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OZET

Norodejeneratif hastaliklar arasinda Parkinson Hastaligi (PH) diinya genelinde
Alzheimer hastaligindan sonra en sik goriilen ikinci hastaliktir. Hem genetik (belirlenen 18
gen lokusu) hem de ¢evresel (MPTP, paraquat, rotenone, 6-Hidroksidopamine) faktorlerin
etkili oldugu PH’da en Onemli patofizyolojik 6zellik beyindeki substantia nigra pars
kompakta bolgesindeki dopaminerjik noronlarm kaybidir. Bu bolgedeki dopaminerjik
noronlarm % 60’min kaybi ile hastaligin klinik semptomlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Klinik
tabloda karsilagilan klasik bulgular tremor, rijidite, portural instabilite ve hareketlerde
kisithliktir. Ancak PH’da karsilagilan klinik tablo bazen kesin klinik tan1 koyabilmek i¢in
yeterli olmayabilir. Bundan dolay1 PH ile iliskili yapilan arastirmalarin bir kismi 6zerkligi
ve duyarlilig1 yliksek biyobelirtegler iizerinedir. Biyobelirtegler hastalik heniiz klinik
olarak kendisini gostermeden tam1 koymaya ve erken teshis ile tedavinin veriminin
artmasmi saglayacak molekiillerdir. Biyobelirteglerin belirlenmesi i¢in  kullanilan
yaklagimlarm basinda proteomiks gelmektedir. Proteomiks yaklagimlar ile hiicrenin tiim
protein profili incelenebilmekte ve hastaliklar ile iligkili proteinler belirlenebilmektedir. Bu
calismada erken baslayan PH’ya sebep olabilen Parkin proteinine ait iki mutasyonun
(Q311R ve A371T) noroblastoma hiicre proteomu iizerine etkisi arastirilmistir. Caligmalar
sirasinda elde edilen verileri karsilastirabilmek icin yabani tip Parkin proteini kontrol
olarak kullanilmigtir. Bulgular mutant Parkin proteininin E3 ubikuitin ligaz aktivitesini
kaybetmeden yabani tip Parkin proteinine gore hiicrenin niikleusunda daha fazla
konumlandigini, hiicre icerisinde parcalanmadan daha uzun siire kaldigini, hiicre tarafindan
farkli sekilde translasyon sonrasi degisimlere tabi tutuldugunu ve hiicre proteomunu farkl
sekilde etkiledigini gostermistir. Ozellikle mutant Parkin protein ekspresyonu hiicreyi
strese sokarak saperon protein sentezini arttirmaktadir. Ayrica bulunan ekspresyonu
degismis bazi1 proteinlerin literatiirde daha 6nceden PH ile iligkisinin bilinmis olmasi
yaptigimiz ¢calismanin ve elde edilen verilerin mantiksalligii dogrulamistir. Bugiine kadar
calisilmamis olan ancak 6nem icerdigine inandigimiz sinyal yolaklar1 ve bunlarn PH ile
olan iliskisi bu ¢caligma kapsaminda fosfoproteom yoniinden incelenmistir. PH olusumunda

potansiyel etkilerinin olabilecegi 13 fosforillenmis protein belirlenmistir.

Anahtar Soézciikler: Parkinson Hastali§i, Parkin Proteini, 2DE-DIGE Proteomiks,

Fosfoproteomiks
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ABSTRACT

Parkinson’s Disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease
encountered after Alzheimer disease around the world. The most important
pathophysiologic feature of PD, to which both genetic (indicated 18 gene locus) and
environmental (MPTP, paraquat, rotenone, 6-Hidroksidopamine) factors effect, is the loss
of dopaminergic neurons in substantia nigra pars compacta of the brain. Clinical symptoms
of PD occur after 60 % of the dopaminergic neurons are lost in substantia nigra pars
compacta. The most comman clinical features of PD include tremor, rigidity, bradykinesia
and postural instability. However these common features are not sufficient indicators to
truly diagnose PD. Therefore, to aid accurate diagnosis of PD some of the researchs for PD
focus on finding of highly specific and sensitive biomarkers. Biomarkers are molecules
that improve effectiveness of the treatment by helping early diagnosis before the disease
appears. Proteomics is one of the main approaches to identify biomarkers. By proteomics
approaches, total protein profile of a cell can be visualized, characterized and quantitative
changes in expression patterns can be identified. The purpose of this Ph.D. thesis was to
characterize a mutant Parkin protein (Q311R and A371T) and study the effect of observed
mutations on parkin activity, stability, localization and neuroblastoma cell proteome. Wild
type Parkin protein was used as the control for comparison. The findings indicated that
mutant Parkin protein carried E3 ubiquitin ligase activity, localized more in the cell
nucleus, was much more stable, possessed a post translational modification and displayed a
pronounced effect on cell proteome in comparison to wild type Parkin protein. Specifically
speaking mutant Parkin protein expression caused an increased cell stress and induced
expression of chaperon proteins. Some of the identified proteins were found to be
previously identified PD related proteins. Reidentification of these proteins during this
study confirmed the accuracy of our approaches and findings. So far, signaling pathways
and their role in PD formation have not been scrutinized. During this study we investigated
the changes in phosphoproteome by using phosphoproteomic approaches. Thirteen

phosphoproteins were identified as being potential effectors of PD formation.

Key words: Parkinson’s Disease, Parkin Protein, 2DE-DIGE Proteomics,

Phosphoproteomics
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1. GIRIS ve TEZIN AMACI

Parkinson Hastalig1 diinya genelinde en sik goriilen nérodejeneratif hastaliklardan
biridir ve hastalik olusumunun molekiiler mekanizmasi tizerine yapilan ¢aligmalar ¢ok
cesitlidir. Hastalifa sebep olan genlerin belirlenmesi ve patolojik etkilerinin anlagilmasi
tan1 ve tedavi acisindan onem teskil etmektedir. Simdiye kadar Park2 geninde belirlenen
mutasyonlarm bir ¢ogu hastalik ile iliskilendirilmistir ancak bu iliskilendirmelerin ¢ogu
detayli ve molekiiler diizeyde yapilmamistir. Park2 geninin kodladig1 Parkin proteininin
E3 ubikuitin ligaz aktivitesine sahip oldugu ve hiicrede protein temizleme gorevi yaptigi
diisiiniiliirse, bu proteinin hiicre iizerindeki etkilerinin detayli bir sekilde bilinmesinin
onemi daha iyi anlasilmig olur. Su ana kadar elde edilen veriler Parkin’in fonksiyon
bozuklugunun ubikuitin proteozom sisteminin diizgliin ¢alismamasma dolayis1 ile de
parcalanmas1 gereken proteinlerin birikmesine, mitokondri dinamiginin bozulmasma ve

noronal hiicrelerin 6liimiine sebep oldugu yoniindedir.

Bu tezin amaci erken baslayan Parkinson Hastaligina sebep olan mutant Parkin
proteinini molekiiler diizeyde karakterize etmek ve SH-SYS5Y noroblastoma hiicre

proteomunu nasil etkiledigini anlamaktur.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Parkinson Hastahgi (PH)

Parkinson Hastaligi (PH) bir hareket bozuklugu hastaligidir ve Alzheimer
Hastaligindan sonra en yaygin goriilen norodejenaratif hastaliktir (Hoehn and Yahr, 1967).
Diinya genelinde alt1 milyon insanin Parkinson hastasi oldugu bilinmektedir (Morgan et
al., 2010). Parkinson Hastaligmin baslica semptomlar1 hastalifin baslangicindan bir siire
sonra kendini gostermektedir ve giiniimiizde hastaligi tamamiyla ortadan kaldiracak bir
tedavi metodu bulunmamaktadir. PH’da norodejenerasyona sebep olan molekiiler
mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Bunun en temel nedeni PH’nin kompleks bir
hastalik olmasidir. Bagka bir deyisle PH’nin olusumunda hem c¢evresel hem de genetik
faktorler rol alir (Gasser, 2007). Cevresel faktorlerin kontrolii kolay olmadigindan dolay1
hangi c¢evresel faktorler ne sekilde PH olusumunu etkiler sorusunu yanitlamak kolay
degildir. Ancak genetik faktorlerin molekiiler calismalar yolu ile belirlenmesi daha net
sonuclar verir ve PH’nin olusum mekanizmasini agiklamaya yardimci olur. Kullanilan
genetik yaklagimlardan birisi PH’da etkisi oldugu diisiiniilen genler {izerindeki
mutasyonlarin belirlenmesi ve bu mutasyonlarin ilgili proteinlere nasil yansidiginin ortaya
cikarilmasidir. Elde edilen veriler PH olusumunda rol alan metabolik yolaklarin ortaya
cikarilmasima ve bu yolaklarda anahtar rol oynayan ve gelecekte PH tedavisinde biyohedef
ozelligi gosterebilecek molekiillerin ortaya ¢ikarilmasina yardimei olmaktadir. PH ile ilgili
yapilan aragtirma sayismin ¢oklugu, hastaliktan etkilenen bireylerin kurdugu dayanigma
dernekleri ve ¢alismalara ayrilan biitceler bu hastaligin toplum agisindan ¢oziimiiniin ne

