon iliĢkili yolakların düzenlenmesi yönündedir. Nitekim STRING 

analizinin PI3K-AKT yolağını iĢaret etmesi ubikuitin bağımlı fosforilasyon Ģemasının 

değiĢtiğini göstermektedir. Diğer taraftan mutant Parkin indüksiyonu sonrasında 

tanımlanan fosforile proteinlerin ise Parkinson hastalığı ve endoplazmik retikulumda 

protein iĢlenmesi ile ilgili sonuçlar alınmıĢtır. WT ve mutant Parkin eksprese eden 

hücrelerdeki farklı hücresel  yolakların ön plana çıkması mutant Parkin'in normal WT'e 

göre farklı fonksiyonu olduğunu göstermiĢtir.   

 

Anahtar Sözcükler: Parkin, SH-SY5Y,  2DE,  Protein Fosforilasyonu, ProQ Diamond, 

MALDI-TOF/TOF. 
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ABSTRACT 

 

Objective 

  The purpose of this thesis was to investigate the changes in phosphorylation levels 

in SH-SY5Y neuroblastoma cell line after expression of the Wild-type and the mutant 

Parkin proteins (Q311R and A371T ). Determination of the changes in phosphorylation 

levels upon Parkin expression should allow elucidation of the cross-talk between 

ubiquitinilation and phosphorylation. 

 

Methods 

 The protein extracts prepared from Parkin expressing and non-expressing cells were 

prepared and subjected to 2D gel electrophoresis. Phosphorylated proteins were detected 

by ProQ Diamond stain and differentially regulated protein spots were excised from the 

gels. Then, the proteins were identified by  MALDI-TOF/TOF analysis. 

 

Results 

 Consequtive phosphoprotein and total protein staining of the gels revealed the 

precense of 35±3 phosphoprotein spots and 215±15 total protein spots on the gels. A total 

of 16 phosphoprotein spots of which 10 belonged to the WT Parkin expressing cells and of 

6 beloged to the mutant Parkin expressing cells were identified as differantially regulated.  

 

Conclusions 

 The induction of the WT Parkin expression should increase ubiquitinilation events in 

the cells and stimulate the cross-talk between ubiquitination and phosphorylation. Indeed, 

STRING analysis linked the regulated proteins to PI3K-AKT pathway, which is one of the 

most important  signaling pathways regulating cell division. On the other hand, the results 

of phosphorylated proteins which had been identified after an induction of the mutant 

Parkin protein were found to be related to Parkinson's disease and endoplasmic reticulum 

protein processing. Observation of such difference in indicated pathways upon either the 

WT or the mutant Parkin expressions may imply that the mutant Parkin protein is 

functionally different then the WT Parkin protein. 

  

Key words: Parkin, SH-SY5Y,  2DE,  Protein Phosphorilation, ProQ Diamond, MALDI-

TOF/TOF. 
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1. GĠRĠġ 

1.1 Protein AraĢtırmaları ve Proteomiks 

 

 Proteinlerin yapılarını, fonksiyonlarını ve birbirileri ile olan etkileĢimlerini inceleyen 

araĢtırma alanına “proteomiks” denilmektedir (Anderson ve diğ. 1998). Proteomikse iliĢkin 

araĢtırmaların tarihi protein çalıĢmaları ile baĢlamıĢ olmasına rağmen, metod olarak 

kökenleri 1975‟li yıllara uzanmaktadır (Chem 1975). Kelime kökeni olarak ele alındığında 

genomiks, proteomiks gibi terimlerin sonuna eklenen “omik” eki Yunanca‟dan “ome” 

ekinden gelerek tümlük, bütünlük anlamı kazandırmaktadır. Bu nedenle “genom” bir hücre 

ya da canlıya ait tüm genleri, “proteom” da tüm proteinleri ifade ettiği söylenilebilir.  

“Proteom” terimi ise ilk defa 1994 yılında, Avusturalyalı biliminsanı Dr. Marc R. Wilkins 

tarafından, doktora tezinde “belirli bir genomun sentezlemiĢ olduğu bütün proteinleri” 

ifade etmek amacıyla kullanılmıĢtır (Wasinger ve diğ. 1995). Genom araĢtırmaları, 

özellikle de “Ġnsan Genom Projesi”nin tamamlanması ile genlerin yapı, fonksiyon ve 

ekspresyonlarına ait ayrıntılı bilgilerin ortaya çıkarılmasını sağlamıĢtır. Genom Projesinin 

bitmesi ile "post-genomik çağa" geçilmiĢ ve artık diğer -omiks'ler üzerinde daha geniĢ 

ölçüde durulmaya baĢlanmıĢtır. Bu alanların da baĢında hücrelerin asıl fonksiyonel yapıları 

olan proteinlere odaklanılanan "proteomiks" gelmektedir. Bir organizmanın proteomu; 

dokudan dokuya hatta bir hücreden diğer bir hücreye çevresel faktörler, yaĢ, cinsiyet, 

hastalıklar ve fizyolojik durumlar (hücre siklusu, apoptoz gibi) gibi iç ve dıĢ onlarca faktör 

ile etkileĢerek sürekli değiĢim halindedir (Akpınar ve diğ. 2011).
 

 
Proteomiks; yeni proteinlerin tanımlanması, fonksiyonları, ekspresyon seviyeleri, 

hücresel lokalizasyonları, translasyon sonrası modifikasyonları (PTM), üç boyutlu yapıları 

ve diğer proteinlerle olan iliĢkilerinin ortaya çıkarılması konuları ile ilgilenmektedir. 

Proteomiks çalıĢmalarının bir diğer amacı da; hücresel yolaklarda yer alan proteinlerin 

belirlenmesi ve bu yolakların daha iyi anlaĢılarak birbirleri ile olan etkileĢimlerinin ortaya 

çıkarılmasıdır. 
 

          Proteomik analizler klinik tanı, hastalıklara özgü biyolojik belirteçlerin bulunması, 

strese, yaĢlanmaya, ilaçlara karĢı verilen cevaplarda ve hastalık durumlarında değiĢen 

protein profillerinin belirlenmesi ve  yeni ilaçların dizayn edilmesi ile de kendisine yeni 
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uygulama ve araĢtırma alanları bulmaktadır. Proteomik çalıĢmaları sayesinde diagnostik ve 

prognostik biyobelirteçlerin geliĢtirilmesi, yeni teröpatik hedeflerin bulunması ve kiĢiye 

özel tedavilerin geliĢtirilmesi mümkün olmaktadır (Davidson ve diğ. 2005). Kütle 

spektrometresi (MS), sıvı kromotogrofisi MS (LC/MS), protein mikroarray teknolojisi ve 

diğer protein profilleme yöntemlerindeki hızlı ilerlemeler sayesinde hastalıklara özgü 

biyolojik belirteçlerin belirlenmesinde önemli geliĢmeler görülmektedir (Khalilpour ve diğ. 

2016). DNA çalıĢmaları ile kıyaslandığında, proteinler ile çalıĢmak çok daha zordur. Ġnsan 

genomunda en son verilere göre yaklaĢık 20.000–25.000 protein kodlayıcı gen 

bulunmaktadır (Pertea ve diğ. 2010), bununla birlikte bir insan hücresinde ortalama olarak 

300.000 ile 500.000 arasında protein vardır, bu sayıya posttranslasyonel modifikasyonları 

da eklediğimizde sayı çok daha karmaĢık hale gelmektedir (Cong ve diğ. 2002) (Çizim1.1). 

 

 

Çizim 1.1. Translasyon sonrası modifikasyonlar, proteomik çeĢitliliğini arttıran kilit 

mekanizmalardır. Genom 20.000-25.000 gen içeriyor olsa da proteomun 1 milyondan fazla 

proteini kapsadığı tahmin edilmektedir. Transkripsiyonel ve mRNA düzeylerindeki 

değiĢiklikler, transkriptomun genoma oranla artmasına neden olmaktadır. Bununla beraber 

sayısız farklı translasyon sonrası modifikasyonlar da proteomun, transkriptoma ve genoma 

oranla katlanarak artmasına neden olmaktadır. 

 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Gen
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 Hücrenin iĢlevi ile ilgili yapılan araĢtırmalar göz önüne alındığında, proteomik 

çalıĢmalar genomik çalıĢmalara göre daha avantajlıdır. Çünkü proteinler hücredeki 

iĢleyiĢlerden bizzat sorumlu fonksiyonel moleküllerdir. Ayrıca PTM, RNA editing gibi 

regülasyonlar genom çalıĢmalarında belirlenemez, fonksiyonu çok etkileyen bu değiĢimler 

ve fonksiyonel genomik çalıĢmaları olarak sınıflandırılırken; proteomik çalıĢmaları ise 

sadece proteomik yaklaĢımlar kullanılarak ortaya çıkarılabilir. Genomik çalıĢmalar yapısal, 

fonksiyonel ve ekspresyona bağlı proteomik çalıĢmaları ile sınırlanırken; proteomik 

çalıĢmaları yapısal, fonksiyonel ve ekspresyona bağlı yaklaĢımlar sunarak genomik 

çalıĢmalara oranla hücresel iĢlev hakkında daha aydınlatıcı bilgiler sunabilmektedir (Baak 

ve diğ. 2003; Chung ve diğ. 2007; Aslam ve diğ. 2017) (Çizim 1.2.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çizim 1.2. Sistem Biyolojsi. Sistem biyolojisi; hastalıklarda meydana gelen biyolojik 

süreçleri ve patolojik değiĢiklikleri bütünsel bir biçimde ortaya koymak için farklı 

moleküler yapılar arasındaki etkileĢimleri analiz etmeye çalıĢmaktadır. DNA seviyesindeki 

düzenleyici prosesler; RNA'lar, proteinler ve metabolitler de dahil olmak üzere 

moleküllerin ekspresyon seviyesini etkilemektedir. Bu düzenleyiciler, farklı düzenleyici 

mekanizmalara ilave olarak etki etmektedir (Barallobre-Barreiro ve diğ. 2013). 
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1.2 Fosfoproteomiks ÇalıĢmaları  

  

 Proteinlere bir veya birden fazla fosfat grubu eklenmesi olayına fosforilasyon, 

eklenen fosfat moleküllerinin uzaklaĢtırılmasına da defosforilasyon ismi verilmektedir. 

Fosfoproteomiks ise; proteomiks‟in bir alt sahası olmakla beraber, proteinlerin 

translasyonu sonrası fosforile olmuĢ proteinlerin araĢtırılmasını konu edinmektedir. 

Fosforilasyon proteinlerde gözlenen en yaygın geri dönüĢümlü PTM'dir (Martin ve diğ. 

2001) ve hücresel sinyal yolaklarının düzenlenmesinde rol oynayan en önemli 

mekanizmlardan biridir. Ökaryotlarda özellikle protein fosforilasyonu serin (S), treonin (T) 

ve tirozin (Y) amino asitleri üzerinden olmaktadır. Bu amino asitler üzerinden fosforile 

olan proteinler hücresel total proteinlerin %30‟unu teĢkil etmektedir (Martin 2001). 

Prokaryotlarda ise fosforilasyon ökaryatlardan farklı olarak  histidin (H), lizin (K) ve arjin 

(A) amino asitleri üzerinden olmaktadır (Cozzon. 1988; Stock ve diğ. 1989). Proteinlerin 

fosforilasyonu, kinaz enzimleri tarafından gerçekleĢtirilen fosfat grubunun eklendiği bir 

reaksiyon (Ford ve diğ. 2007) iken defosforilasyon fosfatazlar tarafından gerçekleĢtirilen 

proteinlerden fosfat gruplarını uzaklaĢtırıldığı bir reaksiyondur. Kinazlar ve fosfatazlar 

birbirlerinin fonksiyonlarının tersini yaparak hücresel olaylarda dengeleyici rol oynarlar. 

Fosforilasyon ve defosforilasyon sonucu çoğu enzim ve reseptörün yapısında  

(konformasyon) değiĢim olur, bu değiĢimler enzim veya reseptörün hücresel fonksiyonunu 

dolayısıyla hücrenin kaderini etkilerler.
 
Ġnsan genomunda Ģimdiye kadar belirlenmiĢ 518 

protein kinaz (Manning ve diğ. 2002) ve 150 protein fosfataz (Cohen. 2002) 
 
olup, bu 

genlerin ürünleri sayesinde fosforilasyon-defosforilasyon iĢlemleri düzenlenmektedir. 

Proteinlerin fosforillenme seviyelerindeki değiĢimler ile proliferasyon, diferansiyasyon ve 

apoptoz gibi pek çok hücresel biyolojik süreç kontrol edilebilmektedir.
 
GerçekleĢtirilen 

ekspresyon çalıĢmaları ile hangi protein ve yolakların fosforilasyon sonucunda aktive 

olabileceği ve hangi fosforile proteinlerin potansiyel olarak yeni ilaçlar açısından hedef 

olarak kullanılabileceği anlaĢılabilmektedir (Lim 2005). Kompleks hastalıklar birden fazla 

genden ve dolayısıyla da proteinlerden kaynaklanmaktadır. Kompleks hastalıkların birden 

fazla proteinin farklı seviyelerdeki fosforilasyon düzeylerinden etkilenmesi bu hastalıkların 

geliĢimini ve Ģiddetini etkileyen çok çeĢitli biyolojik süreçlerin ortaya çıkmasına neden 

olmaktadır (Liu 2013).  
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 Fosfoproteomiks deneylerinde ortaya çıkan fosforilasyon bağımlı sinyal iletiĢim 

ağlarının, çeĢitli hastalıklarla iliĢkili olması fosforilasyonun hücresel önemini 

arttırmaktadır. Bu nedenle stabil fosfat değiĢimlerinin tanımlanmasının, hastalıkların erken 

teĢhisi ve etkili tedavisi için önemli olduğu düĢünülmektedir (Ġliuk ve diğ. 2013). Ġlaçlar ile 

ilgili genom analizlerine bakıldığında kinazların tüm olası ilaç hedeflerinin yaklaĢık 

%20‟sini kapsadığı öne sürülmüktedir (Hopkins ve diğ. 2002; Russ ve diğ. 2005). Aslında 

bazı kinaz inhibitörleri kanser tedavisinde yararlı ilaçlar olarak kabul edilse de; bir takım 

serin/treonin kinazlar ve tirozin kinazlar da (TK) riskli hedef olarak gösterilmektedir (Hsu 

ve diğ. 2011; Klammer ve diğ. 2012). Bunun için de hastalık veya ilaç uygulaması 

üzerindeki ilk yaklaĢım, kinaz aktivitesinin dinamikliğini izlemektir (Lapenna ve diğ. 

2009; Solit ve diğ. 2010). Fosfoproteomiksin fosfoproteinlerin tipleri ve sayıları ile ilgili 

bilgileri arttırabilmesinin yanı sıra fosfoproteom çalıĢmalarının en büyük amacı; sinyal 

yolaklarına dayalı tüm fosforilasyon analizlerinin hızlı bir Ģekilde yapılabilmesidir. 

 

1.3. Parkinson Hastalığı 

 

 Parkinson Hastalığı (PH) ilk kez 1817 yılında James Parkinson‟un yazdığı „An assay 

on the Shaking Plasy‟ adlı makalesinde tanımlanmıĢtır (Wirdefeldt ve diğ. 2011). 

Hastalığa, onu tanımlayan J. Parkinson‟un ismi verilmiĢtir (McCall 2009). PH titremeli 

felç olarak adlandırılmıĢ ve duyu ile idrak kabiliyetlerinde hasar görülmediği halde, kas 

gücünün azalması, vücudun hareket halinde olamayan kısımlarında meydana gelen 

istemsiz titreme, gövdenin öne doğru bükülmesi ve kısa sürede yürüyüĢ hızındaki artıĢ 

PH`nın belirleyici semptomlarıdır. Hastalığın doğal seyri sürecinde oluĢan diğer önemli 

semptomlar; ayakta durma dengesinin bozulması (postural instabilite), hareketin olmayıĢı 

(akinesia), hareketlerde yavaĢlama (brady kinesia), kas sertliği (rigidite) ve istirahat  

tremorudur. Parkinson hastalığı, Alzehimer hastalığından sonra en sık görülen ikinci en 

yaygın nörodejeneratif hastalıktır (Goetz 2011). Dünyada 10 milyon insan bu hastalıkla 

mücadele etmekte ve her yıl binlerce insan bu hastalığa yakalanmaktadır. (Delenclos ve 

diğ. 2016). PH genellikle 50-60 yaĢlarında baĢlayan yavaĢ seyirli, kronik bir hastalıktır. 

Hastalık kendisini 20 yaĢından önce gösterirse “Primer juvenil parkinsonizm”, 20-40 

yaĢları arasında baĢlarsa genç baĢlangıçlı (early onset) parkinsonizm olarak adlandırılır. 
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Görülme sıklığı kadınlara oranla erkeklerde (E/K: 3/2) biraz daha fazladır (Rijk ve diğ. 

2000; Foltynie ve diğ.  2004; Poorkaj ve diğ. 2004). 

 PH‟nın belirtileri; Motor Belirtiler, Non-motor Belirtiler ve KarıĢık Motor/Non-

motor Belirtiler olmak üzere üç ana kategoride sınıflandırılabilmektedir (Dewey 2000; 

Dewey 2003; Naidu ve diğ. 2008; Rana ve diğ. 2001; Kalia ve diğ. 2015) (Çizelge 1.3). 

Önceleri PH‟ı motor sistem hastalığı olarak bilinse de, son dönemlerde PH motor ve 

nonmotor paterni ile çok daha kompleks bir sendrom olarak kabul edilmiĢtir. PH‟nın bu 

kadar zengin ve değiĢik semptomlar göstermesi, hastalığın erken döneminde tanı ve 

tedavisinin gecikmesine neden olmaktadır (Rinne 1989). 

    

Çizelge 1.1 Parkinson hastalığının motor olan ve motor olmayan klinik belirtileri.  
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1.3.1. Parkinson Hastalığının Patolojisi 

 

 PH‟nın patalojisi özellikle „beyin sapı‟ beyinin alt kısmında bulunan substansiya 

nigra pars kompartmanındaki (SNpC) nöronların kaybı olarak kendini göstermektedir 

(Cookson 2005) (Çizim 1.3). Memeli beyinlerinde „nörotransmiter‟ olarak kullanılan 

dopamini (DO) 1950 yılında Arvid Carlson bulmuĢtur (Carlsson 1958). Arvid Carlson 

beyindeki dopaminin %80`inin bazal gangilianın içerisinde bulunduğunu göstermiĢtir. 

Daha sonra, Oleh Horynekiewicz  farklı hastalar ile PH beyinleri arasındaki dopaminin 

farkını stratiumdan daha da çok putamende bulmuĢtur. 1960‟da Ehringer ve Hornykiewicz 

SN‟daki nöron kaybının ve dopamin eksikliğinin PH oluĢumundaki etkisinin farkına 

varmıĢlardır (Polymeropoulos ve diğ. 1997). Aynı yılda da PH‟na karĢı tedavide dopamin 

öncüsü olan „levo-dopa‟ (L-3,4-dihyroxyphenylalanine) kullanılmaya baĢlanılmıĢtır. PH 

tedavisinde kullanılan ilaçlar bugüne kadar dopaminerjik nöron dejenerasyonunu 

engelleme ya da yavaĢlatma yönünde etkili olamayıp, yalnızca semptomları 

hafifletmektedir (Vidailhet ve diğ. 1999). PH‟na neden olan mutasyonlardan farkedilen ve 

ilk keĢfedilen gen olan SNCA (Alfa-sinüklein geni, Alpha-synuclein), birçok araĢtırmacı 

tarafından hastalığın etiyolojisinde en önemli unsur olarak kabul edilen α-sinüklein 

proteinini kodlayan gendir. SNCA genindeki Ala53Thr mutasyonunun kalıtımsal PH‟na 

sebep olduğu bilinmektedir (Polymeropoulos  ve diğ. 1997). Bugüne kadar kalıtımsal 

formda PH‟na sebep olan 18 bölge belirlenmiĢtir (Kumar ve diğ. 2011).  

 PH‟nın patolojik olarak tanısı otopsi sonrası alınan beyin dokularındaki hücre 

ölümünden kaynaklı depigmantasyon ve Lewy cisimcikleri (LC)‟nin bulunması ile 

yapılmaktadır. LC‟leri ilk olarak Heinrich Lewy tarafından 1929‟da substantia inomminata 

nöronlarında rapor edilmiĢtir. Daha sonra Treiakov tarafından SNpC nöronlarında çökelti 

oluĢumları tanımlanarak  LC adı verilmiĢtir. LC, alfa-sinüklein (α-SYN) ve ubikuitin 

pozitif protein ve lipid çökeltileri olarak tanımlanan intrasitoplazmik çökeltilerdir  (Elibol  

2008; Engelender 2008). LC yapısında α-SYN, ubikuitin ve Ģimdiye kadar belirlenmiĢ 

yaklaĢık 80 protein bilinmektedir (Licker ve diğ. 2009). LC‟nin en önemli komponentinin 

α-SYN olduğu bilinmesine rağmen, agregasyonun moleküler mekanizması, biyolojik rolü 

ve PH patolojisine etkisi halen belirsizdir. LC‟leri SNpC‟daki nöronların sitoplazmalarında 

olduğu gibi korteksteki non-dopaminerjik nöronlarda da bulunabilen, merkezi bir çekirdek 
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ve bir merkezden yayılan filamentlerden oluĢan yuvarlak proteinöz yapılardır. Normal bir 

kiĢinin orta beyni ile PH`ı olan bir hastanın orta beyni karĢılaĢtırıldığında; PH`ının 

Substantia Nigra'sında azalmıĢ pigmentasyon görülmektedir. Gözlenen belirgin 

depigmentasyon solukluk, SNpC'daki nöromelanin içeren kompaktasındaki nöromelanin 

içeren dopaminerjik nöronların kaybından kaynaklanmaktadır (Joseph ve diğ. 2015) 

(Çizim 1.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çizim 1.3. Substantia nigra‟nın sağlıklı ve Parkinson hastası olan bireyler arasında 

karĢılaĢtırılması (Joseph ve diğ. 2015). 

        Dopamin, DOPA'nın dekarboksilasyonu yoluyla beynin en üst lobundaki SNpC‟de 

ve adrenal bezlerde üretilen, katekolamin ailesinin elektroaktif bir nörotransmitteridir.  

Beyindeki sinir hücrelerinde sinyal taĢınmasından sorumludur. Dopamin az sayıda hücre 

tarafından üretilmektedir. Bu hücrelere örnek olarak uyarıldıklarında dopamin salınımı 

yapan  domaminerjik nöronlar (DN) verilebilir (Sharma ve diğ. 2005; Kalia ve diğ. 2015). 

Dopamin, striatuma etki ederek motor  hareketlerin uyarılmasında ve koordinasyonunda 

rol oynar. PH‟da ise SNpC‟daki DA üreten nöronların kaybı sonucunda korteksin motor 

hareketleri düzenleme kapasitesi azalmaktadır (Kidd 2000). Çizim 1.4‟te gösterildiği gibi 
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normal nigrostriatal yolağın hücre gövdeleri SNpC‟de bulunan dopaminerjik nöronları 

içermektedir. Bu nöronların uzantıları bazal gangliaya ulaĢarak, striatumda (putamen ve 

kaudat) sinapslar oluĢturmaktadır. SNpC bölgesinde bulunan dopaminerjik nöronlarda yani 

putamen ve kaudatdaki nöromelaninden kaynaklanan normal pigmentasyon görülmektedir. 

Nöromelanin siyah kahve rengimsi bir pigmentdir (Fedorow ve diğ. 2005). Fakat  PH‟da 

ise; SNpC ile putamen (kesik çizgi) ve kaudat (inçe çizgi) arasındaki nigrostriatal yolak 

dejenere olmaktadır. Böylelikle SNpC‟deki dopaminerjik nöronların kaybından 

kaynaklanan pigment azalması görülmüĢtür (Dauer ve diğ. 2003; Fahn ve diğ. 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çizim 1.4. Nigrostriyal yolağın hücre gövdelerinin Ģematik görüntüsü (Dauer ve diğ. 

2003).  

 PH‟da nöronal hasarın yüksek korteks yapılarına ulaĢmadan önce periferik 

sinirlerden beyin sapına ve orta beyine yayılım gösteren ve artan bir düzende ortaya çıktığı 

varsayılmıĢtır. PH‟nın patolojik olarak klasik tanısı; otopsi sonrası alınan beyin 

dokularında  LC  bulunmasıdır. Her ne kadar LC‟lerin içeriği kesin olarak bilinmese de,  α-

sinüklein, genetik ve sporadik olarak PH‟da mevcut olan LC‟lerinin ana bileĢenlerinden 

biridir. PH‟daki nöronal dejenerasyonun nedeni içinde α-SYN‟in nöronal birikimi 

gösterilmektedir (Singleton ve diğ. 2016). α-SYN, insan beyninde bol miktarda bulunan bir 

proteindir. Kalp, kas ve diğer dokularda daha küçük miktarlarda bulunmaktadır. Beyinde, 
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esas olarak nöron aksonlarında bulunarak presinaptik terminal yapılarını oluĢturmaktadır. 

Bu yapılar da fosfolipid ve proteinlerle etkileĢime girmektedirler. Presinaptik terminaller, 

sinaptik veziküllerden nörotransmitterleri bırakır ve nörotransmitterlerin salınımı nöronlar 

arasındaki sinyalleĢme ve normal beyin fonksiyonu için önemlidir (Xia ve diğ. 2002). α-

SYN proteininin, Tirozin Hidroksilaz (TH), Dopamin Aktif TaĢıyıcısı (DAT) ve Veziküler 

Monoamin TaĢıyıcısı (VMAT2) gibi sinir terminallerindeki dopamin içeriğinden sorumlu 

temel proteinlerle doğrudan etkileĢerek dopamin metabolizmasını düzenlediği 

bilinmektedir. Bundan dolayı; α-SYN patolojisi dopamin metabolizmasının bozulması ile 

iliĢkilidir ve nöron ölümüne sebep olmaktadır (Caviness ve diğ. 2002). PH‟nın bir 

proteinopati hastalığı olduğu yani bir proteinin yanlıĢ katlanması sonucunda oluĢan bir 

hastalık olduğu bilinmektedir (Robinson.,2008). PH gibi diğer nörodejeneratif hastalıklar 

da proteinlerin yanlıĢ katlanması ya da ekstraselüler oluĢum ile karakterize 

edilebilmektedir (Kasap ve diğ. 2017).  α-SYN proteinini kodlayan SNCA geninin PH 

üzerindeki etkisi tam olarak belli değildir. α-SYN‟nin çözünebilir agregatlarının, PH‟den 

etkilenen nöronlar ve LC‟leri üzerinde toksik etkisinin olup olmadığı uzun zamandır 

tartıĢma konusudur. Bu etkilerin iki Ģekilde olabileceği düĢünülmektedir: (1) LC‟lerin 

toksik agregat biçimleri tarafından, (2) LC ve aksonlarının direkt olarak nöronal hücre 

ölümüne yol  açmasına bağlı olarak (Lill ve diğ. 2011).  Buna ek olarak Braak ve 

arkadaĢları tarafından beyindeki α-SYN patolojisinin yayılımı ile ilgili iki ana temel 

hipotez ileri sürülmüĢtür (Braak ve diğ. 2003). Bunlardan daha eski olanı “seçici hassasiyet 

hipotezi”; daha yeni olanı ise “patojenik yayılmıĢ hipotezi”dir. Ġlk hipoteze göre; α-SYN 

özellikle olumsuz bir etkiye duyarlı nöronların bir alt kümesinde toplanarak, sonrasında az 

duyarlı hücre formları oluĢturmaktadır. Bu modelde patolojinin komĢu nöronlara 

yayılmasına metabolik faktörler ya da çevreleyen patojenik süreçler aracılık etmektedir. 

Buna karĢın, patojen yayılım hipotezi, bir nöronda üretilen anormal α-SYN proteinleri ya 

da agregatlarının trans-sinaptik olarak komĢu bir nörona aktarılması sonucu “prion-protein-

benzeri” olarak tanımlanan bir biçimde bağlanmıĢ beyin bölgelerine yayılım gösterdiğini 

varsaymaktadır (Brettschneider ve diğ. 2015; Walsh ve diğ. 2016). Katlanan veya aĢırı 

üretilen α-SYN proteinleri agregat halinde kümelenerek beynin belirli bölgelerinde nöronal 

fonksiyonları bozabilmektedir. Kümelenen α-SYN toksik seviyede birikip nöronların 

ölmesine ve dopamin regülasyonunun bozulmasına sebep olabilmektedir (Spira ve diğ. 
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2001). YanlıĢ katlanan veya aĢırı miktarda üretilen α-sinüklein, Ģüpheli veya gereksiz 

gördüğü proteinleri kaldırarak, dopamin üreten nöron hücrelerini birbirine yapıĢtırıp 

onların iĢlevlerini bozmaktadır. Sonuçta; PH‟nın belirtileri ortaya çıkmaktadır. Nöron  

hücrelerin kaybı, beyin ve kas arasındaki iletiĢimi zayıflatmaktadır. En sonunda, hareket 

mekanizması kontrol edilemez hale gelmektedir (Saucedo-Cardenas ve diğ. 1998). YanlıĢ 

katlanmıĢ α-SYN proteini, PH olan kiĢilerin beynindeki bazı nöronlarda LC‟lerinin önemli 

bir bileĢeni olarak bulunmaktadır. LC‟leri PH‟da nöronların ölümünde rol oynamaktadır 

(Gwinn-Hardy ve diğ. 2000; Lill ve diğ. 2011). PH vakalarının çoğunluğu idiyopatik 

olmasına rağmen hastalığın küçük bir yüzdesi genetik olarak kalıtsal mutasyonlarla ve 

ailesellik ile iliĢkilidir (Dawson ve diğ. 2003; Schapira 2008). PH‟nın büyük bir 

çoğunluğunu oluĢturan  sporadik (kiĢiye özel) formu ise hem çevresel hem de genetik 

faktörlerin etkilendiği düĢünülen kompleks bir hastalıktır (Gasser 2007). Diğer bazı 

nörolojik hastalıklarda da PH hastalığına benzer semptomların ve LC‟lerinin birikiminin 

olduğu görülmektedir (Lewy Body Dementia Association: 

http://www.lewybodydementia.org/). Buna dayanarak yalnız LC‟lerinin varlığının direkt 

PH tanısında kullanılması doğru değildir. Bu hastalığın belirtisini tek bir neden üzerinden 

değerlendirmek yanlıĢ olur; çünkü hastalığın belirtilerinin %70‟den fazlası, dopaminerjik 

nöronların ölümü beyinde tamamlandıktan sonra hastalığın baĢlangıcından  bir süre sonra 

ortaya çıkmaktadır.  

Çevresel faktör: PH‟nın geliĢimi tek bir faktöre bağlı olarak ilerlememektedir. Premotor 

semptomlar üzerine yapılan araĢtırmaların PH etiyolojisinin daha iyi anlaĢılmasına yol 

açabileceği görülmüĢtür. Premotor semptomların, PH‟dan önce ara fenotipleri temsil 

etmesi, PH geliĢiminin erken evrelerinde genetiğin ve çevrenin rollerini anlamamıza 

yardımcı olabilmektedir. Örneğin, nörotoksikantlar veya virüsler, burun boĢluğundan veya 

sindirim sisteminden vücuda girebilir (Hawkes ve diğ. 2007) ve duyarlı kiĢilerde, koku 

alma ampulü veya enterik sinirlerde Lewy patolojisini baĢlatabilirler (Doty 2008; Hawkes 

ve diğ. 2009; Reichmann. 2011). Zamanla bu, hiposmi veya kabızlık gibi premotor 

semptomlara yol açar ve sonunda PH ilerleyebilir. Bu nedenle, çoklu premotor 

semptomların varlığı ile iliĢkili çevresel ve genetik faktörleri saptamak ve daha da 

önemlisi, premotor semptomların klinik PH'nın ilerlemesini engelleyebilecek faktörleri 

tanımlamak önemlidir (Çizim 1.5 ).  

http://www.lewybodydementia.org/
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Çizim 1.5. PH‟nın  premotor belirtileri ve risk faktörleri. Çevresel veya genetik faktörler, 

nöroinflamasyon gibi mekanizmalar yoluyla nörodejenerasyon baĢlatabilmektedir. Duyarlı 

kiĢilerde, bu ilk olarak PH klinik baĢlangıçından yıllarca önce premotor semptomlara 

neden olabilmektedir. Eğer bu nörodejenerasyon etkili bir müdahale olmadan devam 

ederse, premotor semptomlar sonunda açık PH‟na dönüĢebilir; Bununla birlikte, kahve 

içmek gibi müdahalelerle, bu premotor ilerleme, geri döndürülemez hale gelmeden 

durdurulabilir (Chen ve diğ. 2013).  

   

 Bilim adamları genellikle PH‟nın genetik ve çevresel faktörlerin kombinasyonu 

sonucu ortaya çıktığını kabul etmektedirler. Genlerin ve çevresel faktörlerin iliĢkisinin 

oldukça karmaĢık olduğu bilinmektedir. Pestisit, herbisit ve insektisitlerin (çoğunlukla 

toksinler) PH için çevresel risk faktörleri olduğu bilinmektedir (Goldman 2013) (Çizim 

1.6).  Örneğin, sentetik olarak üretilen ve pestisitlere yapısal olarak benzeyen 1-metil-4-

fenil 1,2,3,6 tetrahidropiridin (MPTP) bileĢiğinin bazı organik çözücülere maruz kalması 

sonucu PH geliĢebileceği ve eroin bağımlılarında parkinsonizme neden olan bir ajan 

olabileceği doğrulanmaktadır (Greggio ve diğ. 2007). Fakat MPTP toksinine bağlı 

parkinsonizmin çarpıcı özelliği; daha yaygın santral sinir sistemi harabiyeti yapması 

beklenirken, tamamen PH‟nın anatomik ve klinik özelliklerini göstermesidir 

(Przedborskive diğ. 1998). PH‟da risk faktörü olabileceği düĢünülen diğer faktörler; 

ekzojen nörotoksinler, karbonmonoksit, karbondisülfid, hidrojen sülfid, eser elementler, 

siyanid, vernik incelticileri, organik solventler ve nitrik oksitlerdir (Adler ve diğ. 2000). 
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*TRO-Tahmini risk oranı 

Çizim 1.6. PH‟nın geliĢimi için risk faktörleri Epidemiyolojik araĢtırmaların sonuçları, 

PH'nın geliĢme riskini arttıran (TRO> 1) veya azaltan (TRO <1) çeĢitli çevresel ortama 

maruz kalmaları ile ortaya çıkarmıĢtır (solda). Genom çapında iliĢkilendirme 

çalıĢmalarının bulguları, belirli genlerdeki polimorfizmlerin (sağda) Parkinson hastalığının 

geliĢimi için risk oluĢturan genetik risk faktörlerini  tanımlamaktadır. En güçlü genetik risk 

faktörü, 5‟in üzerinde bir TRO ile iliĢkili olan β-glukoserebrosidaz'ın Asn370Ser 

mutasyonudur. Çevresel ve genetik risk faktörleri arasındaki karĢılıklı etkileĢim üzerinde 

çalıĢılmaktadır (Kalia ve diğ. 2015). 

 

Genetik faktör: PH‟larının %85‟i sporadik olmakla birlikte, %15‟i ailesellik 

göstermektedir ve bunun da %5‟lik kısmı Mendel tipi kalıtım göstermektedir (Cordato ve 

diğ. 2004). Çizelge 1.2‟de bu güne kadar PH‟da tanımlanmıĢ en az 23 farklı genin hastalık 

ile olan iliĢkisi gösterilmektedir (Polymeropoulos ve diğ. 1997; Popescu ve diğ. 2016). 
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        Çizelge 1.2. Parkinson hastalığının genetiğinde rol oynayan genler ve kromozomal 

bölgeleri. OD-otozomal dominant, OR-otozomal resesif. 

Lokus  Kalıtım 

ġekli  

Gen Protein 

Fonksiyonu  

Tanısı Kromo 

zomal 

bölge  

Kaynak 

PARK1 OD α-sinüklein  Sinaptik Genç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm  

4q21-

q23  

Polymeropou

los ve diğ. 

1997 

PARK2 OR Park2  E3 Ligaz Genç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm  

6q25.2-

q27 

Kitada ve 

diğ. 1998 

PARK3 OD Bilinmiyor  Geç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm 

2p13   Gasser ve 

diğ. 1998 

PARK4 OD Park4   Genç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm  

4p15 Liu ve diğ. 

2002 

PARK5 OD UHCL  Ubikuitin 

hidrolaz/ligaz 

Geç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm 

4p14   Liu ve diğ. 

2002 

PARK6 OR PINK1  Protein Kinaz Genç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm  

1p35-

p36   

Tang ve 

diğ.,2006 

PARK7 OR DJ-1  Oksidatif 

strese cevap 

Genç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm  

1p36 Tang ve diğ. 

2006 

PARK8 OD LRRK2  Protein Kinaz Geç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm 

12q12   Dachsel ve 

diğ. 2010 

PARK9 OR ATP13A2 Hücrelerarası 

katyon 

homestazını ve 

nöronların 

bütünlüğünü 

sağlamak 

Kufor-Rakeb 

sendromu; 

Demanslı atipik 

PH  

1p36   

 

Santoro ve 

diğ. 2011 

PARK10    Geç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm  

1p32   Hicks ve diğ. 

2002; Wan 

ve diğ. 2014 

PARK11 OD GIGYF2    

 

Genç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm  

2q36-

q37 

Giovannone 

ve diğ. 2003; 

Lautier ve 

diğ. 2008 

PARK12 Risk 

Faktör 

 

 

 Geç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm 

Xq21–

q25  

Pankratz ve 

diğ. 2003 

PARK13 OD  OMĠ/HTR

A2 

PINK1/Parkin Geç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm 

2p13  

 

Whitworth 

ve diğ. 

2008;Yun ve 

diğ. 2008 
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PARK14 OR PLA2G6   Geç baĢlangıçlı 

Distoni 

Parkinsonizm  

22q13.1  

 

Paisan-Ruiz 

ve diğ. 2009 

PARK15 OR FBX07  UPS yolağı Geç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm 

Pramidal 

Sindromu  

22q12-

q13  

 

Panagariya 

ve diğ. 2007; 

Ho ve diğ. 

2008 

PARK16 Risk 

Faktör 

RAB7L1    Geç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm 

1q32  Pihlstrom ve 

diğ. 2015 

PARK17 OD VPS35   Geç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm 

16q11.2  Wang ve diğ. 

2016 

PARK18 OD EIF4G1   Geç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm 

3q27.1  

 

Nuytemans 

ve diğ. 2013 

PARK19 OR DNAJC6   Genç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm 

1p31.3 Edvardson ve 

diğ. 2012 

PARK20 OR SNYJ1  Geç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm 

21q22.1

1 

Chen ve diğ. 

2015 

PARK21 OD DNAJC13  Geç baĢlangıçlı 

Parkinsonizm 

3q22.1 Vilarino-

Güell ve diğ. 

2014 

PARK22 OD CHCHD2   7p11.2 Qingsong Hu 

ve diğ. 2016 

PARK23 OR VPS13C  Genç 

baĢlangıçlı 

Parkinsonizm 

15q22.2 Lesage ve 

diğ. 2016 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vilari%26%23x000f1%3Bo-G%26%23x000fc%3Bell%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24218364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vilari%26%23x000f1%3Bo-G%26%23x000fc%3Bell%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24218364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hu%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27453777
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1.3.2. Parkinson Hastalığı’nın Tedavisinde Kullanılan Ġlaçlar ve Yöntemler 

  

 Farmakoloji sayesinde PH'daki ilerleyici nörodejenerasyonu durdurulamaması, derin 

beyin stimülasyonu (Deep Brain Stimulation. DBS), nörotrofik faktör esaslı terapiler, gen 

terapisi, fetal orta beyin transplantasyonu ve kök hücreye dayalı tedavi gibi alternatif 

terapötik yaklaĢımların geliĢmesine neden olmuĢtur. Derin beyin stimulasyonu hastalığın 

ileri evrelerinde kullanılamamaktadır. Genellikle beyin hızı düzenleyicisinin subtalamik 

çekirdeği veya globus pallidus pars interna'ya (bazal ganglia) cerrahi olarak 

implantasyonunu içermektedir. Hız ayarlayıcı yüksek frekanslı elektriksel darbeler 

göndererek PH semptomlarının hafifleterek bu anti PH ilaçlarının dozunun azaltılmasına 

yardımcı olmaktadır. Ġlaç tedavisi artık etkili ve yan etkileri görülmeye baĢladığı ileri 

vakalarda derin beyin stimulasyon yöntemi uygulanılır. (Marras ve diğ. 2008). Parkinson 

tedavisinde kullanılan ilaçlardan biri olan dopamin öncüsü levo-dopa, özellikle erken 

evrelerde kullanıldığında PH tedavisinde oldukça etkili bir ilaçtır. Sistemik dolaĢımı beyin 

hücre dıĢı sıvısından ayıran ve PH‟ larının striatumundaki dopamin düzeylerini eski haline 

getiren kan-beyin bariyerini geçmektedir. Bununla birlikte, levo-dopa periferik sinir 

sistemi tarafından metabolize olmaktadır bu da diskinezi,  ilaç kaynaklı yararın daha kısa 

sürmesi (yıpranma) ve uzun süreli levo-dopa ile iliĢkili on-off pulsatil yanıt dalgalanmaları 

gibi sıkıntı yaratan yan etkilere neden olmaktadır (Olanow ve diğ. 2006; Bronstein ve diğ. 

2011).  Dopamin prekürsörü levo-dopa gibi dopamin replasman tedavileri tipik olarak 

semptomların hafifletilmesinde rol oynasa da, hastalık ilerledikçe potansiyellerini 

kaybetmektedir (Kasap ve diğ. 2011; Abeliovich ve diğ. 2016). Bugüne kadar semptomatik 

tedaviler yapılsa da, hastalığın tamamını ortadan kaldırabilecek bir tedavi 

bulunmamaktadır.  

 

1.3.3. Parkinson Hastalığı ile Ġlgili ÇalıĢmalarda Kullanılan in vitro Model Hücre 

Hatları   

 PH‟ı kompleks ve multifaktöriyel doğasını taklit etmeye çalıĢan çeĢitli in vitro 

modeller (Hücre hatları, Primer Hücre Kültürleri ya da Lezyon Modelleri gibi) 
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bulunmaktadır. Bu modeller sayesinde, PH‟nın  patojenik mekanizması ve bu mekanizma 

ile ilgili gen/proteinler belirlenmeye çalıĢılmaktadır: 

 Primer Tirozin Hidroksilaz Nöronlar (Primary TH neurons). 

 Primer Kortikal ve Hipokampal Nöronlar (Primary cortical and hippocampal neurons). 

 Primer Ġnsan Fibroblastları (Primary human fibroblasts). 

 SH-SY5Y Hücre Hattı (SH-SY5Y Cell Line). 

 Nörodejenerasyon çalıĢmaları için hücresel modeller içerisinde öncelikle 

katekolaminerjik insan nöroblastoma hücre hattı (SH-SY5Y) tercih edilmektedir. SH-

SY5Y hücreleri SK-N-SH hücrelerinin üçüncü alt klonudur ve simpatik adrenerjik ganglia 

orijinli nöroblastoma metastazı olan hastanın kemik iliği biyopsisinden elde edilmiĢtir 

(Biedler ve diğ. 1973). Bu hücreler tirozin ve dopamin--hidroksilaz eksprese 

edebildiklerinden dolayı dopamin (DA) ve norepinefrin (NA) sentezleyebilmektedirler 

(Oyarce ve diğ. 1991). Ayrıca DA homoestazını düzenleyen ve sadece dopaminerjik 

nöronlarda sentezlenen dopamintransporter (DAT) ve DA reseptörlerini ifade etmektedir 

ve bu hücrelerde DA saklama vezikülü özelliği bulunmaktadır. Bu özelliklerinden dolayı 

SH-SY5Y hücre hattında, hücreler arası ortama dopamin eklenmesiyle sitoplazmik DA 

konsantrasyonu artabilmektedir (Takahashi ve diğ. 1994;  Xie ve diğ. 2010).  

 Laboratuvarımızda daha önce yapılan çalıĢmalarda transfeksiyon ile SH-SY5Y  

Mutant ve Yabani Tip (WT)  stabil hücre hatları oluĢturulmuĢ ve erken baĢlayan PH‟na 

sebep olabilen Parkin proteinine ait iki mutasyonun (Q311R ve A371T) nöroblastoma 

hücre proteomu üzerindeki etkisi araĢtırılmıĢtır (Özgül ve diğ. 2013). Mutantlardan biri 

olan Q311R Parkin‟in RING1 domaininde; A371T ise IBR domaininde yerleĢmektedir. 

RING1 bölgesindeki Parkin mutasyonları E2 bağlanma aktivitesini ve IBR bölgesindeki 

Parkin mutasyonları ise proteinin yapısal bütünlüğünü ve stabilitesini bozabilmektedir. Bu 

nedenle, bu mutasyonların Parkin proteini ve Parkin ifade eden hücreler üzerindeki etkileri 

araĢtırılmıĢtır (Riley ve diğ. 2013). Mutasyonlar ve hastalık arasında bir bağlantı 

kurulmaya çalıĢılmıĢtır. ÇalıĢmalar sırasında elde edilen verileri karĢılaĢtırabilmek için WT 

Parkin proteini kontrol olarak kullanılmıĢtır. Bulgular mutant Parkin proteininin E3 

ubikuitin ligaz aktivitesini kaybetmeden yabani tip Parkin proteinine göre hücrenin 
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nükleusunda daha fazla konumlandığını, hücre içerisinde parçalanmadan daha uzun süre 

kaldığını, hücre tarafından farklı Ģekilde translasyon sonrası değiĢimlere tabi tutulduğunu 

ve hücre proteomunu farklı Ģekilde etkilediği görülmüĢtür. Özellikle mutant Parkin protein 

ekspresyonunun hücreyi strese sokarak Ģaperon protein sentezini arttırması, bulunan 

ekspresyonu değiĢmiĢ bazı proteinlerin PH ile iliĢkisinin bilinmiĢ olması ile doğrulanmıĢtır 

(Özgül ve diğ. 2013). Deneylerimizde laboratuvarımızda daha önce üretilmiĢ olan yukarıda 

bahsedilen WT ve mutant SH-SY5Y hücre hatları kullanılmıĢtır. 

 

1.4. PARK 2 Geni ve Parkin Proteini  

 

 Kromozomun 6q 25-27 bölgesinde bulunan PARK2 lokusu ilk defa Japon bir ailede 

bulunmuĢtur. Erken baĢlayan otozomal ressesif “Juvenil Parkinsonizm” (ARJP) olarak da 

tanımlanmıĢtır (Kitada ve diğ. 1998). 1998‟den beri PARK2 geni ile alakalı bir çok 

mutasyon bulunarak, bu mutasyonların parkinsonizmle iliĢkili olabileceği ileri sürülmüĢtür  

(Kasap ve diğ. 2009; Walden
 
H ve Muqit 2017). PARK2 geni insanda en büyük 2 genden 

biri olmakla beraber, 12 ekzondan oluĢmuĢ ve büyüklüğü 1.4 Mbç‟dir. Kodladığı Parkin 

proteini ise E3 ubikitin ligaz aktivitesine sahiptir. Parkin proteinin çoğunluğu sitozolde, bir 

kısmı ER‟da (Endoplazmik Retiklum), mitokondride ve çekirdekte lokalize olmaktadır. 