derece onemli oldugunu gostermektedir.
2.1.1. Parkinson Hastaliginin Tarihcesi

Parkinson Hastalig1 ilk olarak Ingiliz fizik¢i ve farmakolog James Parkinson
tarafindan 1817 yilinda “An essay on the shaking palsy” adli makalesi ile klinik bir
sendrom olarak tanimlanmistir (Sekil 2.1). James Parkinson hastaligin semptomlarini
kaslarda zayiflama ile istem dis1 titreme, durus ve postiir bozuklugu, kisa siirede yiirliyiis
hizindaki artig, duyularin ve karar giliciiniin de§ismeyisi olarak tarif etmistir. Bu tanima
gore Dr. Parkinson; dinlenme halinde titreme, akinezi, yapisal instabilite ve yiirliyiis

problemleri gibi hastaliga ait bazi motor semptomlar1 da tanimlamistir (Parkinson, 2002).
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Sekil 2.1. James Parkinson tarafindan 1817 de yazilmig Parkinson Hastaligi ile iliskili ilk
dokiiman (http://www.pdmdcenter.com/articles/HopkinsWeb/index.html).



Jean Martin Charcot, James Parkinson’un orijinal tanimima ek olarak hastalarda
gozledigi kas rijiditesini ve duyusal degisiklikleri de ekleyerek hastaligi tekrar tanimlamis
ve hastaliga onu ilk kez tanimlayan James Parkinson’un adini vermistir (Goetz, 2002).
Parkinson Hastaliginin patolojisinde en bilinen 6zellik substantia nigra pars kompaktada
(SNpc) bulunan néronlarm kaybidir (Cookson, 2005). Arvid Carlsson 1958’de memeli
beyinlerinde nérotransmiter olarak dopamini (DO) bulmustur (Carlsson ve Waldeck,
1958). Ehringer ve Hornykiewicz ise 1960’da dopamin eksikliginin ve SN’daki néron
kaybmin PH olusumundaki etkisinin farkina varmiglardir (Polymeropoulos et al., 1997).
1960’larda dopamin onciisii levo-dopa (L-3,4-dihyroxyphenylalanine) PH’ya kars1 tedavi
amacl kullanilmaya baslanmistir. Bu zamana kadar PH tedavisinde kullanilan ilaglar
dopaminerjik néron dejenerasyonunu engelleme ya da yavaslatma yoniinde etkili olmayip
yalnizca semptomlar1 hafifletmektedir (Vidailhet et al, 1999). Diger ndrodejeneratif
hastaliklar gibi PH sporadik ve ya kalitsal formdadir. ilk olarak tanimlanan gen, o-
siniiklein kodlayan SCNA’dir ve bu gendeki Ala53Thr mutasyonunun kalitimsal PH’ya
sebep oldugu bilinmektedir (Polymeropoulos et al., 1997). Daha sonra bircok genetik
faktor tanimlanmistir ve bugiin itibariyla kalitimsal formda PH’ya sebep olan 18 bolge
belirlenmistir (Kumar et al.,, 2011). Kalitimsal hastaliklarin molekiiler mekanizmalar1
hakkinda ne kadar ¢ok bilgi sahibi olunursa hastaligin tedavisi adina o kadar ¢cok mesafe

kat edilmis olacaktir.

2.1.2. Parkinson Hastahgmn Klinik Ozellikleri ve Tanisi

Dinlenme halindeki titreme, kaslarin istemsiz kasilmasi, hareketlerde yavaslama,
hafif kamburumsu durus ve postural reflekslerde bozulma PH motor semptomlar1 arasinda
yer alir (Corti et al., 2005). PH’nin ayrica motor olmayan semptomlar1 olarak bilinen
etkileri de tanimlanmistir. Bu etkiler arasinda psikiyatrik bozukluklar, bilissel islev
bozuklugu, uyku bozukluklari, duyusal isteklerin degismesi ve otonom islev bozukluklari
sayilabilir (Aygiin, 2009) (Cizelge 2.1.). Parkinson Hastaliginda goriilen motor ve motor
olmayan semptomlar ¢izelgede verilmistir.

Parkinson Hastaliginin tanisinda kullanilan tizerinde fikir birligi yapilmis evrensel
herhangi bir genetik test veya molekiiler metot bulunmamaktadir. Bu nedenle tani1 klinik
bulgular 15183Imda konulmaktadwr. Uzman hekimler tarafindan “United Kingdom
Parkinson's Disease Society (UKPDS) Brain Bank Clinical Diagnostic Criteria” ve
“National Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS) Diagnostic criteria for



Cizelge 2.1. Parkinson Hastaliginda gdriilen motor ve motor olmayan semptomlar

Motor Semptomlar

Motor Olmayan Semptomlar

Resting Tremor (Dinlenme halinde el ve

ayakta titreme)

Psikiyatrik bozukluklar (Depresyon,
anksiyete)

Bradikinezi (Hareketlerin yavaglamasi)

Bilissel islev bozukluklari: (Demans)

Rijidite (Kaslarin istemsiz kasilmasi ve

sertligi)

Uyku bozukluklar1 (Uyku b liinmesi-
Uykusuzluk)

Postural instabilite (Hafif kamburumsu

durus ile 6ne dogru kii¢iik adimlarla

ytirtiytis)

Apathy (Duyusal isteklerin degisimi)

Hipomimia (Mimik ve ifade bozuklugu)

Otonom islev bozuklugu (Bradikardi,
aritmi, kabizlik, idrar yapma kusurlari,

cinsel islev bozukluklar)

Dysarthria (Konugma bozuklugu)

Ayaklari stirtiyerek yiirlime bozuklugu




Parkinson’s Disease” tani kriterleri kullanilmaktadir. Ancak PH tanisi herhangi bir
biyobelirte¢ ile desteklenemediginden dolayr zaman zaman yanlis konulabilmektedir.
Yapilan arastirmalar konulan PH tanilarmin dogruluk oraninin % 76 civarinda oldugunu
gostermektedir (Hughes et al., 1992; Kasap ve Akpmar, 2011). Cizelge 2.2.’de PH ile

siklikla karistirilan diger hastaliklarin listesi verilmistir.

2.1.3. Parkinson Hastaliginin Tedavisi

Gilintimiizde Parkinson Hastaligi tedavisinde uygulanan yaklasimlarin ¢ogu
semptomatik olup yan etkileri uzun vadede yikici olan tedavilerdir. Tedavide temel strateji
dopamin eksikliginin tamamlanmasidir. Dopamin kan beyin bariyerini gegemediginden
direk tedavi amagh kullanilamamaktadir. Dopamin Onciili olan L-Dopa ilk olarak
1960’larda tedavi amacli kullanilmaya baslanmis ve klinik semptomlar1 yiiksek oranda
hafifletmistir. Yiiksek miktardaki L-Dopa sadece beyinde degil gastrointestinal (GI)
bolgede de dopamine cevrilerek aktive olmaktadir. Bundan dolay1 GI enzim inhibitorleri
(karbidopa) kullanilarak tedavi uygulanmistir. Daha sonra dopamin agonistleri sentetik
olarak sentezlenmis ve tedavide kullanilmistir (Goldstein, 2009). Hastaligin tedavisi uzman
doktor kontroliinde hastanin ilaglara verdigi yanitlar gz Oniine almarak dozu ve yan
etkileri ayarlanarak uygulanmaktadir. Bir diger yaklasim olan Derin Beyin Stimiilasyonu
(Deep Brain Stimulation, DBS) yonteminde basal gangliaya mikroelektrod cerrahi
miidahale ile yerlestirilmektedir. Bu yaklasim L-Dopa’nin etkinligi diistiiglinde uygulanan
bir yontemdir (Marras and Lang, 2008).Tiim bu tedavi stratejileri ndronal dejenerasyonu

yavaslatma ya da durdurma amacli degil hastalik semptomlarini azaltma amaclhdir.
2.1.4. Parkinson Hastaliginda Gdoriilen Patolojik Bulgular

SN’da bulunan dopaminerjik néronlar néromelanin pigmenti igermektedir. PH nin
patolojik olarak tanis1 otopsi sonrasi alinan beyin dokularindaki hiicre 6liimiinden kaynakli
depigmantasyon ve Lewy cisimlerinin bulunmasi ile yapilir. Lewy cisimleri ilk olarak
Heinrich Lewy tarafindan 1929°da substantia inomminata ndronlarinda rapor edilmistir.
Daha sonra Treiakov tarafindan SNpc noronlarinda ¢okelti olusumlari tanimlanarak Lewy
cisimleri (LC) ad1 verilmistir. LC, alfa-siniiklein (a-SYN) ve ubikuitin pozitif protein ve
lipid ¢Okeltileri olarak tanimlanan intrasitoplazmik c¢okeltilerdir (Sekil 2.2.) (Elibol, 2008;
Engelender, 2008).