Parkin, hedefi olan proteinlere ubikuitin ekleyerek onları parçalanmak üzere proteozoma 

göndermektedir (Belin  ve Westerlund 2008; Farrer ve diğ. 2001). Parkin proteini 465 

amino asit uzunluğunda, 52kD büyüklüğündedir. N-terminalinde ubikuitine benzer bir 

domain (UBL), C-terminalinde “Ring finger” (RBR)(RING1-IBR-RING2) motifi içeren 

domain ve bunların arasında da iki bölgeyi birbirine bağlayan ara segment bulunmaktadır 

(Shimura ve diğ. 2000). N-terminali iki çinko iyonunu bağlar ve çapraz bağlantılı RBR 

içine katlanır, C-terminali ise tek çinko iyonu içermektedir (Eisenhaber ve diğ. 2007). N-

terminalinde bulunan UBL bölgesi (1-76 amino asit arası) ubikuitin ile amino asit 

seviyesinde % 62 oranında benzerlik göstermektedir (Kitada ve diğ. 1998). Ayrıca UBL 

bölgesi Parkin ekspresyonun kontrolünde (Finney ve diğ. 2003), substrat tanıma (Shimura 

ve diğ. 2000) ve 26S proteazom alt ünitesi olan Rpn10 ile etkileĢim açısından da önemlidir 

(Sakatave diğ. 2003). UBL ve RING0 domainleri Parkin geninin aktivitesinden ziyade 

aktivitenin düzenlenmesi için gereklidir. Çinko kıskaçlı RING0 domaini RBR 

domainlerinin iç kısmına bağlı segmentinde yan–yana (N-terminalinde) bulunmaktadır. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walden%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28408429
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muqit%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28408429
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Parkin baskılayıcı elementi (REP); IBR ve RING2 domainleri arasında bulunmaktadır 

(Çizim 1.7). Parkin-aracılığı ile gerçekleĢen ubikitinlenmede E2 enzimleri ilk önce RING1 

domainine yönlendirirler ve taĢıdıkları yüklü ubikitinlenme son olarak substratın birincil 

amino grubuna izo-peptid bağı oluĢumu aracılığı ile transfer edilmeden önce RING2 

domaininde katalitik sisteine (C431) transfer olurlar. RING0 inhibe olmuĢ Parkinin kendi 

içinde katlanması sonucunda RING1 ve RING2 arasına gelir  ve  RING1 aktivitesini 

inhibe eder (Cheng-Wu Zhang ve diğ. 2016). Aynı zamanda, kapatılmıĢ konformasyon 

ayrıca putativ E2 bağları  REP geliĢmesini sağlayıp promotorunu benimser, E2 böylece 

RING1‟in iĢini engeller (Trempe ve diğ. 2013; Wauer ve Komander 2013 ). PINK1, 

Parkinin UBL domaininindeki Serine65 (S65) üzerinden fosforile olmasını sağlar. 

Ubikuitin fosforillenmesi ile RING1‟in birlikte görev alması, UBL‟nin RING1 

domaininden uzaklaĢması ve Parkinin yapısının yeniden düzenlenmesi sağlanılarak Parkin 

aktivasyonu gerçekleĢtirilir (Cheng-Wu Zhang ve diğ. 2016). Yapılan diğer çalıĢmalarda 

Parkin aktivasyonunun iki basamaklı bir süreç olduğu yani UBL domaninin serin 65 (S65) 

bölgesinden fosforillenmesi (Matsuda ve diğ. 2010; Kondapalli ve diğ. 2012; Shiba-

Fukushima ve diğ. 2012) ve aynı tarafta ubikuitin fosforillenmesi (Kane ve diğ. 2014; 

Koyano ve diğ. 2014) gerçekleĢtiği bilinmektedir. Ġlginçtir ki; fosforillenmiĢ Parkin Ubl 

domaini  RING1‟den kopmaya meyilli iken; fosforillenmiĢ ubikuitinin ise RING1‟e olan 

meyili artmaktadır. Bu yüzden de Ubl ve ubikuitinin benzer iĢaretli dizileri paylaĢmalarına 

rağmen, RING1 ile aralarındaki iletiĢim Parkin‟in fosforillenmesi ile zıt olarak 

düzenlenmektedir. Ubl‟nin RING1‟ den (S65 fosforillenmesini takiben) ayrılması ve 

RING1‟den histidin (H302) kalıntısının ayrılarak fosforillenmiĢ ubikuitine bağlanması 

sonucu, Ubl domaininin yapısında konformasyonal değiĢikliğe yol açarak Parkin inhibe 

olmuĢ halinden uzaklaĢtırır (Çizim 1.7) (Cheng-Wu Zhang ve diğ. 2016). Parkin‟in 

hücrede bir çok substratı tanımlanmıĢ olup, bunların olası patojenik  etkileri 

araĢtırılmaktadır. 
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Çizim 1.7. Parkin proteininin mutasyona uğramıĢ bölgeleri ve yapısal düzenlenmesi 

(Cheng-Wu Zhang ve diğ. 2016). 

 

1.5. Post-Translasyonal Modifikasyonlar 

 

         Proteinlerin bir çoğunun yapısal ve iĢlevsel özelliklerinin tamamlanabilmesi için 

translasyonları sonrasında bazı modifikasyonlara uğradıkları bilinmektedir. Hücreler bu 

mekanizmayı kullanarak içsel ve dıĢsal faktörlere karĢı protein ekspresyonu seviyesini 

düzenlemek yerine bazı proteinleri translasyon sonrası modifikasyon (PTM) ile modifiye 

ederek cevap vermektedirler (Özgül 2012). PTM‟ler, proteinlerin amino asit rezidülerine 

kovalent olarak bağlanarak ilgili proteinlerin konformasyonlarının, aktivitelerinin ve 

etkileĢime gireceği diğer protein partnerleri ile olan iliĢkilerini değiĢtiren biyokimyasal 

modifikasyonlardır (Walsh 2006). Modifikasyon için kullanılan moleküller, protein 

üzerindeki belirli amino asitlere modifikasyona bağlı olarak değiĢen enzimler aracılığı ile 

bağlanmaktadır (Blom ve ark. 2004). Bu tip modifikasyonlara örnek olarak; fosfat ve metil 

gibi küçük moleküllerin ya da karbonhidrat ve lipid gibi büyük ve karmaĢık moleküllerin 

bağlanması verilebilmektedir. PTM‟ları gerçekleĢtiren enzimlerin sayısı binleri 

bulmaktadır (Yalçın 2012 ve Hunter 2007). AĢağıda proteinlere fonksiyon 

kazandırılmasında ve gen ekspresyonunun çeĢitlenmesinde rol oynayan, ökaryotik 
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hücrelerde sık karĢılaĢılan ve nispeten daha detaylı çalıĢılan farklı formlardaki PTM`lerden 

bahsedilmiĢ ve bu tezin konusu olan fosforilasyon üzerinde durulmuĢtur. 

Fosforilasyon; sinyal iletiĢiminde kullanılan proteinlerin regülasyonunu ve organizmanın 

bütün yolaklarını etkilemektedir (Yalçın 2012). En yaygın görülen geri dönüĢümlü PTM, 

fosforilasyondur (Johnson ve diğ. 1993). Genomik dizilemeler sonucunda tüm ökaryotik 

genlerin %4‟ünün, fosforilasyonu katalizleyen kinazları kodladığı gösterilmiĢtir ( Lopez ve 

diğ. 2012). Eksprese edilen tüm ökaryotik proteinlerin yaklaĢık 1∕3‟ünün  belirli noktalarda 

fosforilasyona uğradığı ve protein fosforilasyonunun ubikitinlenmede rol oynadığı 

belirtilmiĢtir (Hubbard ve diğ. 1993). Fosforilasyon birçok hücresel olayda 

(metobalizmada, hemostazda, transkripsiyonel ve translasyonel modifikasyonlarda, 

proteinlerin degredasyonunda, hücre sinyalinde ve haberleĢmesinde, farklılaĢmasında ve 

hücrenin hayatta kalmasında) rol oynamaktadır (Lopez  ve diğ. 2012; Hubbard ve diğ. 

1993). Memeli hücrelerindeki proteinlerin %30‟u kinaz enzimleri tarafından 

fosforillenmektedir (Jacob ve diğ. 2011). 

Asetilasyon; bir proteine asetil grubunun (CH3CO) bağlanmasıdır. Proteinler enzimli 

iĢlemlerde ve enzimsiz iĢlemlerde de asetillenebilmektedirler (Tom 2010). Hücre 

biyolojisinde asetilasyon proteinlerin modifikasyonunda çok önemlidir ve proteomiks 

çalıĢmalarda memeli proteinlerinde 1000‟den fazla asetillenmiĢ protein tanımlanmaktadır 

(Choudhary ve diğ. 2009; Fritz ve diğ. 2012; Tom 2010) Asetilasyon;  hem translasyon 

sirasinda hem de PTM olarak yani translasyon sonrasında meydana gelebilmektedir. 

Asetilasyona uğrayan proteinlere örnek olarak; Histonlar,  p53 ve Tubilin verilebilmektedir 

(Zhao ve diğ. 2010). Histonların asetilasyonu, gen transkripsiyonunu ve DNA 

replikasyonunu etkilemektedir. Çekirdek histonların (örn; H3) N-ucu kuyruklarında Lizin 

birimlerinin yan zincirlerine asetil gruplarının eklenmesi, Histon moleküllerinin DNA ile 

etkileĢimini zayıflatarak gen transkripsiyonunu ve replikasyonunu  aktife etmektedir 

(Lodish ve diğ.2008). 

Metilasyon; proteinlerin metil transferaz enzimleri tarafından Arjinin ve Lizin amino 

asitleri üzerinden metillenmesidir (Walsh 2006). Metilasyonun, proteinin aktivitesini ve 

yapısını etkilediği bilinmektedir (Rattan ve diğ. 1992). Histon gibi DNA ya bağlanan 
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proteinlerin metilasyonu iyi bilinmektedir. Histon kuyruklarında Lizin 9 da metillenme gen 

transkripsiyonunu inhibe edici etkiye sahiptir (Lodish ve diğ.2008).  

Glikozilasyon’a uğrayan proteinlerin çoğunluğu endoplazmik retikulum‟da (ER) 

sentezlenmektedir. Glikozilasyon sayesinde proteinlerin ER‟da katlanıp üç boyutlu 

yapısını kazanmaları, proteinlerin gerekli hücre içi kompartmanlara taĢınmaları ve 

hücrelerin birbirleri ile etkileĢiminde tanınma noktaları olarak görev almaları 

sağlanmaktadır (Cooper 2000). 

Ubikitinlenme; 76 amino asitten oluĢan ubikuitin adı verilen proteininin hedef proteine 

kovalent olarak bağlanması ile gerçekleĢmektedir (Fuchs ve diğ. 2006). Hedef proteine 

Lizin amino asidi aracılığı ile bağlanan küçük bir protein olarak enzimatik üç aĢamalı bir 

reaksiyonun oluĢumuna neden olmaktadır. Bu reaksiyonlar; E1, E2, E3 enzimleri 

tarafından gerçekleĢtirilmektedir ve neticesinde proteinler proteosom yolağına girerek 

degrade olmaktadırlar (Hershko ve diğ. 1998). 

 

1.6. Protein Fosforilasyonu ve Ubikitinlenme 

 

 Fosforilasyon; proteine veya baĢka bir organik moleküle fosfat grupunun (PO4
3-

) 

eklenmesi ile meydana gelmektedir. (Humphrey ve diğ. 2015;  Korkuc  ve diğ. 2016). 

Fosforilasyon proteinlerin termodinamik ve kinetik olarak yapısını etkilemektedir. Bir 

fosforil grubunun eklenmesi, proteine iki negatif yük ilave ederek proteinin katalitik 

aktivitesini ve substrat bağlanma etkisini değiĢtirebilmektedir (Lopez ve diğ. 2012). 

Fosforilasyon ile birçok proteinin fonksiyonu ve aktivitesi; enzimler sayesinde kontrol 

edilebilmektedir. Tıpkı bir „moleküler anahtar‟ görevi görmektedir. Protein fosforilasyonu 

özellikle hücresel olaylarda önemli roller oynamaktadır. Diğer bir taraftan da, 

fosforillenmiĢ „dönüĢümlü-reversible‟ olan proteinler; hem prokaryotik hem de ökaryotik 

organizmaların önemli bir düzenleyici mekanizması olarak görev almaktadır (Levene ve 

diğ. 1906; Lipmann ve diğ. 1932; Burnett ve diğ. 1954; Cozzone. 1988; Stock ve diğ. 

1989; Chang. 1998; Barford ve diğ. 1998). Protein fosforilasyonunun temel anlamı; 

hücresel proteinlerin bulundukları bir halden diğer baĢka bir hale geçerek aktivitesini 

değiĢtirmektir. Dolayısıyla; protein fosforilasyonu biyolojik sistemlerin birçok sinyal 

iletiĢim yolakları için mevcut „moleküler anahtar‟ gibi nitelendirilmektedir.  

https://tr.wikipedia.org/wiki/Endoplazmik_retikulum
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 Ġnsan genomunda bulunan genlerin yaklaĢık %20‟si sinyal iletiminde görev alan 

proteinleri kodlamaktadır (Van 2003). Bu proteinler arasında hücre membranında yerleĢen 

reseptörler, G-proteinler ve sinyal ileten enzimler bulunmaktadır. Tirozin kinazlar (TK), 

adenozin trifosfat (ATP) yapısında bulunan fosfat atomunun polipeptitlerdeki tirozin 

rezidülerine transfer edilmesinde rol oynamaktadır. Ġnsanda en az 90 TK ve 43 TK benzeri 

gen bulunmaktadır. Bunlar hücresel proliferasyon, diferansiyasyon, hücrenin canlılığı ve 

hücre hareketliliği gibi önemli düzenleyici fonksiyonlarda rol almaktadır. Membranda 

bulunan proteinlere reseptör tirozin kinazlar (RTK) denilmektedir. Reseptör yapısındaki 

TK`lar ekstraselüler alana ligandın bağlanması ile aktive olmaktadır. Sonuçta reseptör 

oligomerleri oluĢur, sitoplazmik membrana bitiĢik olan bölgenin inhibitor etkinliğini 

ortadan kaldırarak ve kinaz aktivasyon bölgesindeki regülatör tirozin molekülünün 

otofosforilasyonu gerçekleĢtirir. Bu değiĢiklikler neticesinde kritik amino asit rezidülerinin 

yeniden düzenlenmesi gerçekleĢerek artmıĢ katalitik aktivite meydana gelir ve 

otofosforilasyon sonucu sinyal proteinlerini hücre membranına toplayarak çoklu sinyal 

yolaklarını aktive ederek sinyal proteinleri için bağlanma bölgeleri oluĢturmaktadır 

(Schlessinger 2000) (Çizim 1.8).   

 

Çizim 1.8.  Reseptör tirozin kinaz aktivasyonu. 
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Serin fosforilasyonu en sık görülen fosforilasyon örneğidir, bunu da treonin amino asidi 

izlemektedir. Tirozin fosforilasyonuna daha nadir rastlanılmaktadır (Çizim 1.9). 

     

Çizim 1.9. Serin, treonin ve tirozin amino asitlerinin fosforilasyonları. 

 

 Tirozin fosfoproteinleri antikorlarla daha kolay saflaĢtırıldığı için kısmen daha iyi 

bilinmektedirler (Lopez ve diğ. 2012). Protein fosforilasyonu, fosfat donörleri olarak 

guanozin trifosfat (GTP) veya ATP kullanarak protein kinazlar tarafından katalize 

edilmektedir. ATP veya GTP`nin ϒ ucunun fosforil grubu, Tirozin veya Serin/Treonin 

Kinazlar tarafından sırasıyla Tirozin, Serin veya Treonin alkol gruplarına aktarılır. Sadece 

ATP‟nin bol bulunduğu hücre içi çevredeki proteinler „dönüĢümlü-reversible‟ 

fosforilasyon tarafından düzenlenirken; hücre dıĢı matriste bulunan proteinler 

düzenlenememektedir (Lenaz ve diğ. 2012). Protein fosfatazlar ise fosfat zincirinin 

hidrolizini katalize ederek fosforil gruplarının koparılmasını sağlarlar. Bireysel PTM türleri 

protein regülasyonlarına karakteristik bir Ģekilde katkıda bulunabilmektedir (Korkuc ve 

diğ. 2016). Proetom çalıĢmalarında birbirine neden olan en yaygın PTM`ler fosforilasyon 

ve ubikitinlenmedir. Fosforilasyon ve ubikitinlenme arasında birçok “cross regulation” 

yani “çapraz regülasyon” olduğu bilinmektedir. Ubikitinlenme ise protein 

degredasyonunda önemli rol oynamasının yanı sıra (Hunter 2007) homeostaz, DNA  

tamiri, protein sinyalizasyonu ve trafiğini de etkilediği bilinmektedir (Mukhopadhyay ve 

http://tureng.com/en/turkish-english/%C3%A7orba
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diğ. 2007; Chen ve diğ. 2009). Proteinlerin ubikitinlenmesinin bilinen en iyi fonksiyonu; 

ilgili proteinlerin 26S proteazomlar tarafından parçalanmak üzere bir sinyal görevi 

görmesidir (Krueger ve diğ. 2006). 26S proteozom sitoplazmada ve çekirdekte bulunan 

multikatalitik bir proteazdır (Yerlikaya 2004). Bu Ģekilde bir proteinin proteazomda 

parçalanması için genellikle birden fazla ubikuitinin yani poliubikuitinin uç uca kovalent 

olarak bağlanması gerekmektedir. Poliubikitinlenme; ubikuitin proteinleri üzerindeki 

spesifik bir Lizin amino asiti (çoğunlukla Lizin48) aracılığı ile olmaktadır (Kutuk ve diğ. 

2008; Shaheen ve diğ. 2010). Bu iĢlem ardarda üç farklı enzim araçılığı ile 

gerçekleĢmektedir. Ubikuitin, yıkılacak olan proteinlere bağlanmadan önce ilk olarak 

Ubikuitin Aktive Edici enzime (E1) transfer edilmektedir. Aktive edilen ubikuitin daha 

sonra benzer Ģekilde E1 enziminden, Ubikuitin Konjugasyon enzimindeki (E2) bir Sistin 

amino asidine aktarılmaktadır. E2 enzimleri yıkılacak olan proteinlere ubikuitin 

molekülünü Ubikuitin Ligaz (E3) enzimi yardımı ile direkt olarak aktarır ya da ubikuitin 

E3 enzimine aktarıldıktan sonra substrat proteinlere aktarılmaktadır (Jentsch 1992; 

Hershko ve diğ. 1980). Son olarak da ubikuitin hedef proteindeki Lizin48 amino asidine 

aktarıldıktan sonra diğer bir ubikuitin molekülü buna eklenir ve benzer reaksiyonlar 

tekrarlanarak hedef proteinin üzerinde bir poliubikuitin zinciri sentezlenmektedir (Chau ve 

diğ. 1989). Ubikuitin-proteozom sistemi hücre içindeki hasarlı, yanlıĢ katlanmıĢ ve kısa 

ömürlü proteinlerin yıkımında önemli roller oynamaktadır. Ubikuitin yolağının çeĢitli 

hastalıkların patogenezinde rol oynadığı bilinmektedir. Bunların arasında genetik kökenli 

PH‟ı gibi nörodejeneratif hastalıklar arasında ataksi ve Alzheimer hastalığı örnek olarak 

verilebilmektedir (Huang ve diğ. 2010). 

 

1.7. Parkin Proteini ile PINK1 Arasındakı iliĢki 

 

 Parkin proteinini kodlayan PARK2 (Parkin RBR E3 Ubikuitin Protein Ligaz, Parkin 

RBR E3 Ubiquitin Protein Ligase) genindeki mutasyonlar, DJ1 (Protein Deglikaz (Protein 

Deglycase), Parkinson Hastalığı Protein 7 (Parkinson disease protein 7, PARK7)) (Valente 

ve diğ. 2004) ve PINK1‟de de  (PTEN ile indüklenen putatif kinaz 1, PTEN-induced 

putative kinase 1) (Bonifati ve diğ. 2003) mutasyonlar görülebilmektedir. Bu genlerde 

meydana gelen birkaç mutasyon açıklanarak, hepsinin Dopamin replasman tedavisine yanıt 

veren „Erken BaĢlangıç Parkinsonizm‟ ile iliĢkili olduğu belirtilmiĢtir. Resesif iletilen 
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„Erken BaĢlangıçlı Familyal PH‟daki vakaların yaklaĢık % 50‟si PARK2‟ deki homozigot 

mutasyonlardan kaynaklanmaktadır (Kitada ve diğ. 1998; Hattori ve diğ. 2004). Erken 

BaĢlangıçlı resesif  PH‟nın ikinci en büyük nedeni; PTEN ile indüklenen putatif kinaz 1 

(PINK1)‟deki  homozigot mutasyonlardır (Valente ve diğ. 2004; Tan ve diğ. 2007). Ayrıca 

PARK2 veya PINK1‟deki heterezigot mutasyonlar “Geç BaĢlangıçlı” PH‟nın geliĢiminde 

rol oynayan önemli risk faktörleri olarak belirtilmiĢtir (Hattori ve diğ. 2004; Tan ve diğ. 

2007). PARK2 ve PINK1‟deki mutasyonların PH‟ı ile iliĢkili olduğuna dair genetik 

kanıtlar olmasına rağmen, nörodejenerasyonu tetikleyen patojenik mutasyonların 

moleküler mekanizmaları henüz tam olarak anlaĢılamamıĢtır (Sha ve diğ. 2010). PARK2 

geni birçok dokuda ve hücre tipinde ifade edilerek yani eksprese olarak 465 amino asitlik 

sitozolik E3 ubikuitin-protein ligazı kodlamaktadır (Kitada ve diğ. 1998; Hattori ve diğ. 

2004). PINK1 dopominerjik nöronları içeren, birçok dokuda ve hücre tipinde ifade edilen 

581 amino asitlik mitokondriyal Serin/Treonin Kinaz‟ı kodlamasıyla bilinmektedir. 

PINK1‟in kinaz özelliği ile oto-fosforile olabildiği de gösterilmiĢtir (Hoepken ve diğ. 

2007). Birçok çalıĢmada rekombinant PINK1 proteininin kinaz aktivitesi in vitro olarak 

gösterilmiĢtir ve PINK1‟in kinaz aktivitesi için sitoprotektif fonksiyonunun gerekli olduğu 

bilinmektedir (Petit ve diğ. 2005). ġu anki verilere dayanarak; PINK1'in mitokondriyal ve 

sitozolik substrat proteinlerinin fosforilasyonu yoluyla sitoprotektif etki gösterebildiği 

saptanmıĢtır. PINK1 ve Parkin birlikte mitokondri membran potansiyeli, kalsiyum dengesi, 

krista yapısı, solunum aktivitesi ve mitokondriyal DNA (mtDNA) bütünlüğünü koruyarak 

aksonlarda mitokondrinin taĢınımı gibi noktalarda düzenleyici görev üstlenmektedir 

(Bueler 2010). PINK1‟in kinaz aktivitesi gösterdiği için mitokondride oksidatif strese karĢı 

koruyucu bir rolünün olduğu bulunmuĢtur. PINK1‟in mitokondri hedef dizisi içermesinden 

dolayı sitoplazmada da varlığı gösterilmiĢtir. PINK1 mitokondrinin dıĢ zarında 

bulunmasına rağmen PINK1‟e ait kinaz domainin bir kısmı sitozolde de lokalize 

olmaktadır (Zhou ve diğ. 2008). Aslında Parkin veya PINK1‟deki homozigot 

mutasyonların PH‟nın otozomal resesif Ģekilde meydana gelmesine neden olması; bu 

proteinlerin normal fonksiyonunun, hücrenin ve özellikle de dopaminerjik nöronların 

hayatta kalabilmesi açısından gerekli olduğu göstermiĢtir. Drosophila‟da yapılan genetik 

çalıĢmalarda Parkin veya PINK1‟in fonksiyonunun kaybedilmesinin kısıtlı yaĢam süresi, 

motor eksiklikleri, mitokondriyal anomaliler, kanat kaslarının ve dopaminerjik nöronların 
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dejenerasyonunu içeren benzer bir fenotipe yol açtığı söylenmiĢtir (Wang ve diğ. 2006; 

Yang ve diğ. 2006). Memeli hücrelerinde yapılan çalıĢmalarda Parkin ve PINK1 arasında 

fonksiyonel bir bağ olduğu ve PINK1‟in Parkin‟i fosforile ettiği belirtilmektedir (Um ve 

dig. 2009;  Xiong ve diğ. 2009). Fakat, PINK1-Parkin etkileĢiminin hücresel rolünün 

belirsizliği ve PINK1 aracılığıyla Parkin fosforilasyonunun, Parkin E3 ligaz fonksiyonunu 

düzenleyip, düzenlemediği konusu halen daha tam olarak bilinememektedir (Sha ve diğ. 

2010). Yapılan çalıĢmalarda bu genler arasındaki bağlantılar Drosophila‟daki fonksiyon 

kaybının modellemesi ile belirlenmiĢtir. PINK1‟in hasar görmesi çok farklı fenotiplere yol 

açmaktadır. Daha da önemlisi; hasar görmüĢ PINK1‟in Parkin tarafından kurtarılması bu 

iki genin aynı yolakta olduğunu göstermiĢtir (Clark ve diğ. 2006; Park ve diğ. 2006). 

Yapılan çalıĢmalarda mitokondri morfolojisinin kontrolünde PINK1/Parkin‟in birlikte iĢlev 

gördüğü ve herhangi birinde bir iĢlev kaybı olduğunda mitokondri morfolojisinin 

bozulduğu görülmektedir (Dodson ve diğ. 2007; Chu 2010). Parkin/PINK1 yolağının 

amacının anlaĢılabilmesi için Parkin‟in mitokondriyal rolünün incelenmesi gerekmektedir. 

Parkin genelde sitozolik olmasına rağmen eğer organel membran potensiyelini kaybederse, 

Parkin‟in mitokondriyal yüzeyde toplandığı ve mitofajiyi teĢvik ettiği bilinmektedir 

(Narendra ve diğ. 2008). Parkin‟in depolarize mitokondriyi mitofajiye teĢvik etmesinin 

nedeninin; hücreyi apoptozdan kurtarmak için olduğu düĢünülmektedir. Bu konuda ileri 

sürülen moleküler etkileĢim mekanizmasında Parkin‟in mitokondriye çekilerek, PINK1‟in 

rolüne iĢaret edilmektedir. Genelde tüm dizi sentezlenen PINK1 mitokondri iç zarına 

yerleĢmektedir. PINK1‟in putatif transmembran domainini, mitokondrinin iç zarında 

lokalize olan PARL (Mitokondriyal intramembran proteaz PARL; Mitochondrial 

intramembrane cleaving protease PARL) keserek 52 kDa formundaki PINK1‟i 

oluĢturmaktadır (Deas ve diğ. 2011). Birçok negatif sonuçların rapor edilmesine rağmen; 

PINK1‟in direk olarak Parkin‟i fosforile edebileceği düĢünülmektedir. in vitro Kinaz 

Analizi‟nde Yabani tip (WT) PINK1‟in, Yabani tip (WT) Parkin‟i fosforile ettiği 

gösterilmiĢtir. SH-SY5Y hücrelerinde aĢırı ifade edilmiĢ Parkin fosforilasyonunun WT 

PINK1‟in aĢırı ifadesi ile arttığı; PINK1 geni susturulması ile de azaldığı gösterilmiĢtir 

(Sha, D ve diğ. 2010). Yapılan diğer bir çalıĢmada ise; BE(2)C insan nöroblastoma 

hücrelerinde Parkin‟in yüksek oranda korunmuĢ olan Thr175 rezidüsünün spesifik olarak 

PINK1 tarafından fosforile edildiği gösterilmiĢtir. Ayrıca bu fosforilasyonun 
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Drosophila‟da Parkin‟in mitokondriyal translokasyonu için kilit rol oynadığı da 

gösterilmiĢtir (Kim ve diğ. 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

2. AMAÇ 

  

 Bu tez çalıĢmasında amacımız;  WT ve mutant tip  Parkin proteini ifade eden SH-

SY5Y nöroblastoma hücre hatlarında, Parkin indüksiyonu yapılmıĢ ve yapılmamıĢ  

durumlarında proteinlerin total proteomda fosforilasyon seviyesinde meydana gelen 

değiĢimleri  2D tabanlı proteomik yaklaĢımlar kullanarak saptayabilmektir. Dolayısıyla bu 

çalıĢma; Parkin proteininin ubikitinlenme kapasitesinde meydana gelebilecek değiĢimin, 

proteinlerin fosforilasyon düzeyleri üzerine etkisinin anlaĢılmasıyla, ayrıca ubikitinlenme 

ile fosforilasyon arasındaki var olabilecek iliĢkiyi ortaya koyarak ileride yapılacak olan 

proteom çalıĢmalarına da bir ön zemin kazandırmayı amaçlamaktadır. 

 Bu amaçla; SH-SY5Y hücre hattında Parkin eksprese eden Yabanıl (WT) ve Mutant 

tip hücrelerde, fosforile olmuĢ proteinler floresan fosfospesifik PROQ Diamond boyası 

kullanılarak boyandı, fosfoproteom analizi yapıldı. Bunun ardından SYPRO Ruby boyası 

kullanılarak da total proteom mukayesesi yapıldı. Fosforilasyon seviyeleri farklılaĢan 

proteinler MALDI TOF/TOF analizine tabi tutularak tanımlandı. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEMLER 

 

3. 1. Tampon Çözeltilerin Hazırlanması 

 

Tampon çözeltiler Çizelge 3.1‟de verildiği Ģekilde hazırlandı. 

 

Çizelge 3.1. DeneylerdeKullanılan Tampon Çözeltiler ve HazırlanıĢları. 

Tampon Çözelti Adı Konsantrasyonu ve 

Miktarı 

HazırlanıĢı 

Tris.HCl  pH 8.8 1,5 M 100 ml  18,15 g Tris tartılarak 80ml distile suda 

çözüldü. HCl ile pH 8.8‟e ayarlandı ve 

100ml‟ye tamamlandı. 

Tris.HCl  pH 6.8 0,5 M 100 ml  6 g Tris tartılarak 80 ml distile suda 

çözüldü. HCl ile pH 6.8‟e ayarlandı ve 100 

ml‟ye tamamlandı. 

Sodyum Asetat 3 M 10 ml  2,46 g Sodyum Asetat 1 ml distile suda 

çözüldü. 

SDS % 10  10 ml  1 g SDS tartılıp 10 ml distile suda çözüldü 

ve oda sıcaklığında saklandı. 

Amonyum Persülfat  

(APS) 

% 10  10 ml  1 g APS tartılıp 10 ml distile suda çözüldü. 

Filtre edildi ve  +4ºC‟de saklandı. 

6X Yükleme boyası  

(6 X Loading Dye) 

0,5 M Tris-HCl pH 6.8, 

Glycerol (% 99,7), % 10 

SDS, ß-Mercaptoethanol, 

% 0,5 (w/v) Bromphenol 

blue 

 1 ml 0,5 M Tris-HCl pH 6.8,  2 ml Glycerol 

(% 99,7), 1,6 ml % 10 SDS, 0,4 ml ß-

Mercaptoethanol, 0,4 ml % 0,5 (w/v) 

Bromphenol blue  2,6 ml distile su ilave 

edildi. 

Akrilamid/Bisakrilamid 

 

% 30  100 ml  29,2 g Akrilamid, 0,8 g Bisakrilamid 

tartılıp 100 ml distile suda çözüldü. Filtre 

edildi ve +4 ºC‟de saklandı. 
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SDS-PAGE Yürütme 

Tamponu 

5X, 300 ml  4,5 g Tris, 21,6 g Glisin ve 1,5 g SDS 

distile suda çözülerek 5X tampon 1X 'e 

seyreltildi. 

SDS-PAGE 

SabitleĢtirici Solüsyon 

(Fiksatif) 

 % 40 Metanol, % 10 

Asetik asit,  100 ml 

 40 ml Metanol ve 10 ml Asetik Asit 

karıĢtırılarak distile su ile 100 ml‟ye 

tamamlandı 

Western Blot Transfer 

Tamponu 

100 ml  0,58 gr Tris, 0,29 gr Glisin, 0,025 gr SDS 

(0,375 ml % 10 SDS‟den) tartılarak 100 ml 

distile suda çözüldü. 

TBS-T pH 7.6  25 mM Tris.HCl, 150 

mM NaCl, pH 7.2 % 0,1 

Tween20  1L 

 2,42 gr Tris, 8 gr NaCl, 1 ml Tween20   

900 ml distile suda çözüldü. pH 7.6‟ya 

ayarlandıktan sonra 1L‟ye tamamlandı. 1ml 

Tween20 eklendi. 

Ponceau S Boyama 

Solüsyonu 

 % 0.1 (w/v)  0.1gr Ponceau S ve 0.5 ml Asetik Asit 

karıĢtırılarak 100 ml distile suda çözüldü. 

Bloklama Tamponu 

(Western Blot) 

 

 % 5 10 ml  5 g süt tozu (Blotting Grade Blocker Non-

Fat Dry Milk (Bio-Rad, ABD)), 10 mL 

TBST içinde çözüldü ve filtre kâğıdından 

geçirilerek kullanıldı. 

HyperFilm Developer 

Solüsyonu 

Kodak RP X-OMAT LO 

(Carestream Health, 

Belçika) 

 Üreticinin tavsiye ettiği Ģekilde hazırlandı. 

140 ml distile su, 50 ml solüsyon A, 2 ml 

solüsyon B ve 2 ml solüsyon C ile 

karıĢtırılarak kullanıldı. 

HyperFilm Fiksleme 

Solüsyonu 

 Kodak RP X-OMAT LO 

(Carestream Health, 

Belçika) 

 Üreticinin tavsiye ettiği Ģekilde hazırlandı. 

140 ml distile su, 50 ml solüsyon A ve 10 

ml solüsyon B ile karıĢtırılarak kullanıldı. 
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2DE-Rehidrasyon Örnek 

Tamponu 

 8 M Üre, 50 mM DTT, % 

2 (w/v) CHAPS,  % 0.2 

(w/v) Amfolit pH 3-10, % 

0,001 Bromofenol mavisi 

50 ml 

 24 gr Üre, 1 gr CHAPS, 0.385 gr DTT, 250  

μl Amfolit (% 40) ve 0,5 mg Bromofenol 

mavisi karıĢtırılıp distile su ile 50 ml‟ye 

tamamlandı. 

ProQ Diamond Boya 

UzaklaĢtırma Solüsyonu 

 50 mM Sodyum Asetat 

pH 4,  %20 Asetonitril 

 50 ml 1 M Sodyum Asetat pH4‟den, 200 

ml Asetonitril ile karıĢtırılıp distile su ile 

1000 ml‟ye tamamlandı. 

MOPS tampon 500 ml  104,6 gr Mops, 60.7 gr Tris, 9,989 SDS,  

0,5M ETDA karıĢtırıp distile su ile 500 

ml‟ye tamamlandı.  

2D IPG Stripleri Yıkama 

Tamponu-I 

 6 M Üre, 0,375 M 

Tris.HCl pH 8.8, % 2 

SDS, % 20 Gliserol, % 2 

(w/v) DTT 

 90.15 gr Üre, 62.5 ml 1.5 M Tris.HCl pH 

8,8 5 gr SDS, 50 ml Gliserol, 5 g DTT 

karıĢtırılıp distile su ile 250 ml‟ye 

tamamlandı. 

2D IPG Stripleri Yıkama 

Tamponu-II 

6 M Üre, 0,375 M 

Tris.HCl pH 8,8  % 2 

SDS, % 20 Gliserol,% 2,5 

(w/v) Ġyoda Asetamid 

 90,15 gr Üre, 62,5 ml 1,5 M Tris.HCl pH 

8.8, 5 gr SDS, 50 ml Gliserol, 6,25 gr Ġyoda 

Asetamid karıĢtırılıp distile su ile 250  

ml‟ye tamamlandı. 

Asetonitril % 20 10 ml  20 ml Asetonitril 80 ml distile suya eklendi 

ve oda sıcaklığında saklandı. 

Amonyum Bikarbonat     50 mM 10 ml  40 mg AmBic tartılıp 10 ml distile suda 

çözüldü ve oda sıcaklığında saklandı. 
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3.2. Hücre Kültürü 

 

 Bu çalıĢmada; laboratuvarımızda daha önce 104S217 no‟lu TÜBĠTAK projesi 

kapsamında oluĢturulan Yabanıl tip ve Mutant tip Parkin (Q311R ve A371T mutasyonları) 

genlerini stabil olarak ifade edebilen  SH-SY5Y hücre hattı klonları kullanıldı. 

 

3.2.1. Hücrelerin Büyütülmesi 

 

 SH-SY5Y Yabanıl tip (WT) ve SH-SY5Y Mutant (AE) hücreler standart büyütme 

Ģartlarında kültüre edildi. Hücreler MEM Earle‟s (Multicell, Katolog No 320026CL, 

Kanada), % 10 tetrasiklin içeren FBS (Capricorn, Katalog No FBS-TET-12A, South 

America), 0.1 µg/µl Penisilin/Streptomisin (Gibco, Katalog No14140122, ABD), 2.8 mM 

L-Glutamin (Multicell, Katalog No 609065EL, Kanada) karıĢımı içeren besiyerinde 

37°C‟de  % 5 CO2 atmosfer nemde büyütüldü. Hücre besiyerleri her 3 günde bir yenilendi 

ve hücrelerin yoğunluğu % 75‟e ulaĢtığında hücreler pasajlandı. 

 

3.2.2. Hücrelerden Saklama Alınması 

 

 Hücreler azot tankında saklamaya alınmadan önce yavaĢ Ģekilde ısı düĢürme yöntemi 

kullanılarak donduruldu. Bu amaçla hazırlanan besiyeri, % 70 MEM, % 20 FBS ve % 10 

DMSO içerecek Ģekilde hazırlandı. Dondurma iĢlemi öncesi tüm taban yüzeyini kaplamıĢ 

(% 80-90 confluent) hücreler üzerindekibesiyeri uzaklaĢtırıldı ve iki kez kalsiyum 

magnezyum içermeyen PBS (Biochrome, Ġngiltere) solüsyonu ile yıkandı. PBS 

uzaklaĢtırıldıktan sonra kültür kabı içerisine 1 ml % 0.25 Tripsin / EDTA (Biochrome, 

Ġngiltere) solüsyonu eklendi ve solüsyonun iyice yüzeye yayılması sağlanarak yaklaĢık     

7-10 dakika 37C‟de inkübatörde bekletildi. Ġnkübasyon sonrası kültür kabı içerisindeki 

hücreler 10 ml PBS ile toplandı ve 10 dakika 400xg‟de + 4°C‟de santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrası üstte kalan PBS uzaklaĢtırıldı ve hücrelerin bulunduğu çökelti dondurma besiyeri 

(% 70 MEM, % 20 FBS ve % 10 DMSO) ile çok yavaĢ bir Ģekilde karıĢtırıldı. Hücreler 

sayıldı vedaha önceden hazırlanarakhücre adı ve tarih yazılmıĢ olan dondurma tüpleri 

(cryovial) içerisine hertüpe 5x10
3
 hücre gelecek Ģekilde bölündü. Tüpler - 80C‟de kyro-
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freezer saklama kabında (Nalgene, ABD) bir gece bekletildikten sonra sıvı azot tankına 

yerleĢtirildi.  

 

3.2.3. Hücrelerin Çözülmesi 

 

 Hücrelerçözülmek üzere azot tankından çıkarıldıktan sonra cryotüpün doğrudan 

37C‟deki su banyosu içerisine daldırılmasıyla çözüldü. Hücreler çözüldükten sonra çözme 

besiyerine alınarak içindeki DMSO uzaklaĢtırıldı. Çözme besiyeri 8 ml MEM içerisine 

yavaĢ ve damla halinde eklenmiĢ 2 ml FBS‟den oluĢmaktadır. KarıĢtırılmadan hazırlanan 

besiyere eriyen hücreler yavaĢ ve damla halinde eklendikten sonra 10 dakika 400 xg‟de     

+ 4°C‟de santrifüj edildi. Çöken hücreler antibiyotik içermeyen kültür besiyerinde bir gece 

büyütüldü. Ertesi gün hücrelerin besiyeri uygun antibiyotik içeren ile değiĢtirildi ve 

hücreler yeterli yoğunluğa ulaĢana kadar besiyerleri her üç günde bir yenilendi. 

 

3.2.4. Hücrelerin Pasajlanması 

 

 Deneylerde kullanılacak hücrelerin yoğunluğu ~ % 75‟e ulaĢtığında bulundukları 

kültür kabından kaldırılarak daha büyük ya da daha fazla sayıda kültür kaplarına ekildi. 

Kısaca, steril PBS ile yıkanan hücreler yapıĢtıkları yüzeyden % 0.25 Tripsin/EDTA 

muamelesi ile kaldırıldı ve PBS varlığında santrifüj edildi. Santrifüj sonrası oluĢan hücre 

çökeltisi büyüyecekleri besiyerinde çözülerek uygun kültür kaplarına aktarıldı. 

 

3.2.5. Hücrelerin Sayılması 

 

 Hücreler % 75 yoğunluğa ulaĢtıktan sonra sayım iĢlemi yapıldı. Steril PBS ile 

yıkanan    hücreler yapıĢtıkları yüzeyden %0.25 Tripsin/ EDTA muamelesi ile kaldırılarak 

PBS varlığında 2000xg‟de 10 dakika + 4°C‟de santrifüj edildi. Hücrelerin canlılık sayısını 

belirlemek için % 0.4 Tripan mavisi (Sigma, ABD)  kullanıldı. Tripan mavisini kullanma 

amacımız canlı ve ölü hücreleri birbirinden ayırabilmektir. Canlı hücreler bozulmamıĢ 

hücre zarlarına sahiptirler ve tripan mavisi canlı hücreleri boyayamaz, ölü hücreler ise 

hücre zarına sahip olmadıkları için boyaları emerler. Dolayısıyla ölü hücrelerin 

sitoplazması mavi renkte boyanmaktadır, canlı hücrelerin sitoplazması ise 
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boyanmamaktadır. Hücrelerin yaĢayabilirliğinin doğru bir Ģekilde gösterilmesini sağlamak 

için hücre örneği de dahil tüm reaktifler sayım için hücre süspansiyonunun seyreltilmiĢ bir 

numunesini hazırlamadan önce oda sıcaklığına ısıtılmalıdır. PBS veya serumsuz besiyeri 

kullanılarak iyi karıĢtırılmıĢ tek hücre süspansiyonunun uygun bir seyreltisi 

hazırlanmalıdır. Ardından konsantrasyonu doğru bir Ģekilde görüntülemekve seyreltmeyi 

yapmak için en az 20 μL hücre süspansiyonu kullanılmalıdır. Örnek olarak; 10 kat 

seyreltme hazırlamak için ilk önce mikro santrifüj tüpüne veya 96 plakalı bir plate‟e 80 μL 

PBS veya serum içermeyen besiyeri eklenmektedir. Ardından, 20 μL'lik iyi karıĢtırılmıĢ 

hücre süspansiyonu tüp veya plate‟e aktarılmaktadır. 20 μL % 0.4 Tripan Mavisi üzerine 

iyi karıĢtırılmıĢ ve seyreltilmiĢ hücre süspansiyonundan 20 μL eklendi (Uygun seyreltme 

thoma lam kare baĢına 50-100 hücre veren bir hücre konsantrasyonuna neden olmaktadır. 

10 kat seyreltme ile baĢlanılması önerilmektedir ancak uygun seyreltme faktörü, baĢlangıç 

örneğinde bulunan yaklaĢık hücre sayısına bağlı olarak değiĢkenlik göstermektedir. 

Hücrecanlılığının doğru bir Ģekilde görüntülenebilmesi için, hücrelerin canlılığı zamanla 

azalacağından, hücreler boyamaya 15 dakika içinde dahil edilmektedir). Thoma lamı 

(Marienfeld, Almanya) alkol ile temizlenerek düz bir yüzeye konuldu ve lamel ise sayım 

alanı çerçevesinin üzerini örtecek Ģekilde yerleĢtirildi. Thoma lamının her iki yanında 

bulunan kanalların ortasında kalan sayım alanında lamelin lam ile birleĢtiği noktanın tam 

orta noktasından hücre solüsyonu (yaklaĢık 10 μL) yavaĢça sayım alanına pipetle verildi. 

Binoküler ıĢık mikroskobuna Thoma lamı yerleĢtirildikten sonra mikroskobun 10x 

objektifinde renksiz (canlı) ve renkli (ölü) hücreler ayrı ayrı sayıldı. Sırasıyla, Thoma 

lamının dört dıĢ karesinde olan hücreler sayıldı, üst ve sağ perimetrelerdeki olanlarsa 

sayılmadı, alt ve sol perimetrelerdeki hücreler de sayıldı (Çizim3.1). En az 100 hücre 

sayılmalıdır (Thoma lamındaki karede yaklaĢık 100'den fazla veya daha az hücre varsa, 

daha büyük veya daha düĢük seyreltme faktörü kullanılarak yeni bir seyreltilmiĢ numune 

hazırlanılmalıdır). SeyreltilmiĢ numunedeki toplam canlı hücre/mL sayısını elde etmek için 

aĢağıdaki denklem kullanıldı: 

         Toplam canlı hücre sayısı/mL = (kare baĢına ortalama canlı hücre sayısı) x seyreltme 

faktörü x 10
4
. SeyreltilmiĢ numunedeki toplam hücre/mL sayısını elde etmek için, 

yukarıdaki ile aynı denklem kullanılmalıdır, ancak toplam hücre sayımı hem canlı hem de 

canlı olmayan hücreleri içermektedir. SeyreltilmemiĢ alikotta toplam hücre/mL sayısını 
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elde etmek için yukarıdaki gibi seyreltme faktörü düzeltilmelidir. Canlı hücrelerin yüzdesi 

aĢağıdaki denklem kullanılarak belirlenebilmektedir: 

                   
                        

                                               

 

 

 

Çizim 3.1. Thoma lamının karelerinin içerisindeki boyanmıĢ hücrelerin sayımı. 

 

3.3. Klonlamalar 

 

3.3.1. SH-SY5Y Hücre Hattının in Vitro Ortamda Büyütülmesi ve T-Rex Sistemi 

 

 SH-SY5Y hücreleri in vitro ortamda gen transfeksiyonu kolay yapılabilen 

hücrelerdir. Nörodejeneratif hastalıkların in vitro ortamda moleküler mekanizmalarını 

çalıĢmak için bu hücre hattı sık olarak kullanılmaktadır. Ancak bu hücrelere yapılan gen 

transfeksiyonlarından (gerek transient gerek stabil olsun) kaynaklanan protein 

ekspresyonları kontrolsüz olmaktadır.  BaĢka bir ifade ile transfekte edilen gen hücrede 

sanki bir “house-keeping” gen gibi sürekli olarak proteine çevrilir. Böyle bir yaklaĢımla 

yapılan deneylerden elde edilen sonuçlar hiçbir zaman hücre içerisindeki fizyolojik 

durumun temsilcisi olamamaktadır ve bu yöntemle elde edilen deneysel veriler 

yorumlanırken dikkatli olmak gerekmektedir. Örneğin stabil olarak transfekte edilmiĢ ve 

kontrolsüz olarak eksprese edilen bir proteinin hücrede endoplazmik retikulumda 
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toplanması proteinin hücrede lokalize olduğu bölgeyi gösterebileceği gibi proteinin aĢırı 

miktarda sentezlenip protein çökeltileri oluĢturmasından da kaynaklanabilmektadir. Bu 

nedenle protein ekspresyon çalıĢmalarında bahsedilen sorunlarla karĢılaĢmamak için daha 

önceden kontrollü gen ekspresyonu elde etmek için kullanılan TRex-plazmit sisteminden 

yararlanılmıĢtır (Ġnvitrogen,ABD). Bu sistem iki temel plazmid vektörü içermektedir 

(pCDNA6/TR ve pCDNA4/TO).  Bu plazmidlerden ilki (pCDNA6/TR) TetR adı verilen 

bir represör proteini kodlarken diğer vektör (pCDNA4/TO) ilgi duyulan genin klonlandığı 

vektör olmaktadır (Çizim 3.2). 