Cizelge 2.2. Parkinson Hastalig1 ile siklikla karistirilan diger noérodejeneratif hastaliklar.

Alzheimer’s Hastalig1

Idiyopatik Parkinson Hastalig1

Ilerleyici supraniiklear felg

Coklu sistem atrofisi

Striatali kapsayan Alzheimer tipi patoloji

Lacunar durum

Nigral atrofi

Postensefalitik parkinsionizm

Essential tremor

Psikogenik tremor

Ilagla indiiklenmis parkinsionizm




Lewy cisimleri SNpc’daki noronlarin sitoplazmalarinda oldugu gibi korteksteki
non-dopaminerjik ndronlarda da bulunabilen, merkezi bir ¢ekirdek ve bir merkezden
yayilan filamentlerden olusan yuvarlak proteinéz yapilardir. LC’nin en Onemli
komponentinin a-SYN oldugu bilinmesine ragmen, agregasyonun molekiiler mekanizmasi,
biyolojik rolii ve PH patolojisine etkisi halen belirsizdir. LC yapisinda a-SYN, ubikuitin ve
simdiye kadar belirlenmis yaklasik 80 protein bilinmektedir (Licker et al., 2009).

LC yapisinda bulunan a-siniiklein, siniiklein protein ailesine ait 140 amino asitten
olusan yaklasik 19 kDa’luk ve beyinde yogun olarak ifade edilen bir proteindir.
Fonksiyonu tam olarak bilinmemesine ragmen sinaptik vezikiillerin boyutu, resirkiilasyon
ve plastisitesinin diizenlenmesi gibi norotransmisyonda gorev almaktadir (Moore et al.,
2005). Dogal formda a-SYN sitoplazmada c¢oziilebilir ve katlanmamis formda
bulunmaktadir. a-SYN monomerleri diisiik pH, yiiksek sicaklik, organik solventler, metal
iyonlar1 ve pestisitlere maruz kaldiklarinda hiicre membraninda ¢dkeltiler olusturabilmekte
(Cole et al, 2005) ve membran potansiyelini degistirerek hiicre Oliimiine sebep
olabilmektedirler (Bonini and Giasson, 2005). Lipid membraninda a-helikal formda olan
a-SYN, LC’lerde fibriller olusturmak icin beta sheet konformasyonu almaktadir. a-SYN
tek basma PH patolojisini olusturmamaktadir. Ciinkii a-SYN sadece PH da degil diger
norodejeneratif hastaliklarda ve sadece noronlarda degil diger hiicre tiplerinde de
olusabilmektedir.

2.2. Parkinson Hastahi@ginin Etiyolojisi ve Molekiiler Mekanizmalar

Parkinson Hastalig1 etiyolojik olarak sporadik ya da idiopatik PH ve kalitimsal ya
da ailesel PH seklinde smiflandirilmaktadir (Simon-Sanchez et al., 2007). Sporadik PH
vakalarinin etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Oksidatif stres, mitokondriyal
fonksiyon bozukluklari, proteozomdaki fonksiyon bozuklugu, inflamasyon, protein
cokelekleri ve cesitli kimyasal toksinler gibi genetik ve cevresel faktorlerin hastaligin
olusumunda etkili oldugu bilinmektedir (Dawson and Dawson, 2002, 2003; Hunot and
Hirsch, 2003; Paolini et al., 2004; Savitt et al., 2006; Vila et al., 2000) .

PH primer koku alma bozuklugunun gelistigi bir hastaliktir. lk belirtilerden biri
olarak koku kayb1 gosterilmistir. Sporadik PH’da koku alma duyusunun bozulmasi klinik
semptomlar ortaya ¢ikmadan gelisen bulgular arasinda yer almaktadir (Bahuleyan and
Singh, 2012). Hawkes ve arkadaslarma gore ‘ikili hit teori’ ile bilinmeyen bir patojen
burun ve bagirsak yolu olmak iizere iki sekilde beyine ulasmaktadir. Olfactory yolu
aracilig1 ile olana anterograd yol, enteric pleksus ve preganglionic vagal fibriller araciligi

ile olana retrograd yol adi verilmektedir (Hawkes et al., 2007). Arastirmacilara gore



baslangi¢c prosesi nazaldir. Patojen tiikiirik ve mukus ile yutulmakta ve mide duvarmi
gecerek vagus distal fiberlerini istila etmektedir. Patojen medulladaki vagal dorsal motor
niikleuslara zarar vermek i¢in geri hareket ederek motor vaguslarina yiikselmektedir. Yani
nazal mukozadan temporal lobdaki medial amygdala, olfaktori tiiberkil ve piriform ve
periamygdalear korteks gibi olfaktori yapilarina dolayist ile beyine ulagsmaktadir (Hawkes
et al., 2009).
2.2.1. Cevresel Faktorler

Cevresel faktorlerin PH olusumundaki onemi, ilk olarak 1983’de sentetik olarak
iretilen MPTP’nin (1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridin) hizli ve geri doniisiimsiiz
sekilde ila¢ bagimlilarinda PH semptomlarinin olusturmasi sonucu anlagilmistir (Tipton et
al., 1986). MPTP glial monoamin oksidaz B (MAO-B) enzimi ile MPP" (1-metil-
4fenilpiridinium) toksin maddesine yikilmaktadir ve bu madde mitokondri Elektron Tagima
Zinciri (ETZ) kompleks I’1 inhibe ederek SN’da ndron hiicre 6liimiine sebep olmaktadir
(Corti et al.,, 2005). MPTP’nin kesfiyle baska kimyasal maddelerinde PH olusumuna
katkida bulunacagi diisiiniilmiistiir. Zaman igerisinde yapilan ¢aligmalar MPTP ye ilaveten
baska kimyasal maddelerin de varhigini ortaya ¢ikarmustir. Ornegin, Paraquat (1,1-dimetil-
4,4-bipiridinyum) farelerde nigral dopaminerjik noronlarin dejenerasyonuna sebep olan
MPP" yapisal benzeri bir molekiildiir ve herbisit iceriginde bulunmaktadir (McCormack et
al., 2002). Rotenone ve diedrin gibi sentetik diger pestisitleri kullanan kisilerde de PH
semptomlar1 goriilmiistiir (Langston and Ballard, 1983; Simon-Sanchez et al., 2007;
Tanner, 1992). Giinlimiizde 6-Hidroksidopamin (6-OHDA), MPTP, rotenone ve paraquat
PH hayvan modeli olusturmak i¢in en sik kullanilan kimyasal ajanlardir (Potashkin et al.,
2011).
2.2.2. Genetik Faktorler

Onceleri PH'nin genetik tabanli olmayan bir hastalik oldugu diisiiniiliiyordu. Ancak
diinyanin farkli bélgelerinde yapilan arastirmalar ve elde edilen bulgular PH'nin inanilanin
aksine genetik bir tabani olabilecegini gosterdi. PH'ya neden olan genlerin kesfi ile
hastaligin molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasi hiz kazanmistir. Bugiline kadar 18
genetik bolge (PARK1-18) ve Gaucher’s lokus otozomal dominant ve otozomal resesif PH
ile iliskili bulunmustur (Cizelge 2.3.). Bu lokuslarda bulunan genlerin bir kismi
isimlendirilmistir. Etkilenmis aile bireylerinin tagidiklar1 mutasyonlarin bazilar1 belirlenmis
ve bu mutasyonlarn PH olusumundaki etkileri ¢alisilmistir. Bu mutasyonlarm bazilar

sporadik olarak da ortaya ¢ikmakta ve PH'ya neden olmaktadir.



Sekil 2.2. Parkinson Hastaliginin histolojik lezyonlari. a-c: SNpc’da goriilen LC, d: Lewy
noritleri, e-f: pale badisi, g-h: entorhinal korteksteki kortikal Lewy cisimleri (a, e ve g:
Hematoksilin and eosin boyamasi; b, d, f ve h: anti-a-siniiklein antikotu ile
immiinhistokimyasi, c: anti-ubikuitin antikotu ile immiinhistokimyasi. Bar skalasi: a—¢ ve
e—h: 20 um, d: 60 pm) (Licker et al., 2009).
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Cizelge 2.3. Parkinson Hastaligna ait gen bolgeleri

Gen Kalitim
Kromozom | Gen iiriinii Olasi fonksiyonu
Lokus paterni
a-siniiklein Vezikiil trafigi/sinaptik
4q921-q23/ OD
PARK1/4 (SNCA) plastisite
4p15
PARK2 6q25.2-27 Parkin OR E3 Ubikuitin Ligaz
PARK3 2pl3 ? OD
PARKS 4ql4 UCH-L1 OD? Ubikuitin hidrolaz ?
PARKG6 1p35-36 PINK1 OR Mitokondriyal kinaz
Sitozolik redoks duyarh
PARK?7 1p36 DJ-1 OR
protein
12p11.2-
PARKS LRRK2 OD MAPKK kinaz
ql3.1
PARKY9 1p36 ATP13A2 OR Lizozomal H+-ATPase
PARK10 1p32 RNF11 SUS
PARKI11 2q34 GIGYF2 OR
PARK12 Xq21-q25 SUS
PARK13 2pl2 Htra2/Omi SUS Mitokondriyal proteaz
PARK14 22q13.1 PLA2G6 OR
PARKI15 | 22ql2-ql3 FBXO7 OR
PARK16 1q32 Bilinmiyor
VPS35
PARK17 4ql6 OD
(GAK)
PARK18 6p21.3 EIF4G1 LOPD
Gaucher’s
GBA OD
lokus

OR: otozomal resesif. OD: otozomal dominant. SUS: sussceptibiliyt locus for idiopathic
PH. UCH-LI: Ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1. PINK1: Phosphatase and Tensin
(PTEN)-induced kinase 1. LRRK2: leucine-rich repeat kinase 2. RNF11: RING-finger
protein 11. Htra2/Omi: High temperature regulation A serine peptidase2/Omi. VPS35:
vacuolar protein sorting-associated protein 35 . EIF4G1: Eukaryotic translation initiation
factor 4 gamma 1. GBA: Glucosylceramidase (Gasser et al., 2011; Houlden et al., 2011)
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Asagida bu genlere ait ¢alismalara 6zet olarak deginilmistir.

PARKI1 ve PARK4

Parkinson hastalar1 ile ilk linkaj caligmalar1 Polymeropoulos ve arkadaslarmin
kromozomun 4q21 lokusunu haritalamasiyla baglamistir ve bulduklar1 bu bolgeye PARKI1
adin1 vermislerdir (Polymeropoulos et al., 1996). Bu bolgede alfa-siniiklein (SNCA) geni
bulunmaktadir ve bu gendeki mutasyonlar otozomal dominant PH’ya (ADPD) sebep
olmaktadir. SNCA genindeki Ala53Thr mutasyonu tipik bir belirtectir ve ilk olarak
hastaliktan etkilenmis Yunan/Italyan ailelerde belirlenmistir (Golbe et al., 1996;
Polymeropoulos et al., 1997). Daha sonra bir Alman ailesinde Ala30Pro amino asit
degisimi (Kruger et al, 1998) ve bir Ispanyol ailesinde Glu46Lys mutasyonu
tanimlanmistir. Bu mutasyon tastyicilarinda demansa ait Lewy cisimleri patolojisi gibi
hastalik kriterleri goziikkmektedir (Zarranz et al., 2004). SNCA gen dozu da PH olusumunda
etkendir. Gen multiplikasyonu ilk olarak Amerikan bir ailede tanimlanmistir. Gen
multiplikasyonu olan bireylerde protein yapisal olarak bir degisiklik tasimasa da (yabani
tip alfa-siniiklein) protein fazla miktarda sentezlendiginden dolay1 birikmekte, cokmekte ve
bu yolla PH'ya sebep olmaktadir (Gasser et al., 2011). Alfa-siniiklein genindeki nokta
mutasyonlari, intronik varyasyonlar ve promotor dizisindeki degisimler sporadik PH'ya
sebep olabilmektedir (Kruger et al., 1999). Alfa-siniiklein rolii hakkinda kesin bir bilgi
olmamasina ragmen, bu proteinin sinaptik plastisite (Clayton and George, 1999), dopamin
salinim ve taginimida (Wersinger and Sidhu, 2003), mikrotiibiil ile iligkili tau proteininin
fibrilizasyonunda (Mamah et al, 2005) ve kaspaz-3 aktivasyonunun azalmasinda
(Adamczyk et al., 2010) rol alabilecegi Onerilmistir. Alfa-siniiklein PH hastalarmin
beyinlerinde Lewy cisimlerinin ana filamentsel 6gesi olarak bulunmaktadir (Hardy et
al.,2006; Spillantini et al., 1997). Patolojik olarak fibriler a-SYN-cokeltileri (Lewy
patoloji) SNCA mutasyonlarina sahip tiim hastalarda bakildiginda sadece substentia nigra
(SN) da degil mesocortical ve neocortical noronlarda da goriilmektedir. Olusan a-SYN
pozitif ¢okelek yapilar1 PH haricinde baska nodrodejeneratif hastalilarda da
gortilebilmektedir. Bu hastaliklara genel olarak siniikleopatiler ad1 verilmektedir (Eller and

Williams, 2011).

PARK2
PARK?2 lokusu ilk defa Yamamura ve arkadaslar1 tarafindan kromozomun 6q25.2-
27 bolgesinde Japon bir ailede tanimlanmis ve erken baslayan otozomal resesif juvenil PD

(ARJP) olarak isimlendirilmistir (Kitada et al., 1998). Park2 geni 12 ekzona sahiptir.
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Parkin proteini ¢cogunlugu sitozolde bir kism1 ER, mitokondri ve ¢ekirdekte lokalize olan
465 amino asitlik E3 ubikuitin ligazdir. Parkin hedefi olan proteinlere ubikuitin ekleyerek
onlar1 parcalanmak {izere proteozoma gonderir (Belin and Westerlund, 2008; Farrer et al.,
2001). Bazi tek niikleotid degisimleri, kiiciik ve biiylik delesyonlar, intra-exonik
delesyonlar, exon multiplikasyonlar1 Parkin’in ligaz fonksiyonunun kaybma sebep
olmaktadir. Parkin ile iliskilendirilen PH’nin en karakteristik 06zelligi SNpc’da LC
olusumunun goriilmemesidir, ancak bazi1 vakalarda LC gozlemlendigi de rapor edilmistir

(Farrer et al., 2001; Lucking et al., 2000).

PARK3

PARK3 gen lokusunun PH ile iligkisi tiim genom haritalama yaklagimi kullanilarak
ortaya ¢ikartilmistir. PARK3 geni 2. kromozomun p13 kolunda bulunmaktadir. PARK3 ile
iliskilendirilen PH genellikle 61 yas ve ilizeri bireylerde goriilmekte olup fizyopatolojik
olarak SNpc'da LC varlig ile karakterize edilmistir (Gasser et al., 1998; Wszolek et al.,
2001).

PARKS

Kromozomun 4p14 bdlgesinde bulunan Ubikuitin C-terminal Hidrolaz L1 (UCH-
L1) geni otozomal dominant PH ile iliskili bulunmustur. ilk olarak Alman bir ailede UCH-
L1 genindeki [le93Met degisimi gdsterilmistir (Leroy et al., 1998). UCH-LI1, beyinde fazla
miktarda eksprese edilen norona 6zgii hem ubikuitin hidrolaz hem de ubikuitin ligaz
aktivitesine sahip bir enzimdir (Wilkinson et al., 1989). UCH-L1, monomer formda
oldugunda a-siniikleinin ¢oklu ubikuitinasyon zincirini hidroliz ederek onu proteozomal
yikima gondermektedir. Dimer formda oldugunda ise a-siniikleine K63 pozisyonundan
ubikuitin ekleyerek proteini proteozomal yikimdan kurtarmaktadir. UCH-L1’in [le93Met
varyant1 enzimin hidroliz aktivitesini engelleyerek dimerizasyonu desteklerken, Ser18Tyr
varyant1 proteinin dimer olusturmasmi engelleyerek sporadik PH’ya kars1 koruyucu etki

gostermektedir (Liu et al., 2002; Maraganore et al., 2003).

PARK6

Kromozomun 1p35-36 bolgesinde bulunan ARJP ya sebep olan PARKG6 lokusu ilk
olarak italyan ve Ispanyol ailelerinde Gly309Asp ve Trp4730PA (o-Phthaldialdehyde)
mutasyonlar1 ile tanimlanmigtir. Bu lokus PTEN-induced kinase 1 geni (PINK1) serin-
tireonin kinaz olan bir tiimor supresor proteinini kodlamaktadir. PINK1 mitokondriyal
hedef motifi igermektedir. Mitokondriyal disfonksiyonlardan kaynakli strese karsi

mitokondrinin mitofajiye gitmesini saglayarak noron hiicrelerini apopitoza karsi
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korumaktadir (Valente et al., 2004). Hastalikk fizyopatolojisinde LC olusumu yoktur
(Valente et al., 2001).