 

Çizim 3.2. TRex-gen ekspresyon sistemi (Invitrogen, USA) ve çalıĢma prensibi. 

 

 pCDNA6/TR üzerinden eksprese edilen Tet-R proteini ikinci vektör üzerinde 

bulunan TetR operatörünü bağlayarak gen ekspresyonunu durdurmaktadır. Ancak ortama 

tetrasiklin antibiyotiği eklendiği zaman, bu antibiyotik TetR proteinini bağlamakta ve TetR 

proteininin diğer vektör üzerindeki baskılayıcı özelliğini ortadan kaldırmaktadır. BaĢka bir 

ifadeyle; ikinci vektör üzerine klonlanan genin ekspresyonu tetiklenmekte ve gen hücre 

tarafından eksprese edilmektedir. (Çizim 3.3). 
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Çizim 3.3. Gen ekspresyonunun durdurulması. 

 

 Bu tezde kullanılan SH-SY5Y hücreleri TetR proteinini kodlayamadıklarından 

dolayı bu hücreler önceden TetR-içeren hücreler haline getirilmiĢtir. Bu nedenle SH-SY5Y 

hücrelerine pCDNA6/TR vektörü transfekte edilmiĢtir. Transfekte edilen hücrelerden 

pCDNA6/TR vektörünü alan ve genomuna entegre eden hücreler blastasidin varlığında 

seleksiyona tabi tutulmuĢtur. Daha sonra, yaklaĢık bir aylık bir seleksiyon döneminden 

sonra kültür tabakları üzerinde oluĢan koloniler tek tek koloni-yakalayıcı silindirler 

aracılığı ile seçilip yeni kültür tabaklarında büyümeye alınmıĢtır. Kültür tabaklarında        

% 70-80 yoğunluğa ulaĢan hücrelerden pasajlar yapılmıĢ, yapılan pasajlardan protein izole 

edilmiĢtir. Ardından, izole edilen proteinler anti-TetR antikoru kullanılarak Western blot 

analizine tabi tutulmuĢtur. Böylece Western blotlama sonucunda TetR-proteinini en yüksek 

seviyede eksprese eden SH-SY5Y hücre hattı önceden belirlenmiĢtir. 
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3.3.2. Yabanıl Tip ve Mutant Tip Parkin Proteinini Tetrasiklin Kontrolü Altında 

Eksprese Edilen Stabil Hücre Hatlarının OluĢturulması 

 

 TetR
+ 

hale getirilmiĢ olan SH-SY5Y hücreleri yabanıl ve mutant tip Parkin 

proteinlerini eksprese edebilen hücre hatları haline çevirilerek, yabanıl tip Parkin proteini 

pCDNA4/TO vektörüne klonlanmıĢtır. Bunun için kan örneklerinden RNA izolasyonu ve 

cDNA sentezi yapılmıĢtır. PARK2 geni, sentezlenen cDNA‟lar (uzun-PCR metodu ile) ve 

EcoRI-BamHI uçları taĢıyan primerler kullanılarak çoğaltılmıĢ ve dizilenmiĢtir. Dizi 

analizi sonrasında mutasyon olmadığından (yabani tip) emin olunan PCR ürününü EcoRI-

BamHI endonukleazları ile kesime tabi tutup aynı Ģekilde EcoRI-BamHI endonukleaz 

enzimleri ile kesilmiĢ olan pCDNA4/TO vektörüne ligasyon yapılarak yerleĢtirilmiĢtir. 

Sonrasında, E. coli  DH10B hücrelerine transformasyon yapılarak klonlar elde edilmiĢtir. 

Bu klonlardan biri seçilerek, klondan transfeksiyon kalitesinde plazmid elde edebilmek 

için endotoksin içermeyen plazmid izolasyonu yapılmıĢtır. Bu plazmitin 20 µg‟ı SH-SY5Y 

hücrelerine transfekte edilerek hücreler seleksiyona tabi tutulmuĢtur. 

 Seleksiyon süreci sonunda koloni oluĢturan hücreler Western blot metodu 

kullanılarak yabani tip Parkin ekspresyonu için taranmıĢtır. Ġndüksiyon sonrası en fazla 

miktarda Parkin sentezleyen hücre ise „SH-SY5Y WT Parkin‟ klonu olarak 

isimlendirilmiĢtir. Aynı iĢlemler tetrasiklin kontrolü altında mutant Parkin genini eksprese 

eden SH-SY5Y hücrelerini oluĢturabilmek için de tekrarlanmıĢtır (Kasap ve diğ. 2009; 

Özgül ve diğ. 2015). 

 

3.4. Fosfoproteomiks ÇalıĢması için Kalikulin A Muamelesi 

 

 Hücre kültüründe hücrelerin yoğunluğu ~ % 75‟e ulaĢtığında WT ve AE'nin 

ekspresyonlarının yapılabilmesi için hücre kültürüne tetrasiklin (Tet 1µl/1ml) eklenerek 

indüksiyon yapıldı. Daha sonra WT ve AE hücre hatları indüksiyon yapılmıĢlar “ ind ” 

(Tet-induced) ve indüksiyon yapılmamıĢlar “unind” (Tet-uninduced) olarak kendi 

içerisinde iki ayrı gruba ayrıldı (Çizim 3.4). 24 saat süren indüksiyon ve kültürden sonra 

hücreler besiyerini uzaklaĢtırmak amacıyla soğuk PBS ile 3 kez yıkandı. Ardından iki 

hücre hattınında ind ve unind gruplarına, serum içermeyen besiyeri içerisine 50 nM 
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serin/treonin fosfotaz inhibitörü olan Kalikulin A eklenip hücreler bu besiyeri ile 35 dakika 

normal kültür Ģartlarında inkübe edildi. Kalikulin A güçlü bir fosfataz inhibitörüdür. 

Serin/treonin protein fosfataz 1 (PP1) ve apoptozisin kontrolünde görev alan protein 

fosfataz 2A (PP2A) aktivitelerini  inhibe etmektedir. Bizim de Kalikulin A‟yı kullanma 

amacımız indüksiyon yapılmıĢ ve yapılmamıĢ olan her iki hücre hattındaki fosforile olan 

amino asitler arasındaki farklılıkları gözlemlemektir. 

 

 

Çizim 3.4. WT ve AE SH-SY5Y hücre hatlarına indüksiyon yapıldıktan sonra Kalikulin A 

eklenmesi. 
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 3.5. Protein Özütlerinin Hazırlanması 

 

3.5.1. SH-SY5Y Hücrelerinden Protein Özütlerinin Hazırlanması 

 

 Ökaryotik hücrelerden protein özütleri kimyasal ve fiziksel olmak üzere 

gerçekleĢtirilecek deneysel yaklaĢım doğrultusunda farklı metodlar ve tamponlar 

kullanılarak hazırlandı. Kimyasal parçalanma için 2D-Rehidrasyon örnek tamponu (8 M 

üre, % 2 (w/v) CHAPS, 50 mM DTT, % 0.2 3-10 ampholyte, % 0.001 bromfenol mavisi) 

kullanırken, fiziksel parçalanma için Blut Blander (Next Advance, ABD) cihazı ve 0.1 mm 

cam boncuklar (Glass Beads Next Advance, ABD) kullanıldı. 

 Ġstenilen yoğunluğa ulaĢan hücreler üç kez soğuk PBS ile yıkandıktan sonra, PBS 

varlığında hücre kazıyıcı (Scrapper, ABD) ile kültür kaplarından kaldırılan hücreler 1500 

xg‟de 10 dakika + 4°C‟de santrifüj edilerek yıkandı. Çöken hücrelere 1:3 oranında (v/w) 

2DE-Rehidrasyon tamponu, % 1 fosfataz inhibitör 2/3 kokteyl (Sigma Aldrich, ABD) ve 

hücre yoğunluğunun yarısı kadar 0.1 mm cam boncuk ilave edildi. KarıĢım vortex ile 

homojen hale getirilerek “safe-lock” tüpe (Eppendorf, ABD) alındı. Ardından hücreler Blut 

Blander ile sırasıyla hız kademesi 8'de 5 dakika ve hız kademesi 5'de 3 dakika + 4
o
C‟de 

fiziksel parçalamaya tabi tutuldu. Ardından 15000 xg‟de 15 dakika + 4 °C‟desantrifüj 

edildi. Sıvı fazda kalan protein özütü LoBind tüplerde (Eppendorf, ABD) düĢük 

hacimlerde bölünerek (alikotlar) sıvı azotda  dondurularak  - 80
o
C‟de saklandı. 

 

  3.5.2. Protein Konsantrasyonlarının Belirlenmesi 

  

 Protein miktarlarını ölçmek için Bradford Assay (Bradford, 1976) yöntemi kullanıldı. 

Ölçülecek protein özütünden 1 µl alınarak 19 µl standart tamponu ile karıĢtırıldı. KarıĢım 

üzerine 1ml 1X Bradford Reagent (Bio-Rad, ABD) eklenerek vortexlendi ve karanlıkta 5 

dakika inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyonun ardından örnekler Nanodrop (Thermo 

Scientific, ABD) ile 595 nm‟de ölçüldü. Örneklerin ölçülen protein konsantrasyonları daha 

önce 595 nm‟ye göre hazırlanmıĢ BSA standart eğrisi ile karĢılaĢtırılarak hesaplandı.Her 

örnek için ölçümler 3 defa tekrarlandı ve bu tekrarların ortalamalarından elde edilen 

sonuçlar protein örneklerinin konsantrasyonları olarak kabul edildi. 
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3.5.3. Proteinlerin Çöktürülmesi 

 

  Protein örneklerinin IPG striplerde iyi fokuslanabilmesi ve 2D jellerde daha iyi 

ayırıma tabi tutulabilmesi için tuzlardan, lipidlerden, deterjanlardan, nukleik asitlerden ve 

fenolik birleĢikler gibi kirleticilerden temizlenmesi gerekmektedir. Bu amaç için “BioRad 

ReadyPrep 2-D Clean-up Kit” i (Bio-Rad, ABD) kullanılarak proteinler çöktürüldü. 

Çöktürme iĢlemi kit protokolüne uygun olarak gerçekleĢtirildi, protokol Ģu Ģekilde 

özetlenebilir. Konsantrasyonu 1-500 μg arasında, final hacmi 100 μl olan protein örneğinin 

her biri 1.5 ml lik mikro santrifüj tüpe aktarıldı. Protein örneğine 300 μl çöktürme 

solüsyonu 1 eklendi, iyice vorteks yaparak 15 dk buzda bekletildi.  KarıĢımın üzerine 300 

μl çöktürme solüsyonu 2 eklendi, iyice vorteks yaparak 15 dk buzda bekletildi. Sıkı bir 

pellet oluĢturma amacıyla yüksek hızda  (> 12000 x g) 5 dk +4°C‟de santrifüj yapıldı. 

Santrifüj sonunda pelletler dağılmadan hemen buz üzerine  aktarıldı. Çöken proteinlerden 

sıvı kısım dikkatli bir Ģekilde ayrıldı. Ardından pelletin üstüne 40 μl yıkama reaksiyon 

solüsyonu 1 ekleyip yüksek hızda  (> 12000 x g) 5 dk +4°C da santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrası yıkama reaksiyon solüsyonu pipetle uzaklaĢtırıldı. 

 Pellet üstüne 25 μl ReadyPrep proteomik ultura saf su ekleyip, 10–20 saniye vorteks 

edildi. Ardından 1 ml yıkama reaksiyon solüsyonu 2 (önceden -20°C‟de bir saat 

bekletiliyor) ve 5 μl katkı solüsyonu eklenip, 1 dakika vorteks edildi. Tüpler -20°C‟de 30 

dakika inkübe edildi.  Ġnkübasyon sırasında 10 dakikadan bir 30 saniye vorteks yapıldı. 

Ġnkübasyon bitikten  sonra, tüpler yüksek hızda 5dakika santrifüj edildi. Sıvı kısmı dikkatli 

Ģekilde uzaklaĢtırıldı. Tüplerin kapağını 5 dk oda sıcaklığında açık bekleterek kurutuldu. 

Pellete 2-D rehidrasyon tamponu içerisinde çözülerek yüksek hızda oda sıcaklığında 5dk 

santrifüj edildi. Son olarak protein örnekleri temizlendikten sonra yeni tüpe aktarılıp 

kullanma amacıyla  -80°C da dondurup kaldırılırdı. 

 

3.5.4. Fosfoproteinlerin SaflaĢtırılması 

 Kompleks hücre lizatlarından fosforillenmiĢ proteinlerin özel olarak saflaĢtırılması 

için “PhosphoProtein Prufication Kit” i (QĠAGEN, Almanya) kullanıldı. Çizim 3.5‟de 

kısaca gösterildiği gibi fosforillenmiĢ olan proteinler, kolonda bulunan fosfoprotein 
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saflaĢtırma reçinesine karĢı yüksek Ģekilde bağlanırken, fosforile olmayan proteinler 

reçineye bağlanmaz ve bu nedenle kolonda tutulamayarak geçerler (flow-through). Kolona 

bağlı kalan fosfoproteinler ise uygun yıkamalar ile fraksiyonlar halinde toplanırlar. 

 

Çizim 3.5. Fosfoprotein saflaĢtırma prosedürü (PhosphoProtein Prufication Handbook   

QiaGen 2002). 

 

 Fosfoproteom çalıĢması için aynı Ģartlarda çoğaltılan hücrelerin besiyerleri 

uzaklaĢtırıldı ve kazıcı vasıtası ile  hücreler toplanıldı. 20 mM HEPES pH 7.4‟le  iki kez 

yıkandı. Yüksek hızda (> 15000 x g) 5 dk +4°C‟de santrifüj edildi. Santrifüj sonunda 

pelletler  dağılmadan hemen buz üzerine  aktarıldı. Çöken hücrelerden sıvı kısım dikkatli 

bir Ģekilde ayrıldı. Hafif pipetleme ile 10
7 

hücreye karĢılık olan hücre pelletinin üzerine 5 

ml Proteaz inhibitörleri ve Benzonaz Nükleaz içeren liziz tamponu eklendi. (CHAPS 

içeren Fosfoprotein liziz tamponundan 5 ml alıp bir adet fosfataz inhibitor tableti ve 10 μl 

Benzonaz stok solüsyonuna ilave edilip karıĢtırıldı.) Ardından  +4°C‟de 30 dk inkübe 

edildi  ve  her 10 dk‟da bir vorteks yapıldı. Ġnkübasyon sonrası hücre lizatı  10000 x g‟de  
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+4°C‟de 30 dk santrifüj edildi. Santrifüj sırasında fosfoprotein saflaĢtırma kolonu 

hazırlandı (Çizim3.6). Kolonun içerisindeki tampon dıĢarıya aktarıldı. Her bir kolon 4 

ml % 0.25 CHAPS içeren fosfoprotein liziz tamponu eklenerek yıkandı. (35 ml 

FosfoProtein Lizis Tamponu ve 75 μl CHAPS Stok Çözeltisine (% 10 [w/v]) 875 μl 

CHAPS Stok Çözeltisi (% 10 [w/v]) 3 ml FosfoProtein Elüsyon Tamponu ilave edilerek 

nihai bir konsantrasyon elde edildi. Her iki tamponda % 0.25 (w/v) CHAPS nihai bir 

konsantrasyon sağlandı.). Süpernatant toplandı ve protein konsantrasyonu ölçüldü. Bundan 

sonraki fosfoprotein saflaĢtırma çalıĢmaları oda sıcaklığında gerçekleĢtirildi (15-25°C). 

Protein lizatından 2.5 mg protein alınarak protein konsantrasyonu 0.1 mg / ml olacak 

Ģekilde % 0.25 CHAPS içeren fosfoprotein liziz tamponu ile dilüe edildi (son hacim 25 

ml). Protein konsantrasyonu kit için uygun hale getirilirken, fosfoprotein saflaĢtırma 

kolonu hazırlandı (Çizim3.6). Kolonun içerisinde bulunan tampon akıtıldı ve her bir 

kolona 4 ml % 0.25 CHAPS içeren fosfoprotein liziz tamponu eklenerek kolonlar yıkandı. 

Ġlk önce lizatın yarısı (12.5 ml) fosfoprotein saflaĢtırma kolonunun üst haznesine boĢaltıldı. 

Hemen hemen tüm lizat kolona girdiğinde, lizatın ikinci yarısını ekleyerek herhangi bir 

güç uygulanmaksızın kolondan geçirildi. Bu adım yaklaĢık 50 dakika sürmesi fosforile 

olmuĢ proteinlerin tam olarak bağlanması için yeterli süre sağlamaktadır. Kolondan akıp 

geçen ilk fraksiyon fosforile olmamıĢ proteinleri içermektedir (flow-through fraction). 

Tüm flow-through uzaklaĢtırmak için % 0.25 CHAPS içeren fosfoprotein liziz 

tamponundan 6 ml ekleyip kolon yıkandı. Kolona bağlanan fosfoproteinleri indirip 

toplamak için ise % 0.25 CHAPS içeren fosfoprotein elusiyon tamponundan 500 μl kolona 

eklendi. Elüsyon aĢaması 4 kez tekrarlanarak kolona bağlanan tüm fosforillenmiĢ 

proteinler toplanıldı. Elüsyonlar sonunda konsantrasyonu 5 ayrı fraksiyonda iyice dilüye 

olan fosfoproteinler birleĢtirildi ve cut-off limiti 5 kDa‟luk 3 ml'lik Stirred Cell (Amicon, 

Millipore, ABD) kullanılarak konsantre edildi ve örnekler toplanarak -80°C‟ye kaldırıldı 

(Çizim 3.7).  
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Çizim 3.6. Fosfoprotein saflaĢtırma kolonu                 Çizim 3.7. Örneklerin filtre edilmesi. 

                her bir örnek için hazırlandı. 

 

3.5.5. PeppermintStick Fosfoprotein Markörü 

 

 Bu tezde yapmıĢ olduğumuz Fosfoproteom çalıĢmalarının tamamında fosforile olmuĢ 

proteinlerin moleküler ağırlık standartlarını göstermek için PeppermintStick
 
Fosfoprotein 

(Molecular Probs, ABD) markörü kullanıldı. PeppermintStick fosfoprotein markörü Çizim 

3.8‟de gösterildiği gibi moleküler ağırlığı 14.400 ila 116.250 dalton arasında değiĢen, 

fosforile olan ve fosforile olmayan proteinlerin bir karıĢımıdır. Poliakrilamid jel 

elektroforezi ile ayırım yapıldığı zaman markörümüzde iki adet fosforile olan, dört adet ise 

fosforile olmayan protein bantı gözükmektedir. Bu markörün moleküler ağırlık olarak 

kullanılmasının yanı sıra fosforile olmuĢ proteinlerin tayin edilmesinde pozitif ve negatif 

kontrol olarak da kullanılmaktadır. 
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Çizim 3.8. PeppermintStic
 
Fosfoprotein Markörü; ProQ Diamond boyası ile boyandığında 

fosforile olmuĢ protein bandı gözükmektedir (Mavi bant). PeppermintStic
 
Fosfoprotein 

Markörü SYPRO Ruby boyasıyla boyandığında ise jeldeki tüm proteinlerin bandı 

gözükmektedir (Kırmızı bant). 

3.5.6. SDS-PAGE Protein Jel Elektroforezi 

 

  Proteinleri moleküler ağırlıklarına göre ayırmak için kesintili SDS poliakrilamid jel 

elektroforezi (SDS-PAGE) yöntemi kullanıldı. Yükleme ve ayırma jeli olmak üzere iki 

kısımdan oluĢan bu jel sistemi Çizelge 3.2‟de verilen kimyasallar kullanılarak hazırlandı. 

Çizelge 3.2.‟de verilenden farklı jel yüzdesi kullanılacak ise konsantrasyon hesaplanması 

için http://www.changbioscience.com/calculator/sdspc.htm web adresinden faydalanıldı. 

 

Çizelge 3.2. SDS-PAGE içeriği ve kullanılan kimyasalların oranları. 

Kullanılan Kimyasallar Ayırma Jeli (% 12) Yükleme Jeli ( % 4) 

dd H2O 3.3 ml 3 ml 

1.5 M Tris, pH 8.8 2.5 ml - 

0.5 M Tris pH 6.8 - 1.25 ml 

% 10 SDS 100 µl 50 µl 

% 30 Akrilamit/BisAk 4 ml 670 µl 

%10 APS 100 µl 50 µl 

TEMED 5 µl 5 µl  

Toplam 10 ml 5 ml 

  

http://www.changbioscience.com/calculator/sdspc.htm
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     Ayırma jeli 50 ml'lik Falcon tüp içerisinde hazırlandıktan sonra kendinden 1mm 

aralıklı (spacer) kalın ve ince camlar arasına döküldü ve üzerine nazikçe izopropanol (300 

µl) konularak jelinyüzeyinin düzleĢmesi sağlandı ayrıca hava ile olan teması da engellendi. 

Bu Ģekilde polimerizasyon hızlandırıldı ve aynı zamanda pürüzsüz bir yüzey elde edildi. 

Ayırma jeli polimerize olduktan sonra izopropanol döküldü ve jelin yüzeyi saf su ile 

yıkandı. Jel üzerinde cam plakalar arasında kalan su kurutma kağıdı yardımıyla tamamen 

uzaklaĢtırıldı. Yükleme jeli hazırlanarak polimerize olmuĢ ayırma jelinin üzerine döküldü 

ve cam plakalara uygun 1 mm geniĢliğindeki teflon tarak yerleĢtirildi. Yükleme jeli de 

polimerize olduktan jeller ya hemen kullanıldı ya da daha ileride kullanılmak üzere nemli 

kurutma kağıdı ile sarılarak +4°C'de saklanıldı. SDS jeller yürütüleceği zaman cam 

plakalar elektrotların bulunduğu Tetracell elektroforez (BioRad, USA) tanklarına 

yerleĢtirildi. Elektroforez tankları uygun seviyeye kadar 1X SDS-PAGE yürütme tamponu 

konularak yürümeye hazır hale getirildi. Yüklenmek istenen protein özütlerinin üzerlerine 

6X yükleme tamponundan (0.5 M Tris-HCl pH 6.8, Glycerol % 99.7), % 10 SDS, ß-

Mercaptoethanol, % 0.5 (w/v) Bromphenol blue, dH2O) 1X olacak Ģekilde eklenerek 

95ºC‟deki su banyosunda 4 dakika kaynatılarakproteinlerin ileri denatürasyonları sağlandı. 

Kaynatma süresi sonunda örnekler buza alındı ve kısa bir santrifüj sonrası mikropipet 

yardımıyla jel içerisindeki kuyucuklara yüklendi. Jel, 180V akım verilerek 60 dakika 

boyunca yürütüldü. Yürümesi tamamlanan jel camlar arasından çıkarılarak yapılacak 

çalıĢmaya göre ya % 40 metanol % 10 asetik asit fiksasyonu ardından boyandı ya da 

western blot için kullanıldı. 