PARK7

Kromozomun 1p36 bolgesinde bulunan PARK?7 lokusu ilk kez Alman bir ailede
tanimlanmistir. Daha sonra Italyan ve Uruguay ailelerinde de goriilmiis olup ARJP’ye
sebep olmaktadir (van Duijn et al., 2001). PARK?7 lokusunda bulunan DJ-1 geni Bonifati
ve arkadaslar1 tarafindan belirlenmis olup bu gendeki delesyon ve nokta mutasyonlarmin
proteinde fonksiyon kaybina sebep oldugu gosterilmistir (Bonifati et al., 2003). DJ-1 bir
onkogendir ve kodladig1 DJ-1 proteini noronlarin sitoplazmalarinda ve oksidatif strese
cevap olarak mitokondrileri ve niikleuslarinda bulunmaktadir (Bandopadhyay et al., 2004).
Bazi caligmalar proteinin dimer formunda fonksiyonel oldugunu goéstermistir. E. coli
saperon proteini Hsp 31 ile yapisal benzerliginden dolay1 DJ-1 proteininin saperon benzeri
bir protein oldugu diistiniilmektedir (Lee et al.,, 2003). Ayrica DJ-1 oksidatif streste
kriokoruyucu potansiyelinden dolay1 redoks duyarli bir proteindir ( Kim et al., 2005).

PARKS

Kromozomun 12p11.21 bolgesinde bulunan PARKS lokusu ilk olarak Japon bir
ailede gosterilmistir. PH nin otozomal dominant kalitim gosteren formudur (Funayama et
al., 2002). Paisan-Ruiz ve arkadaslar1 tarafindan 2004 yilinda PARKS lokusunda Dardarin
olarak da adlandirilan 16sin-rich repeat kinaz 2 (LRRK2) geni belirlenmistir (Paisan-Ruiz
et al.,, 2004). LRRK2 geni 51 ekzon igermektedir ve 250 kDa’luk c¢ok biiyiik bir proteini
kodlamaktadir. N-terminal ankyrin domain, 16sin zengin tekrar, ROC (Ras in complex
proteins) domain, COR (C-terminal of ROC) domain, MAPKKK (Mitogen activated
protein kinase kinase kinase) domain ve WD 40 domain gibi birka¢ fonksiyonel domaine
sahiptir (West et al., 2005). Bu gendeki mutasyonlar hem ailesel hem de sporadik formdaki
PH ile iligkilendirilmistir ve bu zamana kadar PH'nin en yaygin sebebidir. Gende 5
patojenik (Argl441Cys/Gly/His, Tyr1699Cys, Gly2019Ser, 11e2020Thr ve Gly2385Arg)
mutasyon belirlenmistir. LRRK2'nin fizyolojik fonksiyonu halen tam olarak bilinmemesine
ragmen protein-protein etkilesiminde, nériitlerin ve ndronal yasamin diizenlenmesinde
gorev aldig1 diistiniilmektedir (Galter et al., 2006). Vaka ¢alismalar1 gendeki mutasyonlarin
klasik LC fizyopatolojisi olusturdugunu gdstermektedir (Gasser et al., 2011).

PARK9
Kromozomun 1p36 bdlgesinde bulunan PARKY lokusu ilk olarak Arap bir ailede
tanimlanmistir. ATPase tip 13A2 (47P13A42) genini icermektedir ve bu gendeki homozigot
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ve compound heterezigot mutasyonlar Klinikte Kufor-Rakeb (KRS) olarak da
isimlendirilen otozomal resesif kalitimsal atipik Parkinsonion sendromuna sebep
olmaktadir (Hampshire et al., 2001; Ramirez et al.,, 2006). ATP13A2 lizozomal bir
membran proteinidir fakat hastalik olusumuna sebep olan patojenik mekanizmasi halen

bilinmemektedir (Santoro et al., 2011).

PARK10

Izlandaya 6zgii 117 Parkinson hastasinin genis genom taramasmda 51 ailede
kromozomun 1p32 bolgesinde en az birden fazla etkilenmis bireyde PH i¢in siipheli gen
belirlenmistir (Hicks et al., 2002). Bu bolgedeki hangi genin ne sekilde PH’ya sebep

oldugu bilinmemektedir.

PARKI11

Ikizler ile yapilan ¢aligmalarda kromozomun 2q36-q37 bélgesinde PH ile iliskili
PARKI1 lokusu bulunmustur (Pankratz et al.,, 2003). Otozomal resesif kalitim
gostermektedir. PARK11 lokusunda bulunan GIGYF2 (GRB10 interacting GYF protein 2)

geninin fonksiyonu tam olarak bilinmese de hastalik i¢in aday gendir (Lautier et al., 2008).

PARK12
PARK12 PH'da X kromozomu ile ilk baglantilandirilan lokustur ve Pankratz ve
arkadaslar1 tarafindan bulunmustur (Pankratz et al., 2002). Simdiye kadar etkilenmis aile

bireylerinde mutasyon tasiyan gen belirlenememistir.

PARK13

PARKI13 lokusu kromozomun 2p13 kolunda bulunmaktadir ve hastalik i¢in HtrA
serin peptidaz 2 (HTRA2) aday gendir. HTRA2 c¢ekirdekte kodlanan bir proteindir ve
mitokondride membranlar arasi boslukta lokalize olmaktadir. Apopitoz sirasinda sitozole
salmmaktadir. Alman kokenli idiopatik Parkinson hastalarinda Alal41Ser ve Gly399Ser
gen varyantlar1 belirlenmistir ve bu varyantlarin in vitro ¢alismalarda mitokondriyal
disfonksiyonu indiikledigi ve defektif proteaz aktivasyonunun temelini olusturdugu

goriilmiistiir (Strauss et al., 2005).

PARK14
PARK14’e  bagli  parkinsonizm  PLA2G6 genindeki ~ mutasyondan
kaynaklanmaktadir ve bu gen kalsiyum bagimsiz fosfolipaz A2 proteinini kodlamaktadir.

Bu protein gliserofosfolipitlerin serbest yag asidi olan arasidonik aside hidrolizini

katalizlemektedir (Paisan-Ruiz et al., 2009; Yoshino et al., 2010). PLA2G6 genindeki
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Arg741Gln, Arg747Trp ve Arg632Trp mutasyonlar: hastalik ile iligkilendirilmistir (Sina et
al., 2009).

PARKI15
PARKI15 bolgesinde bulunan FBXO7 geni otozomal resesif erken baglayan
Parkinson sendromu ile iligkilidir. FBOX7 F-box ailesine ait bir proteini kodlamaktadir

ama patolojisi halen bilinmemektedir (D1 Fonzo et al., 2009).

PARK16

Kormozomun 1q32 kolunda bulunan PARKI16 lokusu iizerinde su ana kadar

herhangi bir gen tanimlanmamaistir (Satake et al., 2009).

PARK17

Erken baslayan otozomal dominant PH ile iligkili PARK17 lokusu, kromozomun
4p16 bolgesinde bulunmaktadir. Bu lokusta vacuolar protein sorting-associated protein 35
(VPS35) geni bulunmustur. VPS35 geninde Asp620Asn mutasyonunu tanimlanmistir ve
bu mutasyonun hastalik ile iliskisi ¢calisiimaktadir (Vilarino-Guell et al., 2011; Zimprich et
al., 2011).

2.2.3. Oksidatif Stres ve Mitokondriyal Fonksiyon Bozuklugu

Mitokondri memeli hiicrelerinde ETZ komplekslerinin (Kompleks I, II, III, IV ve
V) bulundugu ve ATP sentezinin yapildig1 organeldir. Mitokondri yapisini olusturan
proteinlerdeki mutasyonlar ve ya anormal ekspresyonlar kalitimsal ve yas bagimh
norodejeneratif hastaliklara sebep olmaktadir. Parkinson Hastaligi gibi norodejeneratif
hastalikta oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu noropatolojinin
gelismesine zemin hazirlamaktadir (Bueler, 2010). Mitokondriyal ETZ kompleks I
inhibitorleri olan MPTP, paraquat ve rotenone pestisitlerine maruz kalmak davranigsal PH
semptomlarinin goriilmesine sebep olmaktadirlar. Parkinson hastalarindaki kompleks 1
defektler yalnizca substantia nigradaki noronal mitokondrilerde degil kas, platelet,
striatum, lenfosit, kortikal beyin dokusu ve fibroblast mitokondrilerinde de goriilmektedir
(Bindoff et al., 1991; Haas et al., 1995; Mizuno et al., 1989; Mytilineou et al., 1994; Parker
et al.,, 2008). Kompleks I defektleri ATP iiretimini azaltmaktadir ve bu reaktif oksijen
tiirleri (ROS) iiretiminin artmasindan dolay1 hasara sebep olmaktadir. Bazen elektronlar
ETZ’de kompleks III’den sitokrom ¢ ve kompleks 1V’e atlayacaklar1 yerde molekiiler
oksijene atlayarak hiicrede yiiksek reaktif ROS olustururlar. ROS siiperoksit anyonlari,

hidroksil radikalleri, peroksil radikalleri, alkolsil radikalleri, hidrojen peroksit, ozon,
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hipoklorik asit gibi yiliksek reaktivitedeki molekiiler oksidantlari igerebilmektedir. Bu
reaktifler glutathione (GSH) ve glutathione peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz
(SOD) gibi enzimler araciligi ile anti-oksidatif sistemler kullanilarak inaktif hale
getirilmektedirler. ROS olusumu ve anti-oksidant sistemler ile bunlarmn yok edilmesi belirli
bir denge igerisindedir. Bu dengenin bozulmasi hiicreyi 6liime gotiirebilmektedir (Finkel
and Holbrook, 2000). Parkinson hastalarinin post mortem beyin dokularindaki SN
bolgeleri incelendiginde oksitlenmis lipit, protein ve DNA miktarmin arttig1, anti-oksidatif
GSH miktarinin azaldigi, ROS’un ise arttig1 goriilmiistiir (Jenner, 2003). Olusan bu
oksidatif stres dopaminerjik ndronlarda hiicre dliimiine sebep olmaktadir. Dopaminerjik
noronlarda oksidatif stresin artmasma sebep olan bir diger sebep DA metabolizmasidir.
Monoamin oksidaz B (MAO-B) ve katekol-O-metil-transferaz (COMT) ile DA
oksidasyonundan hidrojen peroksit ve 3,4-dihidroksifenilasetik asit (DOPAC) olusur.
Bunun aksine DA oto-oksidasyonu ile siiper oksit ve reaktif quinonlar olusur. Siiper oksit,
siiperoksit dismutaz (SOD) ile hidrojen peroksit ¢evrilirken ayni zamanda nitrik oksit
radikalleri ile de reaksiyona girerek peroksinitrili olusturabilir. Dopaminerjik ndronlarda
bol miktarda bulunan gecis metalleri (6zellikle demir) hidrojen peroksit ile reaksiyon
vererek hidroksil radikali olusumuna sebep olur. Olusan hidroksil radikali ndronlara hasar
verir. Quinonlar ise proteinlerin sistein dizileri ile iliskiye girerek proteine zarar
vermektedir. DA quinonlari; oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, inflamasyon ve
proteozom bozulmasziyla iliskilidir (Miyazaki and Asanuma, 2008).

Ailesel formdaki PH ile iligkili genlerdeki (PINKI1, DJ1, Parkin, a-synuklein,
LRRK2) mutasyonlar dogrudan ya da dolayli olarak mitokondri fonksiyonunu ve
dinamigini, hiicre 6limiinii ve dopaminerjik noron dejenerasyonunu etkilemektedir (Zhu
and Chu, 2010). Ornegin PINKI bir serine/treonin kinazdir ve N-ucundaki dizi sayesinde
mitokondriye lokalize olmaktadir. Parkin ise E3 ubikuitin ligaz olup néron koruyucu rolii
bulunmaktadir. PINK1 ve Parkin birlikte mitokondri membran potansiyeli, kalsiyum
dengesi, krista yapisi, solunum aktivitesi ve mitokondriyal DNA (mtDNA) biitiinliglinii
korumakta ve aksonlarda mitokondrinin tagmimini diizenlemektedirler (Bueler, 2010).
PINK1I’in kinaz aktivitesinden dolayr mitokondride oksidatif strese karsi koruyucu rolii
bulunmaktadir. Mitokondri hedef dizisi igermesine ragmen sitoplazmada da varligi
gosterilmistir. PINK1 mitokondrinin dis zarinda bulunmasina ragmen PINK1’e ait kinaz
domainin bir kismi sitozolde de olmaktadir (Zhou et al., 2008).

Parkinin mitokondri morfolojisini etkiledigine dair calisma ilk olarak Greene ve

arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Parkin geni susturulmus Drosofilalarda yar1 seffaf
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kanatlar, kisa hayat siiresi, dopaminerjik noronlarin kaybi, oksidatif strese hassasiyetin
artmast ve kisir erkek fenotipleri ortaya ¢ikmustir. En ilging olani ise kanat kaslarinda
sismis mitokondri morfolojisinin goriilmesidir. Yapilan calismalarda kanat kaslarinin
apopitoza gittigi agikca gosterilmistir (Greene et al., 2003). Parkinson hastalarinin ¢esitli
dokularinda mitokondri morfolojisi incelenmis mitokondri sayisi, dagilimi, kiimelenmeleri
ve membran diizensizligi belirlenmistir (Deng et al., 2008). PH’lardan alinan beyin dokusu
biyopsilerinde sinirlerinde mitokondriyal boyut farkliliklar1 gézlemlenmistir (Poole et
al.,2010). Juvenil Parkinson hastalarinin SNc’da mitokondirilerin kiigiik kiimecikler
olusturdugu rapor edilmistir (Hayashida et al., 1993). Norotoksin modellerinde mitokondri
sismesi ve kristanin dagilimi genellikle ilk degisimlerdir (Forno and Norville, 1976;
Hayashida et al, 1993). SH-SYSY noroblastoma hiicrelerinde overeksprese parkin
mitokondriyal DNA’nin replikasyon ve transkripsiyonunu arttirmakta, mtDNA onarimini
uyararak oksidatif hasarlara karsi hiicreleri korumaktadir. Parkin hasarli ve mutant
mtDNA’nin  onariminda, replikasyonunda ve transkripsiyonunda ve mitokondriyal

biyogenezinde gorev almaktadir (Rothfuss et al., 2009).

2.2.3.1. Mitofaji ve Parkinson Hastahg:

Parkinson hastalarinda hasarli mitokondrinin ortadan kaldirilmasi olarak bilinen
mitofaji artmaktadir. Parkin’in mitofaji lizerine etkisi ilk kez Narendra ve arkadaslari
tarafindan HEK293 ve HeLa hiicrelerinde Parkin’in bilinmeyen bir mekanizma ile
depolarize mitokondriye dogru secici olarak toplanmasi ve mitokondrinin ortadan
kayboldugunun gosterilmesiyle bulunmustur (Narendra et al., 2008). Parkin’in depolarize
mitokondriyi mitofajiye tesvik etmesinin nedeni hiicreyi apopitozdan kurtarmak da olarak
disiiniilmektedir. Bu konuda ileri siiriilen molekiiler etkilesim mekanizmasi Parkin’in
mitokondriye c¢ekilmesinde PINKI1’in roliine isaret etmektedir. Normalde tiim dizi
sentezlenen PINK1 mitokondri i¢ zarina yerlesir. PINK1’in putatif transmembran
domainini mitokondri i¢ zarinda lokalize olan PARL keserek 52 kDa formundaki PINK1’1
olusturur (Deas et al., 2011). Olusan yeni formdaki PINK1 ise mitokondriden sitoplazmaya
geri gonderilir. Herhangi bir hasar sonucu mitokondri membraninin depolarize olmasi
durumunda ise PINK1’in PARL tarafindan kesilmesi engellenmektedir. Tiim uzunluktaki
PINK1 mitokondri dis zarinda birikmekte ve Parkin’in bu bdlgeye dogru cekilmesine
aracilik etmektedir. PINKI1’in saglikli mitokondride birikimi proteolitik mekanizmalarla

engellenmektedir (Meissner et al., 2011). PINK1 mitokondri dis zarmi kinaz domaininden
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bir kismi sitozolde olacak sekilde sarmaktadir. Bu domainin fiziksel temasta oldugu
Parkin’i fosforile ettigi diisiiniilmektedir (Jin et al., 2010; Meissner et al., 2011).