 

3.5.7. Western Blotlama 

 Protein örnekleri SDS-PAGE ile moleküler ağırlıklarına göre ayrıldı ve nitroselüloz 

membrana transfer edilerek hedef protene özgü antikorlarla analiz edildi. Western transferi 

için yarı kuru sistem olan Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, ABD) cihazı 

kullanıldı. SDS-PAGE jeli cam plakalar arasından transfer tamponun içerisine alınarak 

yaklaĢık 10 dakika bekletildi. Bekleme esnasında nitroselüloz membran ve Whatman 

kağıtları da transfer tamponunda ıslatıldı. Süre sonunda transfer cihazının demir levhaları 

arasına alttan üste doğru sırasıyla 2 kat Whatman kağıdı, nitroselüloz membran, jel, 2 kat 

Whatman kağıdı olmak üzere (–) ve (+) kutuplara dikkat edilerek katmanlar halinde 
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yerleĢtirildi. Katlar arasında hava kabarcığı olmamasına dikkat edilerek 25 V sabit akımda 

30 dakika boyunca transfer gerçekleĢtirildi. Transferin ardından membran proteinleri 

boyayan Ponceau S boyası ile boyanarak western transferinin kalitesi kontrol edildi. 

Protein bantları gözlendikten sonra boya saf su ile yıkanarak uzaklaĢtırıldı ve membrane    

% 5 NFDM/TBS-T bloklama tamponu ile oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. 

Ġnkübasyon sonrası bloklama tamponu uzaklaĢtırılarak sırasıyla 15, 5, 5 dakika olmak 

üzere 3 kez TBS-T ile yıkandı. Üreticinin tavsiye ettiği dilüsyonda birincil (Çizelge 3.3) 

antikor TBS-T içerisinde hazırlandı ve membran bu tampon içerisinde +4ºC‟de gece boyu 

nazikçe çalkalanarak inkübe edildi. Ertesi gün önceki yapılan TBS-T ile yıkama iĢlemi 

tekrarlandı ve üreticinin tavsiye ettiği ikincil antikor TBS-T içerisinde seyreltildi ve 

membran bu tampon içerisinde 1 saat oda sıcaklığında inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrası 

yıkama iĢlemi tekrarlanarak bağlanmayan antikorlar uzaklaĢtırıldı. Görüntülemede yüksek 

duyarlılıkta sinyal üretebilen kemilüminesans (Biorad, ABD) kullanıldı. Kemilüminesans 

görüntüleme için Immun-Star HRP Peroxide çözeltisi ve Immun-Star HRP 

Luminol/Enhancer çözeltisi 1:1 oranında karıĢtırılarak membran yüzeyine konuldu ve 

yüzeyin tamamının çözelti karıĢımı ile temas etmesi sağlandı. Membran streç film arasına 

alınarak fazla sıvı peçete yardımı ile uzaklaĢtırıldı. Görüntüleme için hazırlanan membran 

Hypercasette (Amersham, Biosciences) içerisine sabitlendi. Karanlık odada membran 

üzerinde oluĢan ıĢımayı algılayabilecek yüksek duyarlıklı bir X-Ray filmi yerleĢtirildi. 

Sinyalin filmi yakması için 1-3 dakika beklendi. Bekleme süresi sonunda film membran 

üzerinden alınarak HyperFilm developer solüsyonunda 1 dakika yıkanarak oluĢan bantlar 

izlendi. Ardından saf su ile yıkandı ve HyperFilm fiksasyon solüsyonunda 1 dakika 

bekletilerek görüntü sabitlendi. Fiksasyon sonrası film saf su ile yıkanarak gözlenen 

bantlar analiz edildi.  
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Çizelge 3.3. Western Blot analizinde kullanılan primer (1°) ve sekonder (2°) antikorların 

listesi. 

1° Antikor 2° Antikor 

ß-Actin Mouse (Santa Cruz, 

ABD)  (1:1000) 

Goat IgG Anti-Mouse HRP Conjugate 

(Biorad, ABD)   (1:20000) 

Parkin (H-300): sc-30130 

(Santa Cruz, ABD)   (1:1000) 

Goat IgG Anti-Mouse HRP Conjugate 

(Biorad, ABD)   (1:20000) 

 

3.6. Kullanılan Proteomiks Yöntemler  

 

3.6.1. 2DE- Jel Elektroforezi 

 

Ökaryotik hücreler toplanıp protein özütleri hazırlandıktan sonra konsantrasyonu 

ölçülerek 2DE jel elektroforezi ile ayrıma tabi tutuldu. Örneklerin birinci boyuttaki 

ayırımları 11 cm‟lik pH 3-10 linear IPG stripler (pH 3-10 ReadyStrip, BioRad) 

kullanılarak yapıldı. Öncelikle her bir örnekten 250 µg protein alınarak toplam hacmi 200 

µl olacak Ģekilde üzerlerine 2DE rehidrasyon örnek tamponu eklendi. Ayrıca bu karıĢıma 

son konsantrasyonları % 1 TBP ve % 1 ampholyte striplerin pH aralığına uygun olarak 

(BioRad, ABD) eklenerek vortexlendi ve örneklerimiz birinci boyutta fokuslanmaya hazır 

hale getirildi. Örnekler fokuslama öncesi rehidrasyon için rehidrasyon traylerine konularak 

üzerlerine uygun stripler dikkatlice yerleĢtirildi. Rehidrasyon trayleri PROTEAN IEF 

(Biorad, ABD) cihazına yerleĢtirilerek 20ºC ısıda 30 dakika protein örneğinin strip 

tarafından emilmesi beklendi, ardından striplerin kurumasını ve örneğin buharlaĢmasını 

engellemek amacıyla 2-3 ml kadar mineral yağı striplerin üzerine eklendi ve gece boyu 

pasif rehidrasyona devem edildi. Rehidrasyonun ardından IPG stripler üzerlerinde kalan 

mineral yağ mümkün olduğunca uzaklaĢtırılarak fokuslama trayine alındı. Striplerin üstü 

yeniden mineral yağ ile kapatılarak izoelektrik fokuslamaya geçildi. PROTEAN IEF 

(BioRad, ABD) fokuslama cihazında IPG striplere adım adım artan voltaj programı 

uygulanarak 20C‟de odaklamaya tabi tutuldu. Odaklama için, üç adımlı; 250 V‟de 20 

dakika, 8000 V‟de 2 saat 30 dakika ve ardından 32000 Vhr programı kullanıldı. Fokuslama 

sonrasında stripler 2DE stripleri yıkama tamponu I (6 M üre, 0.375 M Tris.HCl pH 8.8, % 
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2 SDS, % 20 Gliserol, % 2 (w/v) DTT) ve 2DE stripleri yıkama tamponu II (6 M üre, 

0.375 M Tris.HCl pH 8.8, % 2 SDS, % 20 Gliserol, % 2.5 (w/v) iyodaasetamid) çözeltileri 

içerisinde 20‟Ģer dakika süreyle çalkalanarak yıkandı. Ġzoelektrik noktasına göre birinci 

boyutta ayrımları tamamlanan örneklerin ikinci boyuttaki ayrımları % 12 Bis-Tris precast 

jel (Biorad, ABD) kullanılarak gerçekleĢtirildi. FokuslanmıĢ IPG stripler jellere 

yerleĢtirildiler, Peppermintstick marker bir elektrowick'e emdirilerek uygun Ģekilde IPG 

striplerin yanına jeller içerisine yerleĢtirildi ve ardından MOPS buffer bulunan tanklarda 

elektroforeze tabi tutuldu.  

 

3.6.2. Fosfoproteinlerin ProQ Diamond ile Boyanması 

 

 Ġkinci boyutta ayrımdan sonra jeller özel boyama kaplarına alındı. Yalnızca fosforile 

olmuĢ proteinleri görüntüleyebilmek için jeller boyama detayları Çizelge 3.4‟te verildiği 

Ģekilde ProQ Dimond prosedürüne göre boyandı. Jellerin görüntülenmesi UV kaynağı 

kullanılarak VersaDoc MP4000 sistemi (BioRad, ABD) ile gerçekleĢtirildi. Ardından aynı 

jeller tüm proteinlerin görüntülenmesi amacı ile de detayları Çizelge 3.5‟te verilen Sypro 

Ruby ile boyandı. Fosfoproteinlerin ve total proteinlerin karĢılaĢtırmalı analizleri PDQuest 

Advanced programı kullanılarak yapıldı. Ġstatistiksel olarak anlamlı olan spotların kesimi 

Spot-cutter otomatize robotik sistemi (BioRad, ABD) ile gerçekleĢtirildi. 

 

Çizelge 3.4. Fosfoproteinlerin ProQ Diamond boyası ile boyanma prosedürü. 

ProQ Diamond 
Kullanılan Kimyasal 

Çözeltiler 
Tris-Glisin Jelleri Ġçin 

Adım 1: Fiksasyon 
% 50 Metanol 

% 10 Asetik Asit 

100 ml, 30 dakika 

100 ml, gece boyu 

Adım 2: Yıkama Ultra Saf Su 100 ml, 10 dakika 3 kez 

Adım 3: Boyama (karanlık) ProQ Diamond Boyası 60 ml, 60-90 dakika 

Adım4: Boyanın çıkarılması 

(karanlık) 

% 20 Asetonitril 

50 mM Sodyum Asetat pH 4 

80-100 ml, 30 dakika 3 

kez 

Adım 5: Yıkama (karanlık) Ultra Saf Su 100 ml, 5 dakika 2 kez 

 



51 

 

Çizelge 3.5. Sypro Ruby ile boyama prosedürü. 

SyroRuby Kullanılan 

Kimyasal Çözeltiler 

Tris-Glisin Jelleri 

Ġçin 

Adım:1 Fiksasiyon % 50 Metanol  

 % 7 Asetik Asit 

 Distile su ile 100 ml`e 

tamamla 30 dk 

Adım:2 Yıkama 100 ml distile su  3 kez 10 dk 

Adım:3 Boyama (karanlık) Sypro Ruby boyası 30 ml gece boyunca  

Adım:4 Boyanın çıkarılması 

(karanlık) 

% 10 Metanol   % 

7Asetik Asit 

 Distile su ile 100 ml`e 

tamamla 30 dk 

Adım:5 Yıkama (karanlık) 100 ml distile su  2 2 kez 5 dk 
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3.6.3. Jel Ġçindeki Proteinlerin Tripsin ile Kesimi (In-Gel Digestion) 

 

       SyproRuby boyası ile boyanmıĢ protein spotları, SDS jellerden Spot-cutter otomatize 

robotik sistem (BioRad, ABD) ile kesilerek 96 kuyucuklu kesim tabaklarına yerleĢtirildi. 

Protein spotları yani jel parçaları teker teker 96 kuyucuklu kesim tabaklarından alınarak 

0.5 ml‟lik mikrosantrifüj tüplerine alınarak,üreticinin tavsiye ettiği Ģekilde, In-gel Tryptic 

Digestion Kit (Thermo Scientfic, ABD) ile muamele edildi. Protein spotları 150 µl % 40 

asetonitril ve % 60 amonyum bikarbonat (50 mM pH 8.0) çözeltisi (yıkama tamponu) ile 

15 dakikalık periyotlarla yıkandı. Boya uzaklaĢtırıldıktan sonra spotlar üzerine 50 mM‟lik 

TCEP çözeltisi eklendi ve 60˚C‟de 10 dakika inkübe edilerek disülfid bağlarının kırılması 

sağlandı. Ardından çözelti pipet yardımıyla çekilerek atıldı ve bağların tekrar kurulmaması 

için oda sıcaklığında, karanlıkta 1 saat alkilleme reaksiyonu gerçekleĢtirildi. Alkilleme 

reaksiyonu için 10 mM‟lık  Ġyodo Asit Amit (IAA) kullanıldı. Bu iĢlemin ardından spotlar 

tekrar yıkama tamponu ile 15 dakika yıkandı. Ardından yıkama tamponu uzaklaĢtırıldı ve 

spotların üzerine asetonitril eklenerek 15 dakika boyunca dehidrasyon sağlandı. 

Dehidrasyonun sonunda asetonitril pipet yardımıyla uzaklaĢtırıldı ve spotların üzerine 10 

ng/µl olacak Ģekilde 25 µl tripsin solüsyonu eklenerek 37˚C‟de geceboyu kesim yapıldı. 

Ertesi sabah, kesim iĢleminin ardından, üst sıvılar temiz tüplere aktarıldı. Tüplerde kalan 

spotların üzerine % 10‟luk TFA çözeltisi eklenerek tüpteki sıvının tamamı kesim 

reaksiyonunun alındığı tüplerle birleĢtirildi. Peptit parçalarının bulunduğu kesim 

reaksiyonu speed-vakum (Eppendorf, Almanya) cihazı ile yaklaĢık 45 dakika 60˚C‟de 

2500xg hızda çevrilerek kurutuldu. 

 

3.6.4. Peptit Örneklerinin MALDI TOF/TOF Analizi için Hazırlanması 

 

  Speed vakum cihazından alınan peptit örneği % 0,1‟lik 10 µl TFA solüsyonu ile 

çözüldü. Peptit parçaları üreticinin tavsiye ettiği Ģekilde ZipTip kolonuna bağlandı. 

Protokol kısaca Ģu Ģekilde uygulanmıĢtır: Ġlk önce ZipTip kolonu 10 µl asetonitril ile 3 kez 

yıkanarak ıslatıldı. Ardından da 10 µl % 0.1 TFA solüsyonundan 3 kez geçirilerek peptit 

bağlanması öncesi kolon dengelendi. Dengeleme sonrası peptitlerin kolona bağlanması için 

örnekler ZipTip kolonundan yavaĢca 20 kez geçirildi. Bağlanma sonrası kolona 

bağlanmayan peptitleri uzaklaĢtırmak amacı ile 10 µl % 0.1 TFA ile kolon 3 kez aspire 
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edildi. Bağlanan peptitler 1.4 µl Matriks (α-Cyano-4hydroxycinnamic) solüsyonu 

kullanılarak indirilmiĢ edildi ve MALDI Plate‟e yerleĢtirildi. 

 

3.6.5. MALDI TOF/TOF Analizi 

 

 Ziptip sonrası MALDI plate‟e yerleĢtirilen örneklerin AbSciex 5800 MALDI-TOF-

TOF (MS/MS) cihazında analizleri yapıldı.  MALDI TOF/TOF bir kütle spektrometresi 

olup lazer ıĢığı kullanarak iyonize ettiği peptitleri vakumlu bir tüp içerisinde ayrıĢtırdıktan 

sonra kütle/yük (m/z) oranlarına ve peptitlerin amino asit dizilimlerine göre tanımlamaya 

yardımcı olmaktadır.  Cihazdan elde edilen verilerin online MASCOT data bankasından 

PROTEIN PILOT programı kulanılarak hangi proteine ait oldukları belirlendi. Elde edilen 

proteinler arasındaki biyolojik iliĢkiyi ortaya koymak ve iliĢkili yolakları belirlemek için 

ise STRING ve PANTHER programları kullanıldı. 

  MALDI kalibrasyonu olarak eksternal veya internal kalibrant kullanıldı ve her bir 

spektrum için ortalama 200 lazer vuruĢu kullanıldı. Elde edilen tüm spektralar (m/z), arama 

parametreleri; bir hatalı kesim bölgesi, fiksed modifikasyon olarak carbamidomethyl 

(cysteine), değiĢken modifikasyon olarak Met oksidasyonu, peptid yükü +1,  monoizotopik  

kütle değerleri, peptid kütle toleransı 50 ppm, fragment kütle toleransı 0.25 Da olarak 

belirlenerek MASCOT bilgi bankasında analiz edildi. 

 

3.6.6. Analizlerde Kullanılan Yazılımlar ve Veri Bankaları 

 

 PD Quest Advanced Programı (Bio-Rad, ABD) 

 Bu yazılım sayesinde jeller üzerinde hem fosfoprotein boyası ile boyanan 

fosfoproteinler  hem de total proteom boyası sonrası boyanan proteinler analiz edildi. Yine 

bu yazılım sayesinde yerleri belirlenen protein spotları otomatik spot kesici (BioRad) 

sayesinde otomatize olarak kesildi. 

 

 SwissProt (http://web.expasy.org/) 

 Bu data bankaları tanımlanan proteinlere ait fonksiyonel bilgilerin elde 

edilmesi,amacıyla kullanıldı. 

http://web.expasy.org/
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 Mascot Programı (www.matrixsciencce.com) 

 MALDI TOF/TOF analizi sonucu elde edilen peptidlere ait rakamsal  m/z oranlarını 

kullanarak protein tanımlamada kullanıldı. 

 

 STRING Analizi (http://string-db.org) 

 Tanımlanan proteinlerin birbirleri ile olan etkileĢimlerini ve hangi hücresel yolaklar 

içerisinde yer aldıklarını ortaya koymak için kullanıldı. 

 

 Panther (http://pantherdb.org/) 

 Tanımlanan proteinlere ait metabolik iĢlev, moleküler fonksiyon, KEGG analizi gibi 

biyolojik iĢlevlerine yönelik analizlerin yapılmasında kullanıldı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.matrixsciencce.com/
http://string-db.org/
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4. BULGULAR 

 

4.1. SH-SY5Y Hücre Hatlarından WT ve Mutant Parkin Ekspresyon Görüntülenmesi 

 

 Bu tez çalıĢmasında amacımız WT ve mutant tip  Parkin proteini ifade eden 

nöroblastoma hücrelerinde protein fosforilasyon seviyesinde meydana gelen değiĢimleri 

2D tabanlı proteomik yaklaĢımlar kullanarak saptayabilmektir. 

 Bu amaçla yaptığımız ilk deneyde laboratuvarımızda daha önce oluĢturulmuĢ SH-

SY5Y hücre hatlarının WT ve mutant Parkin ekspresyon kapasitelerini anti-Parkin antikoru 

ve WB yaklaĢımı kullanarak test edildi. Hücreler kültürde % 70 yoğunluğa geldikten sonra 

Tet ile 16 saat boyunca indüklendi. Ġndüksiyon sonrasında toplanılan hücrelerden Parkin 

ekspresyonunu gösterildi (Çizim 4.1).  

 

Çizim 4.1. WT ve mutant Parkin ekspresyon eden SH-SY5Y hücre hatlarının anti-Parkin 

antikoru ile WB analizleri. Anti-Aktin antikoru eĢit yüklemenin kontrolü olarak 

kullanılmıĢtır (kontrol). 

 

 Hücrelerin 16 saat Parkin ekspresyonu sonrasında hem WT ve hem de mutant Parkin 

proteinlerini beklenen seviyede eksprese ettikleri ve ekspresyonun hücrelerce sıkı kontrol 

altında tutulduğu görüldü. Bu sıkı kontrol bize fosfoproteom seviyesindeki değiĢikliklerin 

Parkin ekspresyonu sonrasında takip edilebileceğini gösterdi.  
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 Bu sonuçlardan sonra kültüre edilen hücrelerden hazırlanan protein özütleri ile SDS-

PAGE jel elektroforezi yapıldı. Elde edilen jeller protein fosforilasyon seviyesini 

görebilmek için ProQ Diamond fosfoprotein boyası ile boyandı. KarĢılaĢtırma amaçlı aynı 

jeller total protein boyası olan Sypro Ruby ile boyandı (Çizim 4.2).  ProQ Diamond ile 

boyanan jellerde normalizasyonu sağlayabilmek ve boyamanın doğru yapıldığından emin 

olabilmek için içeriğinde iki adet fosforillenmiĢ protein bulunan Peppermint Stick marker 

kullanıldı. ProQ Diamond ile boyanan jellerde Sypro Ruby ile boyanan jellere nispeten çok 

daha az sayıda protein bandı görüldü. Bu sonuç bize ProQ Diamond‟ın fosfoproteinleri 

seçici olarak boyadığını gösterdi. Bu bulgu deneyleri bir sonraki adıma taĢıma konusunda 

yeterli bir bulgudur.  

 

Çizim 4.2. Hücre kültüründen elde edilen proteinlerin fosforilasyon seviyesini görebilmek 

için SDS jeller ProQ Diamond fosfoprotein boyası ve bir de total protein boyası olan Sypro 

Ruby ile boyandı. 

 

 Bir sonraki adımda karĢılaĢtırmalı proteom analizine imkan veren 2D jel 

elektroforezi çalıĢmalarına baĢlanıldı. Ġlk yapılan deneylerde 11 cm‟lik pH3-10 pre-cast 

jeller (BioRad) kullanıldı. Yürütülen 2D jellerin ProQ Diamond ile boyamalarında  

istenilen çözünürlükte protein ayırımı gözlemlenemedi. Aynı jeller Sypro Ruby ile 

boyadığında ise çözünürlüğün çok daha iyi olduğu tespit edildi (Çizim 4.3). 
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Çizim 4.3. Yapılan ve iyi sonuç vermeyen ilk 2D jellere ait ProQ ve Sypro boyamaları. 

 

 Bu çözünürlük problemini aĢabilmek için hazır jeller yerine çözünürlüğü daha 

yüksek olduğu düĢünülen laboratuarımızda hazırladığımız 7 cm‟lik % 12‟lik SDS-PAGE 

jeller kullanıldı. Ancak bu denemeden elde edilen sonuçlar da çözünürlük açısından yeterli 

değildi.  

 2D jellerde çözünürlüğü arttırmak için protein özütlerinin temizlenmesi yolu  

denendi. Bu amaçla proteinler TCA-aseton çöktürmesine tabi tutuldular ve çöken 

proteinler doğrudan 2D jel rehidrasyon tamponunda çözülerek birinci ve ikinci boyutta 

ayrıĢtırıldılar (Çizim 4.4).   
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Çizim 4.4. TCA-aseton çöktürmesine ile elde edilen proteinlerin 2D jel elektroforezi. 

 

 2D jellerin çözünürlüğünde artıĢ görülmesi nedeni ile bundan sonraki 

karĢılaĢtırılmalı fosfoproteom analizlerinde proteinlerin önceden çöktürülerek 

hazırlanmasına ve 2D jellerde yürütülmesine karar verildi. 

 

4.2. WT Parkin ifadesi sonrası fosfoprotein profilindeki değiĢiklikler 

 

 Bu amaçla WT Parkin eksprese eden ve etmeyen hücrelerden elde edilen protein 

özütleri hazırlandı, proteinler çöktürülerek 2D jellerde yürütüldü. Jeller önce ProQ 

Diamond fosfoprotein boyası ile boyandı, jel görüntüleri kaydedildi ve sonrasında total 

protein boyası olan Sypro Ruby ile boyandı (Çizim 4.5).   
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Çizim 4.5. WT Tet indüksiyonu yapılmıĢ (ind) ve yapılmamıĢ (unind) hücrelerden elde edilen proteinlerin, ProQ ve Sypro boyaması yapılmıĢ 

2D jelleri. 
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         PDQuest Advance yazılımı kullanarak yapılan spot karĢılaĢtırması sonrasında 9 adet 

proteinin fosforilasyon seviyelerinde indüksiyon sonrası artıĢ olduğu görüldü. Bu 

regülasyon seviyeleri arasındaki farkın net bir Ģekilde gösterilebilmesi için bu spotlara ait 

ProQ Diamond boyamaları ile Sypro Ruby boyamaları karĢılaĢtırıldı. Regülasyonun 

olduğu ProQ boyamalarının total protein boyası olan Sypro Ruby‟de olmaması beklendi. 

Regülasyon gözlenen spotlar tek tek incelendiğinde değiĢimlerin sadece ProQ 

boyamalarında olduğu doğrulandı (Çizim 4.6).   

 

 

Çizim 4.6.  WT ind hücrelerinde ekspresyon seviyesinde artıĢ gözlenen protein spotlarının 

ProQ ve Sypro boyamalarının  yakın plan karĢılaĢtırılmaları. 

 WT Parkin indüksiyon sonrası artıĢ gözlenen spotlar jellerden kesildikten sonra 

MALDI TOF/TOF analizi ile tanımlandı (Çizelge 4.1. Çizim 4.7). 
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              Çizelge 4.1. WT Parkin indüksiyonu sonrası elde edilen fosfoproteinlerin MALDI TOF/TOF sonuçları. 

SSP 

No 

AC No Protein 

Adı 

Moleküler 

Ağırlığı 

(Da) 

MALDI 

Skoru 

Beklenme 

Skoru 

(Expectation) 

EĢleĢen 

Peptidler 

pI Dizi 

EĢeleĢmesi 

(%) 

Tanımı 

4606 P07900 HSP90AA1 84607 525 6.4e-049 42 4.94 43 
Heat shock protein HSP 

90-alpha 

5603 P08238 HSP90AB1 83212 337 4,00E-30 27 4,97 28 
Heat shock protein HSP 

90-beta  

5410 P68363 TUBA1B 50120 451 1.6e-041 23 4,94 39 Tubulin alpha-1B chain 

4407 P07437 TUBB 49639 623 1e-058 40 4,78 64 Tubulin beta chain 

2504 P49321 NASP 85186 224 8.1e-019 23 4,26 22 
Nuclear autoantigenic 

sperm protein 

2606 O15355 PPM1G 59235 125 6.4e-009 17 4,28 31 Protein phosphatase 1G 

6203 O14979 HNRPDL 46409 144 8,10E-11 14 9,59 19 
Heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein D-like 

2111 P62258 YWHAE 29155 313 1,00E-27 26 4,63 61 14-3-3 protein epsilon 

1109 P39687 ANP32A 28568 267 4,00E-23 17 3,99 38 

Acidic leucine-rich 

nuclear phosphoprotein 32 

family member A 

5510 P10809 HSPD1 61016 395 6.4e-036 20 5,7 33 
60 kDa heat shock protein, 

mitochondrial 
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 MALDI TOF/TOF tablosunda alınan sonuçlar (i) en iyi protein skoruna (ii) beklenti 

değerine (iii) eĢlenen peptid sayısına ve (iv) belirlenen protein dizi miktarına göre 

değerlendirildi. Bu değerlendirmeler ıĢığında tanımlanan tüm proteinlerin istatistiksel 

olarak anlamlı oldukları görüldü. Ayrıca tanımlanan proteinlere ait protein moleküler 

ağırlıkları jel üzerinde gözlemlenen protein ağırlıkları ile eĢleĢebildiği gözlendi.  

 

 

Çizim 4.7. WT ind hücrelerde tanımlanan spotların 2D jellerdeki konumları. 

  

 Tanımlanan proteinler için yapılan Swissprot/Uniprot veri bankası araĢtırmasında bu 

proteinlerden 10 tanesinin fosforilasyona uğradığının daha önce bilindiği  belirlendi 

(Çizelge 4.2)
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 Çizelge 4.2. WT Parkin indüksiyonu sonrası tanımlanan fosfoproteinlerin Uniprot veri 

bankasına göre  fosforilasyon yerleri. 

Tanımlanan 

proteinler 

UniProt 

No. 

PTM FosforillenmiĢ residüler ve yerleri 

HS90A P07900 Fosforilasyon Fosfotreonin 5,7. Fosfoserin 231, 252, 263, 476, 641. 

Fosfotirozin 313,492 

HS90B P08238 Fosforilasyon Fosfoserin 226, 255, 261, 307, 445, 452, 532, 

669,718. Fosfotreonin 297. Fosfotirozin 301, 305, 

484 

TBA1B P68363 Fosforilasyon Fosfoserin 48, 232, 439 

TBB5 P07437 Fosforilasyon Fosfoserin 40,172. Fosfotreonin 55,285,290 

NASP  P49321 Fosforilasyon Fosfotreonin 123, 170, 390, 464, 477, 490, 683. 

Fosfoserin 127, 176, 189, 191, 244, 299, 321, 397, 

408, 421, 451, 497, 503, 662, 705, 706, 726, 745, 

751, 756 

PPM1G O15355 Fosforilasyon Fosfotreonin 122.  Fosfoserin 183, 527 

HNRDL O14979 Fosforilasyon Fosfoserin 241 

YWHAE P62258 Fosforilasyon Fosfoserin 65, 131, 210. Fosfotreonin 137, 232  

ANP32 P39687 Fosforilasyon Fosfotreonin 15. Fosfoserin 17, 158 

HSPD1 P10809 Fosforilasyon Fosfoserin 67, 70, 410, 488.  Fosfotirozin 90 

 

4.3. Mutant Parkin Ġfadesi Sonrası Fosfoprotein Profilindeki DeğiĢiklikler 

   

 Bu amaçla mutant Parkin eksprese eden ve etmeyen hücrelerden elde edilen protein 

özütleri hazırlandı, proteinler çöktürülerek 2D jellerde yürütüldü. Jeller önce ProQ 

Diamond fosfoprotein boyası ile boyandı, jel görüntüleri kaydedildi ve sonrasında total 

protein boyası olan Sypro Ruby ile boyandı (Çizim 4.8).  
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Çizim 4.8. Mutant (AE) Tet indüksiyonu yapılmıĢ (ind) ve yapılmamıĢ (unind) hücrelerden elde edilen proteinlerin, ProQ ve Sypro boyaması 

yapılmıĢ 2D jelleri.
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 PDQuest Advance yazılımı kullanarak yapılan spot karĢılaĢtırması sonrasında 6 adet 

proteinin fosforilasyon seviyelerinde indüksiyon sonrası artıĢ olduğu görüldü. Bu 

regülasyon seviyeleri arasındaki farkın net bir Ģekilde gösterilebilmesi için bu spotlara ait 

ProQ Diamond boyamaları ile Sypro Ruby boyamaları karĢılaĢtırıldı, regülasyonun olduğu 

ProQ boyamalarının total protein boyası olan Sypro Ruby‟de olmaması beklendi. 

Regülasyon gözlenen spotlar tek tek incelendiğinde değiĢimlerin sadece ProQ 

boyamalarında olduğu doğrulandı (Çizim 4.9).  

 

 

Çizim 4.9. Mutant  ind hücrelerinde ekspresyon seviyesinde artıĢ gözlenen protein 

spotlarının ProQ ve Sypro boyamalarının  yakın plan karĢılaĢtırılmaları. 

 Ġndüksiyon sonrası artıĢ gözlenen spotlar jellerden kesildikten sonra MALDI 

TOF/TOF analizi ile tanımlandı (Çizim 4.10, Çizelge 4.3).  
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          Çizelge 4.3. Mutant Parkin indüksiyonu sonrası elde edilen fosfoproteinlerin MALDI TOF/TOF sonuçları. 

SSP 

No 

AC No Protein 

Adı 

Moleküler 

Ağırlığı 

(Da) 

MALDI 

Skoru 

Beklenme Skoru 

(Expectation) 

EĢleĢen 

Peptidler 

pI Dizi 

EĢeleĢmesi 

(%) 

Tanımı 

5509 P08107 HSPA1A 70009 641 1,60E-60 23 5,48 22 

Heat shock 70 

kDa protein 

1A/1B 

3410 P07237 P4HB 57081 735 6.4e-070 42 4,76 55 

Protein 

disulfide-

isomerase 

5308 P60709 ACTB 41710 396 5.1e-036 22 5,29 46 
Actin, 

cytoplasmic 1 

5309 P12277 CKB 42617 568 3.2e-053 34 5,34 59 
Creatine kinase 

B-type 

4309 P06748 NPM1 32555 235 6.4e-020 13 4,64 40 Nucleophosmin 

6406 P06733 ENO1 47139 369 2.6e-033 25 7,01 43 Alpha-enolase 
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Çizim 4.10. Mutant ind hücrelerde tanımlanan spotların 2D jellerdeki konumları. 

 

 Tanımlanan proteinler için yapılan Swissprot veri bankası araĢtırmasında bu 

proteinlerden 5 tanesinin fosforilasyona uğradığının daha önce bilindiği belirlenirken bir 

adet proteinin bu data bankasında fosforilasyonuna iliĢkin bilgi bulunmadığı belirlendi 

(ACTB) (Çizelge 4.4).   
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Çizelge 4.4. Tanımlanan fosfoproteinlerin Uniprot veri bankasına göre  fosforilasyon 

yerleri. 

Tanımlanan 

proteinler 

UniProt 

No. 

PTM FosforillenmiĢ residüler ve yerleri 

HSP71 P08107 Fosforilasyon Fosfoserin 631, 633. Fosfotreonin 636  

PDIA1 P07237 Fosforilasyon Fosfoserin 357 

ACTB P60709 - - 

CKB  P12277 Fosforilasyon Fosfoserin 4, 199, 309. Fosfotreonin 35, 322.      

Fosfotirozin 125 

NPM1  P06748 Fosforilasyon Fosfoserin 4, 10, 43, 70, 125, 137, 139, 227, 

242, 243, 254, 260. Fosfotreonin 75, 95, 199, 

237,279 

ENO1 P06733 Fosforilasyon Fosfoserin 27, 254, 272, 291. Fosfotirozin 44, 

287 

 

4.4. Fosfoproteinlerin ZenginleĢtirilmesi ve 2D Analizi 

 

 ProQ Diamond fosfoprotein boyası ile yapılan analizlerin yanılgı payının olması 

nedeni ile yukarıdaki deneylerin bulgularının doğrulanması gerekmektedir. Bu amaçla iki 

farklı yaklaĢım kullanılabilir. Bu yaklaĢımlardan birincisi immün-çöktürme metodu 

kullanılarak fosfoproteinlerin anti-serin, anti-treonin ve anti-tirozin antikorları ile 

çöktürülmesi ve çöken proteinlerin tanımlanmasıdır. Ancak bu yaklaĢımda çöktürme 

koĢullarına bağlı olarak (kullanılan tween20 konsantrasyonu gibi) özgün olmayan 

proteinlerin tanımlanması yüksek olasılıktadır. Ġkinci yaklaĢım ise fosfoproteinlerin 

titanium dioxide (TiO2) kolon kullanılarak zenginleĢtirilmesi ve kolondan indirilen 

(indirilmiĢe) fosfoproteinlerin tanımlanmasıdır. Bu tez kapsamında kolon zenginleĢtirme 

metodu kullanılmıĢ, zenginleĢtirilen fosfoproteinler iki boyutlu jel üzerinde ayırıma tabi 

tutulmuĢ, jeller ProQ Diamond boyası ile boyanarak fosfoproteinler görünür hale 

getirilmiĢtir (Çizim 4.11).  
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Çizim 4.11.  Fossfoprotein zenginleĢtirmesi sonrası elde edilen fraksiyonlara ait 2D jellerin ProQ ve Sypro boyamaları. 
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 Çizim 4.11‟de de görüleceği üzere, kolona bağlanmayan (flow-through) ile yapılan 

2D jeller ProQ ile boyandığında herhangi bir fosfoprotein spotu gözükmemekte, bunun 

aksine kolona bağlanıp da kolondan indirilen (elüsyon) fosfoproteinler ise ProQ boyası ile 

görünür hale gelmektedir. Aynı jellerin kontrol amaçlı Sypro boyası ile boyanması 

sonrasında her iki jelde de total protein spotları görünür hale gelmiĢtir. 

 Beklentimiz kolondan indirilen proteinler arasında daha önce karĢılaĢtırmalı proteom 

analizinde tanımladığımız ve fosfoprotein olarak düĢündüğümüz proteinlerin bulunması 

yönündedir. Bu amaçla kolondan indirilen fosfoproteinler ile yapılan jelden 34 protein 

spotu kesildi ve bunlar MALDI TOF/TOF ile tanımlandı (Çizelge 4.5, Çizim 4.12).  
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Çizelge 4.5. Fosfoprotein zenginleĢtirme kolonu kullanılarak elde edilen fosfoproteinlerin MALDI TOF/TOF analizi sonuçları. 

AC No Protein 

Adı 

Moleküler 

Ağırlığı 

(Da) 

MALDI 

Skoru 

Beklenme 

Skoru 

(Expectation) 

EĢleĢen 

Peptidler 

pI Dizi 

EĢleĢmesi 

(%) 

Tanımı 

Q92688 ANP22B 28770 21 1.70E+02 5 3.94 8% 
Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 

32 family member B 

 P04264 KRT1 65999 109 2.60E-07 19 8.15 30% Keratin, type II cytoskeletal 1 

 P39687 
ANP32B 

28568 45 0.58 10 3.99 28% Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 

32 family member A 

Q9H1K1 
ISCU 

17926 29 27 7 9.54 53% Iron-sulfur cluster assembly enzyme ISCU, 

mitochondrial 

Q9P291 
ARMCX1 

49150 30 23 10 9.32 21% Armadillo repeat-containing X-linked 

protein 1 

 P04264 KRT1 65999 91 1.60E-05 18 8.15 36% Keratin, type II cytoskeletal 1 

 P13645 KRT10 58792 60 0.018 17 5.13 20% Keratin, type I cytoskeletal 10 

Q9Y6G9 
DYNC1LI1 

56544 19 2.40E+02 6 6.01 12% Cytoplasmic dynein 1 light intermediate 

chain 1 

 O00264 
PGRMC1 

21658 74 0.00088 10 4.56 29% Membrane-associated progesterone 

receptor component 1 
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P24534 EEF1B2 24748 231 1.6e-019 16 4.5 29% Elongation factor 1-beta 

Q13765 
NACA 

23370 149 2.60E-11 10 4.52 28% Nascent polypeptide-associated complex 

subunit alpha 

P06748 NPM1 32555 267 4.00E-23 24 4.64 44% Nucleophosmin 

 O95400 
CD2BP2 

37623 55 0.06 7 4.49 15% CD2 antigen cytoplasmic tail-binding 

protein 2 

P49321 NASP 85186 116 5.10E-13 22 4.26 22% Nuclear autoantigenic sperm protein 

Q13610 PWP1 55793 102 1.30E-06 22 4.6 24% Periodic tryptophan protein 1 homolog 

 P14314 PRKCSH 59388 278 3.20E-24 30 4.33 32% Glucosidase 2 subunit beta 

 P29692 EEF1D 31103 349 2.60E-31 25 4.9 39% Elongation factor 1-delta 

Q9H1K1 
ISCU 

17926 20 2.20E+02 4 9.54 13% Iron-sulfur cluster assembly enzyme ISCU, 

mitochondrial 

 P07910 
HNRNPC 

33650 275 6.40E-24 22 4.95 42% Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins 

C1/C2 

 P07910 
HNRNPC 

33650 292 1.30E-25 28 4.95 37% Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins 

C1/C2 

 P68363 TUBA1B 50120 406 5.10E-37 35 4.94 50% Tubulin alpha-1B chain 

 P08238 HSP90AB1 83212 537 4.00E-50 41 4.97 45% Heat shock protein HSP 90-beta 
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 Q00839 HNRNPU 90528 237 4.00E-20 25 5.76 17% Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 

 P33316 
DUT 

26690 52 0.14 12 9.65 34% Deoxyuridine 5'-triphosphate 

nucleotidohydrolase, mitochondrial 

 P23528 CFL1 18491 63 0.0093 12 8.22 43% Cofilin-1 

 P10644 
PRAR1A 

42955 112 1.30E-07 16 5.27 27% cAMP-dependent protein kinase type I-

alpha regulatory subunit 

 P20042 
EIF2S2 

38364 257 4e-022 30 5.6 43% Eukaryotic translation initiation factor 2 

subunit 2 

 P61978 HNRNPK 50944 364 8.10E-33 34 5.39 46% Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 

 P61978 HNRNPK 50944 282 1.3e-024 24 5.39 38% Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 

Q9BWF3 RBM4 40289 344 8.10E-31 30 6.61 51% RNA-binding protein 4 

Q9UQ80 PA2G4 43759 121 1.6e-008 18 6.13 19% Proliferation-associated protein 2G4 

 Q14103 
HNRNPD 

38410 140 2.00E-10 21 7.62 28% Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 

D0 

P25789 PSMA4 29465 297 4.00E-26 19 7.57 53% Proteasome subunit alpha type-4 

 Q14103 
HNRNPD 

38410 106 5.1e-007  18 7.62 29% Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 

D0 
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Çizim 4.12. Fosfoprotein zenginleĢtirme kolonu kullanılarak elde edilen fosfoproteinlerin 

tanımlama sonrası 2D jel üzerindeki konumları. 

         Tanımlanan proteinler için yapılan Swissprot veri bankası araĢtırmasında, bu 

proteinlerden 27 tanesinin fosforilasyona uğradığı görüldü. Bunların arasından dört tanesi 

(NASP, HSP90, HNRPD, NPM) karĢılaĢtırmalı fosfoprotein analizinde tanımladığımız 

proteinler arasında bulunmaktadır. Dolayısıyla bu deney sonucu bize karĢılaĢtırmalı 

fosfoprotein analizlerinin güvenilir olduğuna iĢaret etmektedir (Çizelge 4.6). Ġki adet 

proteinin ise bu data bankasında fosforilasyonuna iliĢkin bir bilgi yoktur.   

 

Çizelge 4.6. ZenginleĢtirme sonrası elde edilen fosfoproteinlerin Uniprot veri bankasına 

göre fosforilasyonların yerleri. 

Tanımlanan 

proteinler 

UniProt 

No. 

PTM FosforillenmiĢ residüler ve yerleri 

ANP22B Q92688 Fosforilasyon Fosfoserin 158. Fosfotreonin 244 

KRT1 P04264 Fosforilasyon Fosfoserin 18, 21, 66, 344 
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ANP32B P39687 Fosforilasyon Fosfotreonin 15. Fosfoserin 17, 158 

ISCU Q9H1K1 - - 

ARMCX1 Q9P291 - - 

KRT1 P04264 Fosforilasyon Fosfoserin 18, 21, 66, 344 

KRT10 P13645 Fosforilasyon Fosfoserin 14, 16, 42, 53,56,170 

DYNC1LI1 Q9Y6G9 Fosforilasyon Fosfoserin 07, 398, 405, 412, 419, 421, 427, 487, 510, 516. 

Fosfotreonin 213, 408, 512, 513, 515 

PGRMC1 O00264 Fosforilasyon Fosfoserin 54, 57, 181. Fosfortreonin 74 

EEF1B2 P24534 Fosforilasyon Fosfoserin 8,42,95, 106, 174. Fosfotreonin 88, 93 

NACA Q13765 Fosforilasyon Fosfoserin 43, 132, 166, 186, 191,203. Fosfotreonin 159, 161 

NPM1 P06748 Fosforilasyon Fosfoserin 4, 10, 43, 70, 125, 137,139, 227, 242, 243, 260. 

Fosfotreonin 75, 95, 199, 219, 234, 237, 279 

CD2BP2 O95400 Fosforilasyon Fosfoserin 46, 49, 188, 194, 195 

NASP P49321 Fosforilasyon Fosfotreonin 123, 170, 390, 464, 477, 490, 683. Fosfoserin 127, 

176, 189, 191, 244, 299, 321, 397, 408, 421, 451, 497, 503, 662, 

705, 706, 726, 745, 751, 756 

PWP1 Q13610 Fosforilasyon Fosfoserin 50, 57, 59, 485, 494. Fosfotreonin 21, 55, 86 

PRKCSH P14314 Fosforilasyon Fosfoserin 24, 89, 168,383, 390, 434 

EEF1D P29692 Fosforilasyon Fosfoserin 37, 44, 60, 86, 106, 119, 133, 162. Fosfotreonin 73, 

129, 147 

ISCU Q9H1K1 -   - 

HNRNPC P07910 Fosforilasyon Fosfoserin 113, 115, 121, 162, 166, 233, 238, 239, 241, 253, 

260, 299, 306. Fosfotreonin 109 

HNRNPC P07910 Fosforilasyon Fosfoserin 113, 115, 121, 162, 166, 233, 238, 239, 241, 253, 

260, 299, 306. Fosfotreonin 109 

TUBA1B P68363 Fosforilasyon Fosfoserin 48, 232, 439 

HSP90AB1 P08238 Fosforilasyon Fosfoserin 246, 255, 261, 307, 445, 452, 669, 718 Fosfotreonin 

297, 479. Fosfotirozin 301, 305, 484 

HNRNPU Q00839 Fosforilasyon Fosfoserin 59, 66, 267, 271. Fosfotreonin 286, 532, 582 
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DUT P33316 Fosforilasyon Fosfoserin 88, 99 

CFL1 P23528 Fosforilasyon Fosfoserin 3, 8, 156. Fosfotreonin 25. Fosfotirozin 68, 140 

PRAR1A P10644 Fosforilasyon Fosfoserin 3, 77, 83, 101, 258. Fosfotreonin 75 

EIF2S2 P20042 Fosforilasyon Fosfoserin 2, 13, 67, 105, 158, 218. Fosfotreonin 31, 36, 111 

HNRNPK P61978 Fosforilasyon Fosfoserin 36, 75, 116, 214, 216, 284, 379, 420.  Fosfotreoin 39. 

Fosfotirozin380 

HNRNPK P61978 Fosforilasyon Fosfoserin 36, 75, 116, 214, 216, 284, 379, 420,  Fosfotreoin 39. 

Fosfotirozin380 

RBM4 Q9BWF3 Fosforilasyon Fosfoserin 86, 309 

PA2G4 Q9UQ80 Fosforilasyon Fosfoserin 2, 335, 361. Fosfotreonin 366, 386 

HNRNPD Q14103 Fosforilasyon Fosfoserin 71, 80, 82, 83, 190, 271. Fosfotreonin 91, 127, 193 

PSMA4 P25789 Fosforilasyon Fosfoserin 13, 75, 173 

HNRNPD Q14103 Fosforilasyon Fosfoserin 71, 80, 82, 83, 190, 271. Fosfotreonin 91, 127, 193 

Not: Tanımlanan protenilerden iki tanesinin (-) fosforilasyonuna iliĢkin bir bilgi data bankasında yoktur.   

 

 

4.5. WT ve Mutant Parkin Ġndüksiyonu Sonrası ArtıĢ Gözlenen Fosfoproteinlerin 

Yolak Analizleri için STRING Programının Kullanılması.  

 

 WT Parkin indüksiyonu sonrasında  ekspresyonunda artıĢ bulunan 9 fosfoprotein 

kendi içlerinde STRING analizine tabi tutulduklarında HSP90AA1, HSP90AB1, 

TUBA1B, TUBB ve HSPD1 proteinleri arasında bir etkileĢim olduğu ortaya çıkmıĢtır 

(Çizim 4.13.A ). Parkin ve PINK1 ile olan iliĢkinin de ortaya konulması amacı ile analize 

dıĢarıdan bu iki protein de dahil edilmiĢ ve analiz tekrarlanmıĢtır. Parkin ve PINK1‟inde 

bir önceki STRING analizinde iliĢki içerisinde olan proteinler ile aynı gruba dahil olduğu 

ortaya çıkmıĢtır (Çizim 4.13.B). Yapılan bir diğer analiz ise, bizim tanımladığımız 

proteinler arasında olmayan, fakat aynı hücresel yolaklarda bulunabilecek diğer proteinleri 

de STRING analizine eklemek olmuĢtur, bunun için etkileĢim sayısı arttırılmıĢ ve analiz 

tekrarlanmıĢtır. EtkileĢim sayısı arttırıldığında tanımlanan proteinlerden NASP ve 

PPM1G‟nin de oluĢan yeni etkileĢim ağının içerisinde yer aldığı görülmüĢ ve daha geniĢ 

bir hücresel yolak ortaya çıkmıĢtır (Çizim 4.13.C). 
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Çizim 4.13. WT Parkin indüksiyonu sonrasında artmıĢ bulunan 9 fosfoproteinin  STRING 

analizi. 

 

 Mutant Parkin indüksiyonu sonrasında artmıĢ bulunan 6 fosfoprotein kendi içlerinde 

STRING analizine tabi tutulduklarında ise HSPA1A, P4HB, ACTB, ENO1 ve CKB 

proteinleri arasında bir etkileĢim oluĢtuğu ve NPM1‟in bu grupta yer almadığı gözlenmiĢtir 

(Çizim 4.14.A). Parkin ve PINK1 ile olan iliĢkinin de ortaya konulması amacı ile analize 
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dıĢarıdan bu iki protein de dahil edilmiĢ ve analiz tekrarlanmıĢtır. Parkin ve PINK1‟nında 

daha önce iliĢki içerisinde olan proteinler ile aynı gruba dahil olmadığı bunun yerine 

NPM1 ile iliĢkiye geçtiği analiz sonucu ortaya çıkmıĢtır (Çizim 4.14.B). Yapılan bir 

sonraki analiz yine, bizim tanımladığımız proteinler arasında olmayan fakat aynı hücresel 

yolaklarda bulunabilecek diğer proteinleri de STRING analizine eklemek olmuĢtur. Bunun 

için etkileĢim sayısı arttırılmıĢ ve analiz tekrarlanmıĢtır. EtkileĢim sayısı arttırıldığında 

tanımlanan proteinlerden hepsinin de oluĢan ağın içerisinde yer aldığı görülmüĢ ve daha 

geniĢ bir hücresel yolak ortaya çıkmıĢtır (Çizim 4.14.C). 