PINKI1 ve Parkin’in mitofajiyi nasil baslattigina dair farkli mekanizmalar ortaya
atilmistir. Geiseler ve arkadaslaria gore Parkin araciligi ile mitofaji Parkin’in Lys 27 ve
Lys 63 poliubukuitinasyon aktivitesine baglidir. Parkin voltage-dependent anion channel
1’1 (VDACI) Lys 27°den poliubikuitine eder bdylelikle p62/SQSTMI1 denen ubikuitin ve
otofaji arasindaki adaptor proteini bolgeye yonlendirerek hasarli mitokondrinin mitofajiye
gitmesinde rol oynar (Geisler et al., 2010). Ziviani ve arkadaslarina gore ise Drosofilada
mitofaji Parkin’in PINKI1 tarafindan mitokondriye c¢ekilmesi ve Mitofusin (Mfn)
proteininin ubikuitinlemesi ile tesvik edilmektedir (Ziviani et al., 2010). Sha ve arkadaslar1
ise in vitro kinaz assayinde yabani tip (YT) PINK1’in YT Parkin’i fosforile ettigini
gostermiglerdir. SH-SYSY hiicrelerinde overeksprese Parkin’in fosforilasyonunun WT
PINK1 overekspresyonu ile arttigi PINKI geni susturulmasi ile azaldigi da gosterilmistir
(Sha et al, 2010). Kim ve arkadaslar1 ise BE(2)C insan noroblastoma hiicrelerinde
Parkin’in yiiksek oranda korunmus Thr 175’in spesifik olarak PINKI tarafindan fosforile
edildigini  gostermislerdir. Ayrica bu fosforilasyonun Drosophilada Parkin’in

mitokondriyal translokasyonu i¢in kilit rol oynadigi da gdsterilmistir (Kim et al., 2008).

2.2.3.2. Mitokondri Dinamigini Etkileyen PH ile iliskili Diger Genler

Her ne kadar Parkin ve PINKI1’in mitokondriyal dinamik iizerine etkisi detayh
olarak ¢alisilmis olsa da PH ile iligkili diger genlerin de mitokondri homeostaz: ile iliskisi

oldugu bilinmektedir (Cizelge 2.4.)

2.2.4. Post-Translasyonal Modifikasyonlar ve Ubikuitin Proteozom Sistem (UPS)
Bozuklugu

Proteomun karmasiklig1 ve cesitliligi geri doniisiimlii olarak kovalent translasyon
sonrast modifikasyon (PTM) ile artmaktadir. PTM’ler farkli formlarda olabilir. PTM
proteinlerin konformasyonunu, aktivitesini ve etkilestigi diger protein partnerlerini
degistirmektedir. Hiicre igsel ve digsal faktorlere karsi protein ekspresyon seviyesini
diizenlemek yerine bazi proteinlerini PTM ile modifiye ederek cevap verir. Fosforilasyon
en yaygim goriilen geri doniisiimlii PTM’dir (Johnson and Barford, 1993). Okaryotlarda
proteinler serin, treonin ve tirozin amino asitlerinden, prokaryotlarda ise histidin, arjinin ve
lizin amino asitlerinden fosforile olmaktadir (Dissmeyer, 2011). 520°den fazla kinaz ve

120°den fazla fosfotaz bulunan 6karyotik hiicrelerde fosforilasyon ve defosforilasyon insan
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proteomunun dinamik yapisini anlama adina 6nemlidir (Manning et al., 2002).

PTM’ler yalniz fosforilasyon, siilfirilasyon, asetilasyon ve metilasyon gibi kii¢iik
kimyasal gruplarin eklenmesiyle gerceklesmez ayni zamanda ubikuitin (Ub) eklenmesi ile
de olmaktadwr. Ubikuitin ilk olarak 1975 yilinda tanimlanmistir (Glickman and
Ciechanover, 2002). Ubikuitin primer yapisi ylksek oranda korunmus 76 amino asitten
olusan 8433 daltonluk kiiciik bir proteindir. Yiiksek sicakliga dayanikli globular olan bu
protein notral pH’da yliksek oranda ¢6ziilmiis ve katlanmis olup yapisi kararhidir. Tiim
okaryotlarda bulunmaktadir ve hiicre i¢1 proteolizde yikim belirteci olarak gorev
yapmaktadir (Tanaka et al., 2004).

Ubikuitinasyon en yaygin PTM’lerden biridir ve proteinin stabilitesini,
lokalizasyonunu, aktivitesini ve yar1 Omriinii diizenlemektedir (Shi et al., 2011).
Okaryotlarda hiicresel proteinler lizozomlarda ATP gereksinimi olmadan ortadan
kaldirilirken, sitozolde ATP bagimli Ub aracili sistem ile yikilmaktadir. Yanlis katlanmis
ve kisa Omiirlii hiicre i¢i proteinlerin Ub araciligr ile yikimi ubikuitin proteozom sistemi
(UPS) ile ger¢eklesmektedir (Gliney, 2002).

UPS hiicre dongiisii progresyonu, DNA onarimi, sinyal iletimi, transkripsiyonun
diizenlenmesi, immiin yanit, hiicre 6limii (apoptozis), hiicresel strese cevapta ve protein
homeostaz1 gibi 6nemli biyolojik siireclerde gorev almaktadir (Giiney, 2002; Tanaka et al.,
2004). UPS, PH gibi ndrodejeneratif hastaliklarin etiyolojisi ile de iliskilidir. UPS ile
yanlis katlanmis ve c¢okelti olusturacak proteinlerin yikimi yapilmakta bdylece ndron
hiicrelerinde toksin birikimi engellenmektedir (Chan et al., 2011).

Ubikuitinasyon, ubikuitinin proteine enzimatik reaksiyonlar sonucu kovalent
baglanmasi ile ger¢eklesir. Ubikuitinasyonun biyokimyasal mekanizmasi kisaca su sekilde
Ozetlenebilir. (1) Ubikuitin aktive edici enzim olan E1 sistein amino asidi ile ubikuitinin
karboksil ucundaki glisin 76 arasinda yiiksek enerjili tioester bagi olusturulur. (2) Aktive
olan ubikuitin, ubikuitin konjige edici enzim olan E2’nin sistein amino asidine transfer
edilir. (3) E3 ubikuitin ligaz enzimi araciligi ile ubikuitin karboksil ucundaki glisin
dizisinden, eklenecegi substratin amino ucundaki lizine kovalent olarak baglanir (Sekil
2.3.). Substratlar tek ve ya coklu Ub baglanmasi ile modifiye edilmektedir. Coklu
poliubikuitin zinciri bu reaksiyonun tekrari ile ger¢eklesmektedir (Shi et al., 2011; Tanaka

et al., 2004).
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Cizelge 2.4. Parkinson Hastalig1 ile iligkili mitokondri dinamigini etkileyen genler ve

mitokondri fonksiyonu tlizerine etkisi

PH ile iliskili genler Mitokondri fonksiyonu iizerine etkisif Referans
Overekspresyonu sonucu
Mitokondriyal fragmentasyon (Chinta, et
a-Synuclein (PARK1/4)
Kompleks I bozulmasi al., 2010)
Mitofajinin artmast
Mitofajiye aracilik etmektedir
(Deng et al.,
Mitokondriyal fiizyon/fisyon (ayrilma) hatalar 2008

Parkin (PARK?2) Azalmis Kompleks I ve [V aktivitesi
Narendra et
ATP seviyesinin azalimi
al., 2008)
Azalmis antioksidant kapasitesi
Mitokondriyal flizyon/fisyon hata
(Deng et al.,
ATP seviyesinin azalimi
PINK1 (PARKS6) 2008; Lutz
Mitokondriyal DNA iceriginin azalmasi
et al., 2009)
Oksidatif strese hassasiyetin artmasi
Mitokondriyal fragmentasyon
(Irrcher et
Membran potansiyelini azalmasi
al., 2010;
DJ-1 (PAK7) Kompleks I bozulmasindan dolay1 solunum
Thomas et
oraninin azalmast
al., 2011)
Mitokondriyal ROS iiretiminin artmasi
Bilinmemekle birlikte mitokondriyal (Saha et al.,
LRRK2 (PARKS)
disfonksiyonuna kars1 korumakta 2009)
Mitokondriyal ROS iiretiminin artmasi
Membran potansiyelini azalmasi (Kieper et
HtrA2/Omi (PARK13)
Mitokondriyal fiizyonun Opal iliskisi ile al., 2010)

artmasi
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Poliubikuitin zinciri yeni eklenecek ubikuitinin karboksil ucunun bir Onceki
ubikuitinin lizin dizisine baglanmasi ile gergeklesir. Bir ubikuitin molekiiliinde 7 tane lizin
bulunmaktadir ve her biri poliubikuitinasyon i¢in konjugasyon bdlgesi olarak gorev
alabilmektedir (Peng et al., 2003). Ubikuitinasyon K11 ve K48 amino asitleri {izerinden
olursa proteinler poliubikuitinasyona ugrayarak 26S proteozom iizerinden parcalanirlar.
Eger ubikuitinasyon K48 amino asiti {izerinden gerceklesirse protein monoubikuitinasyona
ugrar ve degrede olmak yerine hiicrede baska roller {istlenir. Bu roller arasinda hiicre
sinyal metabolizmasinda ve DNA onariminda oynanan roller en belirgin olanlaridir (Hoege
et al., 2002; Krappmann and Scheidereit, 2005). Insan proteomunda 500’den fazla E3
protein ligaz bulunmaktadir. E3 protein ligaz bollugu hiicrede protein yikiminda
spesifisitenin bu proteinlerce saglandigimi gostermektedir.