 

 

Çizim 4.14 Mutant Parkin indüksiyonu sonrasında artmıĢ bulunan 6 fosfoproteinin  

STRING analizi. 
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4.6. WT Parkin ve Mutant Parkin Ġfadesi Sonrası Tanımlanan Proteinlerin 

ArttırılmıĢ EtkileĢim Ağı Sonrası Yapılan PANTHER Analizi. 

 

 WT Parkin ifadesi sonrası tanımlanan proteinlerin etkileĢim ağı sonrası yapılan  

PANTHER analizinden elde edilen sonuçlar Çizelge 4.7'de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.7. WT Parkin indüksiyonu yapılan hücrelere ait PANTHER analizi tablosu.  

BĠYOLOJĠK ĠġLEV  

Yolak ID Yolak Tanımı Gözlenen gen sayısı FD oranı 

GO.0009408 Isı stresine cevap 6 4,00E-05 

GO.1901215 Nöron ölümünün negatif regülasyonu 6 4,00E-05 

GO.1902176 Oksidatif stres indüklenmiĢ apoptosisin regülasyonu  4 4,00E-05 

GO.1903377 Oksidatif stres indüklenmiĢ nöronal apoptosisin regülasyonu 3 4,00E-05 

GO.0006457 Protein katlanması 6 7.66e-05 

MOLEKÜLER FONKSĠYON 

Yolak ID Yolak Tanımı Gözlenen gen sayısı FD oranı 

GO.0051087 ġaperon bağlama 5 1.6e-05 

GO.0019899 Enzim bağlama 11 2.95e-05 

GO.0030235 Nitrik oksit sentaz regülatör aktivite 3 2.95e-05 

GO.0031625 Ubikuitin protein ligaz bağlama 6 5.83e-05 

GO.0023026 MHC sınıf II protein kompleks bağlama 3 0.000104 

HÜCRESEL BĠLEġEN 

Yolak ID Yolak Tanımı Gözlenen gen sayısı FD oranı 

GO.0043209 Myelin kılıf 5 0.000938 

GO.0005829 Sitozol 13 0.00154 

GO.0097413 Lewy cisimciği 2 0.00361 

GO.0042995 Hücre projeksiyonu 9 0.00614 

GO.0016234 Ġnklüzyon cisimciği 3 0.0102 

KEGG YOLAĞI 

Yolak ID Yolak Tanımı Gözlenen gen sayısı FD oranı 

5215 Prostat kanser 4 0.00055 

4151 PI3K-Akt sinyal yolağı 5 0.00207 

4621 NOD-like reseptör sinyal yolağı 3 0.00207 

5200 Kanser sinyal yolağı  5 0.00207 

4914 Progesteron  yardımıyla oosit olgunlaĢması 3 0.00465 
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 Mutant parkin ifadesi sonrası tanımlanan proteinlerin artırılmıĢ etkileĢim ağı sonrası 

yapılan PANTHER analizinden elde edilen sonuçlar Çizelge 4.8'de verilmiĢtir.  

 

Çizelge 4.8. Mutant Parkin indüksiyonu yapılan hücrelere ait PANTHER analizi tablosu.  

BĠYOLOJĠK ĠġLEV  

Yolak ID Yolak Tanımı Gözlenen gen sayısı FD oranı 

GO.0042417 Dopamin metabolik  iĢleyiĢi 4 7.23e-05 

GO.1900407 Oksidatif stresse hücre yanıtının düzenlenmesi 4 0.00047 

GO.0031647 Protein stabilitesinin düzenlenmesi 5 0.000667 

GO.0042053 Dopamin metabolik iĢleyiĢinin düzenlenmesi 3 0.000667 

GO.1903322 

Küçük moleküller tarafından protein modifikasyonunun 

düzenlenmesi 5 0.000667 

MOLEKÜLER FONKSĠYON 

  Yolak ID Yolak Tanımı Gözlenen gen sayısı FD oranı 

GO.0019899 Enzim bağlama 11 3.9e-06 

GO.0031625 Ubikuitin ligaz bağlama 6 2.5e-05 

GO.0005515 Protein bağlama 15 2.74e-05 

GO.0042802 Benzer protein bağlama 8 0.000342 

GO.0055106 Ubikuitin-protein transfer düzenleyici aktivite 2 0.00933 

HÜCRESEL BĠLEġEN 

Yolak ID Yolak Tanımı Gözlenen gen sayısı FD oranı 

GO.0097413 Lewy cisimciği 2 0.00453 

GO.1902494 Katalitik kompleks 7 0.00453 

GO.0030529 Ribonükleoprotein kompleks 6 0.00521 

GO.0000785 Kromatin 5 0.00527 

GO.0016234 Ġnklüzyon cisimciği 3 0.00527 

KEGG YOLAĞI 

Yolak ID Yolak Tanımı Gözlenen gen sayısı FD oranı 

5012 Parkinson Hastalığı 6 4.4e-07 

4141 ER‟da protein iĢlenmesi 4 0.00153 
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5. TARTIġMA 

 

 Ubikitinlenme proteinlerin proteozomlarda parçalanması için kullanılan bir 

iĢaretleyici olarak görev yapmaktadır. Detayları bilinen bu görevinin yanında 

ubikitinlenme sinyal iletimi, enzimatik aktivasyon, endositoz, protein trafiği ve DNA 

tamiri gibi protein parçalanması ile iliĢkisi olmayan metabolik proseslerde rol aldığı da 

bilinmektedir (Fujiwara ve diğ. 2008; Kao 2009). Parkin proteininin ubikitinlenme 

olayındaki rolü iyi bilinmektedir. Geçtiğimiz birkaç yıl içerisinde ubikitinlenme ile 

fosforilasyon arasındaki çapraz iletiĢim araĢtırılmaya baĢlanmıĢ ve bu iki metabolik olayın 

ökaryotlarda sinyal metabolizmasındaki ana olayları yönlendirdiği görülmüĢtür. Bu tez 

çalıĢmasında yapılan deneyler, Parkin tarafından indüklenmiĢ ubikitinlenme sonrası total 

fosfoproteomda meydana gelebilecek değiĢiklikleri anlamak amacıyla yapılmıĢtır. Bu 

çalıĢmada Parkin proteinleri ekspresyonları sonrası fosforilasyon durumlarında değiĢiklik 

olan çözünür proteinler tanımlanmıĢtır. Aslında tanımlanan bu proteinlerin statülerindeki 

bu değiĢikliklerin WB gibi bir metod ile doğrulanmaları gerekmektedir. Ancak bu 

proteinlere karĢı geliĢtirilmiĢ anti-fosfo antikorları olmadığı için bu deneyler bu tez 

kapsamında yapılamamıĢtır. Bu nedenle alternatif bir strateji olarak fosfoprotein 

zenginleĢtirme yaklaĢımı kullanılmıĢ ve bazı proteinlerin fosforilasyon seviyesindeki 

değiĢiklikleri burada da gösterilmiĢtir.  

 PANTHER analizine göre WT Parkin indüksiyonu sonrası fosforile olan proteinler 

biyolojik iĢlev ve moleküler fonksiyon olarak strese karĢı oluĢturulan mekanizmaları iĢaret 

etmektedir. Hücresel bileĢen olarak ise sinir hücrelerinde bulunan myelin kılıf ile alakalı 

proteinler ağırlık kazanmaktadır. Yapılan KEGG analizi ise prostat kanseri ve PI3K-AKT 

sinyal yolağını göstermekte olup kanser oluĢum mekanizmasına ait yolakların ağırlıkta 

olduğunu bizlere göstermektedir (Çizelge 4.7). 

 Ġlginç olarak mutant Parkin indüksiyonu sonrasında tanımlanan fosforile proteinlerin 

geniĢletilmiĢ PANTHER analizi sonrasında biyolojik iĢlev olarak dopamin metabolik 

iĢlevi, moleküler fonksiyon olarak enzim bağlama ve ubikitinlenme, hücresel iĢlev olarak 

Lewy cisimciği ve KEGG analizinde ise Parkinson hastalığı ve endoplazmik retikulumda 

protein iĢlenmesi çıkmıĢtır (Çizelge 4.8). 
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 WT Parkin indüklenmiĢ hücrelerden elde edilen sonuçlarda ifade artıĢı gördüğümüz 

HSP90AA1 ve HSP90AB1 proteinleri, hücre döngüsünü ve sinyal iletimini kontrol eden 

proteinlerin olgunlaĢmalarında, yapısal bütünlüklerinin korunmasında ve aktivitelerinin 

düzenlenmesinde rol oynarlar. ÇalıĢmamızda fosforile olduğunu bulduğumuz  

HSP90AA1‟nin  (HSP90α), özellikle DNA hasarı sonrasında fosforile olduğu ve DNA çift 

iplik kırıklarının bulunduğu bölgede oluĢan tamir kompleksi içerisinde fosforillenmiĢ halde 

bulunduğu yapılan çalıĢmalar ile gösterilmiĢtir (Quanz ve diğ. 2012). Ayrıca HSP90α 

fosforilasyonun DNA hasarı sonrası DNA-bağımlı protein kinaz (DNA-PK) tarafından 

fosforile edildiği ve hasar bölgesine ko-lokalize oldukları bir diğer çalıĢmada ortaya 

konulmuĢtur (Solier ve diğ. 2012). 

 TUBA1B ve TUBB mikrotübüllerin temel yapıtaĢlarındandır. Ġki molekül GTP‟yi 

bağlarlar. Yapılan çalıĢmalar pek çok fosforilasyonunu ortaya koymuĢtur. Ren ve ark., 

yapmıĢ olduğu bir çalıĢmada ise Parkin'in α/β Tubülin‟i bağladığı ve bu proteinin 

ubikitinlenmenin ve degredasyonunu arttırdığını ortaya koymuĢtur (Ren ve diğ. 2003). 

Bizim bulgularımızda da bu iki proteinin fosforilasyonlarının WT Parkin indüklenmiĢ 

hücrelerde arttığı ortaya konulmuĢtur. 

 Nüklear otoantijenik sperm protein (NASP) DNA replikasyonu, normal hücre 

döngüsü ve çoğalması için gerekli bir proteindir.  NASP, HSP90 ve H1 histon  kompleks 

oluĢturarak HSP90 ATPase aktivitesini stimüle eder. NASP‟ın WT Parkin indüksiyonu 

sonrası artması HSP90 ile olan kompleksi için gerekli olabilir. 

 WT Parkin indüksiyonu sonucu fosforilasyon seviyesinde artıĢ gözlenen bir diğer 

protein ise Protein Phosphatase 1 (PP1)‟in bir isoformu olan PPM1G dir. PP1 üyeleri PP1-

interacting proteinler (PIPs) ile kompleks oluĢturarak ilgili proteinin fonksiyonunu kontrol 

ederler (Verbinnen ve diğ. 2017). PPM1G, proteinlere serin/treoninden bağlanmıĢ olan 

fosfat gruplarını kopararak defosforilasyon reaksiyonunu katalizler. Özellikle 

nörotransmisyon, kas kasılması, glikojen sentezi, T-hücre aktivasyonu, nöronal plastisite 

ve hücre çoğalması gibi yolaklarda hücre içi sinyal iletiminde önemli görevleri vardır 

(Aggen ve diğ. 2000). Bizim sonuçlarımızda gözlemlediğimiz artmıĢ fosforilasyonu bu 

yolakların negatif etkilenmesinde rol oynayabilir.  
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 HNRNPDL proteini, hücrenin hemen hemen her yerinde bulunan  heterojen nüklear 

ribonükloproteinlerinin (hnRNPs) bir alt ailesidir. hnRNP'ler RNA‟ya bağlanan 

proteinlerdir ve heterojen nüklear RNA (hnRNA) ile kompleks oluĢtururlar. Bu ailenin 

üyeleri sadece mRNA olgunlaĢmasına katkıda bulunmazlar aynı zamanda hücrede trans-

faktör olarak görev yaparak gen ifadesinin düzenlenmesinde de rol alırlar (Chaudhury ve 

diğ. 2010). Bizim sonuçlarımızda fosforilasyon seviyesinde artıĢ gözlemlediğimiz 

HNRNPDL, fosforile olarak hücresel lokalizasyonunu değiĢtirebilir veya hedef 

moleküllerine bağlanma potansiyeli değiĢebilir. 

 14-3-3 protein ailesi memelilerde fosfo-serin/fosfo-treonin bağlama aktivitesi 

sayesinde 700 den fazla farklı protein ile interaksiyon halindedir. 14-3-3 ailesi üyeleri 

bağlandıkları proteinlerin stabilitelerini, hücre içi lokalizasyonlarını ve katalitik 

aktivitelerini etkileyen önemli bir protein ailesidir (Uhart ve diğ. 2013). 14-3-3- 

proteinlerinin bazı üyelerinin  PH‟nın patofizyolojisinde α-sinükleine bağlandığı ifade 

edilmiĢ olup LC yapısına katılmaktadır (Ostrerova ve diğ. 1999). Bizim bulgularımız 

arasında bulunan YWHAE (14-3-3 ε) proteini de bu ailenin bir üyesidir, fonksiyonları 

arasında ubikuitin protein ligaz bağlama da vardır, artmıĢ fosforilasyonu bu fonksiyonunu 

negatif yönde etkileyebilir. 

 ANP32A nöron geliĢimi, transkripsiyonun regülasyonu ve apoptosis gibi önemli 

hücresel faaliyetlerde görev alır. Halen memeli beyin geliĢimindeki rolü tam olarak 

bilinmemesine rağmen, özellikle serebellar korteks ve serebellumdaki nöronların 

fonksiyon ve farklılaĢmasında önemli etkisi olduğu düĢünülmektedir (Wang ve diğ. 2015). 

Sonuçlarımıza göre artmıĢ ANP32A fosforilasyonu dopaminerjik hücreler olan SH-

SY5Y‟lerin fonksiyonları ile iliĢkili olabilir. 

 HSPD1 mitokondrial proteinlerin importunda görev alan Ģaperonin proteinlerinden 

biridir. Hsp10 ile birlikte mitokondriye taĢınan proteinlerin doğru katlanmasında rol 

almaktadır. Satoh ve ark., yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada 14-3-3 proteinleri ile HSPD1‟in 

belirli fizyolojik koĢullarda merkezi sinir sisteminde kompleks oluĢturduklarını 

göstermiĢtir (Satoh ve diğ. 2005). Bizim sonuçlarımızda indüklenmiĢ WT Parkin‟e bağlı 

olarak fosforilasyonunda artıĢ gözlenen HSPD1‟in 14-3-3 ile bu kompleksi oluĢturabilmek 

için ilgili fosforilasyona ihtiyaç duyduğu öngörülebilir. 
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 HSPA1A (HS70A) moleküler Ģaperondur ve birçok hücresel faaliyette görev 

almaktadır, bunların içerisinden en öne çıkanı protein kalite kontrol sistemidir.  Protein 

katlanmasının kontrolü, yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin tekrar katlanmaları ve katlanmanın 

doğru olup olmadığı, doğru katlanma olmaması durumunda proteinleri degredasyona 

yönlendirmek görevleri arasındadır. Ayrıca yapılan çalıĢmalar Hsp70A‟nın BAG-1 ile 

birlikte Tau proteini ile etkileĢime geçip Tau‟nun doğru katlanmasında rol aldığını ayrıca 

doğru katlanmama durumunda proteozom sistemine yönlendirdiğini ortaya koymuĢtur 

(Elliot ve diğ. 2007).  Mutant Parkin indüksiyonu ile fosforillenmesinin artması, mutant 

Parkin'in sebep olabileceği ubikitinlenme hataları kaynaklı hatalı protein birikimine karĢı 

artmıĢ aktivitesi olabilir. 

 P4HB (PDIA1) disülfid bağlarının oluĢmasını, kırılmasını ve yeniden 

düzenlenmesini katalizleyen endoplazmik retikulum kökenli bir enzimdir. Ayrıca hücre 

yüzeyinde de bulunarak redüktaz aktivitesi ile hücreye bağlanacak proteinlerin disülfid 

bağlarını keser. Ayrıca PDIA1, PH ve diğer nörolojik hastalıklarda  yanlıĢ katlanan 

proteinlerin birikimi için kritik role sahiptir (Nakamura ve diğ. 2009).  Bu proteinin artmıĢ 

fosforilasyonu mutant Parkin ifadesinin artması sonucu ubikitinlenmenin bozulması ve 

daha aktif PDIA1‟e ihtiyaç duyulması ile açıklanabilir.  

 CKB özellikle beyin ve düz kaslarda sentezlenen ve kreatinin fosforillenmesinden 

sorumlu olan bir kinazdır. Kurbağa kaslarında yapılan bir çalıĢmada fosforilasyonun 

kreatin kinaz aktivitesini arttırdığı, defosforilasyonun ise azalttığı ortaya konulmuĢtur 

(Dieni ve diğ. 2009). Mutant Parkin indüksiyonu sonunda CKB‟nin fosforilasyonunda artıĢ  

görülmüĢ, bu hücrelerde daha aktif CKB fonksiyonu olduğu sonucuna varılmıĢtır. 

 NPM1 pek çok fosforile olabilecek bölgeye sahiptir, NPM1‟in fosforilasyonu pekçok 

farklı kinaz tarafından gerçekleĢtirilmektedir (CKII, nüklear kinaz II, Plk, Cdk1/cyclinB, 

Cdk2/cyclin E ve Cdk2/cyclin A) (Ma ve diğ. 2006; Du ve diğ. 2010). Artan sayıdaki kanıt 

NPM1'in fosforilasyonunun hücre çoğalması üzerine etkili olduğunu göstermektedir, 

özellikle hepatoselüler karsinomada artmıĢ fosforilasyonu dikkat çekicidir (Ching ve diğ. 

2015). NPM1 ve Parkin arasında bir bağlantı literatürde  bulunamamıĢtır, fakat son yıllarda 

kurulmaya çalıĢılan kanser-nörodejeneratif hastalıklar iliĢkisi için NPM1‟in mutant Parkin 

indüksiyonu ile fosforilasyonunun artıĢı bu iliĢkinin kurulması açısından önemli olabilir.  
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 Aktin (ACTB) proteinleri; hücresel iskeletin oluĢturulması, hücre Ģeklinin korunması 

ve değiĢtirilmesi, sitoplazmik organel ve yapıların gruplandırılması ile lokolizasyonu, 

hücre hareketleri ve hücre bölümesinde görevli protein grubudur. Daha önceden yapılan 

çalıĢmalarda ACTB‟nin en az 35 farklı fosforilasyon bölgesi bulunduğu belirtilmiĢtir. 

ACTB‟nin Thr 201-203`den fosforilasyonu, aktin flamentlerinde yapısal değiĢikliklere 

neden olarak filament boyunu uzattığı görülmüĢtür (Furuhashi ve diğ 1990; Hotulainen ve 

diğ 2009.). Bizim yaptığımız çalıĢmada da mutant Parkin indüksiyon sonucu ACTB‟nin 

fosforilasyon seviyesinde artıĢ görülmüĢtür. 

 ÇalıĢmamızda ENO1‟in fosforilasyon seviyesinin de mutant Parkin indüksiyonu 

sonrasında arttığını gözlemledik. ENO1 hem prokaryotik hem de ökaryotik hücrelerin 

sitoplazmalarında bulunan önemli bir glikolitik enzimdir. Glikolitik fonksiyonun yanı sıra 

belirli genlerin (örn., MYC) transkripsiyonel olarak regülasyonunda rol almaktadır, ayrıca 

farklı hücre tiplerinde plasminogen reseptörü gibi görevler de oynamaktadır (Kim ve diğ. 

2005). ENO1'in farklılaĢmıĢ ifade düzeyleri içerisinde kanser ve Alzheimer hastalığının da 

bulunduğu pek çok pataloji ile iliĢkilendirilmiĢtir (Diaz-Ramos ve diğ. 2012). Yapılan 

çalıĢmalara rağmen ENO1‟in fosforilasyonunun glikolitik veya glikolitik olmayan 

fonksiyonlarına olan etkisi tam olarak bilinmemektedir. Mayor ve ark., mayaları 

kullanarak yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada, ENO1‟in ubikuitinilize olduğunu da ortaya 

koymuĢlardır (Mayor ve diğ. 2007).  Bir diğer organizma, Candida albicans‟da, ENO1‟in 

ubikuitinilizasyonunun metabolik yeniden programlama üzerine olan etkisi gösterilmiĢtir 

(Leach ve diğ. 2011). 
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6. SONUÇLAR ve ÖNERĠLER 

 

 Bu çalıĢmada fosforile olmuĢ bazı proteinlerin seviyelerindeki değiĢiklikler ile 

Parkin proteini arasındaki iliĢki kurulmaya çalıĢılmıĢtır. Parkin proteinin ubikitinlenmedeki 

önemi düĢünüldüğünde tanımlanan bu proteinlerin fosforilasyon bağlantılı sinyal yolakları 

ve ubikitinlenme bağlantılı hücresel yolaklar arasındaki çapraz iliĢkiyi ortaya çıkarma 

adına önemli olabilir. Bir bütün olarak bu tez Parkin proteinin sinyal yolaklarındaki 

muhtemel etkisini gösterme adına önemli bir çerçeve çizmektedir. 

 Bu çalıĢmada belirlediğimiz fosfoproteinler anti-fosfoserin, anti-fosfotreonin ve anti-

fosfotirozin antikorları kullanılarak 2D jellerde tespit edilebilir ve hangi tip fosforilasyona 

sahip oldukları ortaya konulabilir. Ayrıca tespit edilen bu fosforilasyonların ilgili 

proteinlerin fonksiyonları ve aktifleĢtirdikleri hücresel yolaklar ile olan iliĢkileri 

araĢtırılmalıdır. Bunun yanında her ne kadar WT ve mutant Parkin ekspresyonu ile 

tanımladığımız proteinlerin fosforilasyon seviyelerinin arttığını göstermiĢ olsak da 

tanımlanan bu proteinlerin Parkin ile etkileĢimlerinin tam olarak anlaĢılması immun 

çöktürme çalıĢmaları ile ortaya çıkarılabilir. 
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Tez, aĢağıdaki denetimler yapılarak tamamlanmıĢtır. 

o Kapak ve iç kapak sayfalarında BĠLĠM UZMANLIĞI ya da DOKTORA Ģeklinde elde 

edilen ünvanlar yazıldı (Kapak sayfasına danıĢman adı yazılmamalıdır.). 

o Kapak sayfasına mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalının değil) adı yazıldı. 

o Tez kapağı sırt kısmına kılavuzda belirtilen çizimde (yazının yönün dikkat!) ad, program, 

yıl yazıldı. 

o Onay sayfası uygun çizimde hazırlandı (kazanılan ünvanlar BĠLĠM UZMANLIĞI ya da 

DOKTORA olmalıdır) imzalatıldı (Enstitü müdürünün imzası da gereklidir, imzaların aynı 

renk kalemle atılmasına dikkat edilmelidir). 

o Dizinler kılavuzda belirtildiği gibi sıralandı. 

o Ön sayfa i, ii, iii Ģekilde Roma rakamları onuldu. 

o Sayfa numaraları kılavuzda belirtildiği Ģekilde konuldu. 

o Sayfa düzeni kılavuzda belirtildiği Ģekilde yapıldı. 

o Ana metin satır aralığı 1.5 olacak Ģekilde yazıldı. 

o Kaynaklar alfabetik sıraya göre yazıldı. 

o Kaynak gösterme ilkelerine ve yazım kurallarına uyuldu. 

o Ekler kılavuzda belirtildiği gibi verildi.  
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