2.3.  Parkin lliskili Parkinson Hastalig

Otozomal resesif ve erken baglayan formdaki PH’nin en yaygin sebebi park?2
genindeki mutasyonlardir. Vakalarm ¢ogunlugu homozigot mutasyonlardan, bir kismi
monoalelik mutasyonlardan ¢ok az bir kismi ise compound heterozigot mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir (Hedrich et al., 2004; Klein et al.,2007).

Parkin mutasyonu tasiyan bireylerde diger Parkinson tiplerinden farkli olarak
hastaligin erken evresinde distoni ve hiperfleksi goziikkmektedir (Lucking et al., 2000).
Diger erken baslangicli PH ile karsilastirildiginda hastaligin ilerleyisi daha yavastir
(Lucking et al., 2000). Klinik semptomlar genellikle sporadik PH semptomlarindan ayirt
edilemez ve Levo-dopaya yanit diger PH tiplerinde oldugu gibidir. Simdiye kadar birkag
Parkin bagimli PH vakasmin noropatolojisi incelenmis, park? genindeki homozigot
delesyon ve SN ve coeruleus’daki dopaminerjik ndron kaybi gdsterilmistir (Hayashi et al.,
2000; Ishikawa and Takahashi, 1998; Matsumine et al., 1998; Mori et al., 1998).

Onciil ¢alismalarda Parkin  mutasyonu olan hastalarda LC olusumu
gosterilememisken daha sonraki caligmalarda Parkin bagimli LC olusumu literatiirde rapor
edilmistir (Mori et al., 1998). Gelecek caligmalarda otopsi sayismin artmasi hastaligin

noropatholojisi hakkinda daha kesin sonuglar almamizi saglayacaktir.
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2.3.1. Park2 Geni

Insan genomunda 6q25.2-q27 kromozomal bdlgesinde bulunan ve Parkin proteinini
kodlayan park2 geni (GenBank erisim numarast: EF375726.1) simdiye kadar belirlenmis
en biiyiik 2. gendir. Gen 12 ekzona sahiptir ve biiyiikliigii 1.4 Mbg¢’dir. izole edilmis cDNA
klonu tizerinde bulunan park2'ye ait okuma cercevesi 1395 bg bir DNA pargasidir (Kitada
et al.,, 1998; Matsumine et al., 1997). Parkin katalitik aktivitesini azaltan ya da yok eden
degisimler; tek baz degisimleri, splice bolge mutasyonlari, nokta mutasyonlari, kiigiik-
biiyiik delesyonlar ve ekzon delesyonu ile tranke protein olusumudur. Otozomal resesif
erken baslangigli Parkinson hastalarmmin % 50’sinde Parkin mutasyonu belirlenmistir
(Lucking et al., 2000). Parkin geninde simdiye kadar 214 mutasyon tanimlanmistir ve
bunlarin 128’1 patojenik  olarak  smiflandirilmistir.  (http://www.molgen.vib-
ua.be/PDmutDB).

Parkin yalnizca insan, sigan ve fare gibi omurgalilarda degil C.elegans ve D.
melanogaster gibi omurgasizlarda da bulunmakta olup evrimsel siirecte ileri derecede
korunmustur (Haywood and Staveley, 2004).

Farkli dokularda farkli miktarda ifade edilen Parkin 6zellikle beyin, kalp, testis ve
iskelet kaslarinda yiiksek oranda ifade edilmektedir. Park2 gen ifadesi beyin dokusunda
SN dahil olmak iizere farkli bolgelerde de olmaktadir. (Kitada et al., 1998).

2.3.2. Parkin Proteini

E3 ubikuitin ligaz aktivitesine sahip olan Parkin proteini (Swiss-Prot erisim
numarast: 060260) 456 aminoasitten olugmaktadir ve 52 kDa biiyiikligiindedir (Sekil
2.4.). Proteinin fonksiyonel olarak amino ucunda ubiquitin-like domain (UBL), sisteince
zengin unique parkin domain (UPD ya da RINGO), karboksi ucunda ise iki adet really
interesting new gene (RINGI ve RING2) domain, arasinda in-between RING (IBR)
domain bulunmaktadir (Hristova et al., 2009; Shimura et al., 2000). Amino ucunda
bulunan UBL (1-76 amino asit arasi) ubikuitin ile amino asit seviyesinde % 62 oraninda
benzerlik gostermektedir (Kitada et al., 1998) ve Parkin ekspresyonun kontroliinde (Finney
et al.,, 2003), substrat tanima (Shimura et al., 2000) ve 26S proteazom alt {initesi olan
Rpnl0 ile etkilesim agisindan 6nemlidir (Sakata et al., 2003). UBL ve RINGO domainleri
Parkin aktivitesi i¢in degil aktivitenin diizenlenmesi i¢in gereklidir. RING-IBR-RING
domainine TRIAD ve ya DRILL domaini de denilmektedir. Bu domain E2 ve substratlara

baglanir. Bu bolge proteinin RING-finger tip E3 ligaz ailesine {iye olmasini saglamaktadir.
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RING domainindeki ¢inko, sistein ve histidin dizilerini baglar. Klasik DNA’ya baglanan
¢inko parmak motifinin aksine RING domainleri protein-protein iliskileri i¢in ylizey
hazirlamaktadirlar. RING domainleri okaryotlarda oldukc¢a yaygindir ve hiicre kokeni
belirlenmesinde kullanilirlar (Tanaka et al., 2004). Ayrica onkogenez ve embriyogenez
gibi birgok farkli metabolik olayda da rol aldiklar1 bilinmektedir (van der Reijden et al.,
1999). Parkin’in E3 ligaz aktivitesi RING2 domaininden gelmektedir (Matsuda et al.,
20006).

Parkin hasarli ve ya yanlis katlanmis proteinlerin proteozomal degredasyonu i¢in
ubikuitinin eklenmesini saglar (Shimura et al., 2000). Boylece proteozom bagimli proteoliz
olur. Parkin proteinin proteozomal yoldaki roliine ek olarak néron koruyucu gorevide
vardir. Boylelikle dopaminerjik dejenerasyona karsi hiicreyi korumaktadir (Klein et al.,
2006; Petrucelli et al., 2002). Parkin’in bir diger fonksiyonu ise mitokondri fonksiyonunu
diizenlemektedir. Parkin mtDNA’sma baglanarak mitokondriyal transkripsiyonu ve
replikasyonu arttirmaktadir (Kuroda et al., 2006; Rothfuss et al., 2009). Ayrica Parkin’in
zar proteinlerinin endositozunda, protein se¢cim ve trafiginde (Fallon et al., 2006) DNA
tamirinde (Kao, 2009b), transkripsiyonel regiilasyonda (Okui et al., 2005), kanserlesmede
(Devine et al., 2011) potansiyel etkisinin oldugu bilinmektedir ve bu etkilerin nasil
gerceklestigine dair olan hiicresel mekanizmalar arastirilmaya devam etmektedir (Abbas et
al., 1999). Parkin ligaz fonksiyonundan bagimsiz olarak, gen transkripsiyonunda p53 gibi
repressor gorevi de gormektedir (da Costa et al., 2009).

Hiicre icerisinde genel olarak sitopldzmada (Shimura et al., 1999) lokalize olan
Parkin trans-golgide (Kubo et al., 2001), aktin ve tubilin flamentlerinde (Huynh et al.,,
sinaptik vezikiillerde (Fallon et al., 2002; Huynh et al., 2003; Ren et al, 2003) ve
endoplazmik retikulumda (ER) (Kasap ve ark., 2009) bulunmaktadir.

Parkin aktivitesi, kendi kendini inhibisyon (oto-inhibisyon) ve eksternal
interaksiyonlar ile diizenlenmektedir. Parkin in vitro ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda oto-
ubikuitin aktivitesi gostermektedir (Shimura et al., 2000; Zhang et al., 2000). Yabani tip
Parkin’in oto-inhibisyonu iki sekilde olmaktadir. (1) Amino ucundaki UBL domaininin
proteinden tamamen kesilerek uzaklastirilmasi ile (2) UBL domaininin karboksi ucundaki
RING domainden konformasyonel olarak uzaklastirilmas: ile (Chaugule et al., 2011).
Parkin’in etkilesimde oldugu bir¢cok eksternal interaksiyon partnerlart bulunmaktadir ve
bunlar proteinin aktivitesini etkileyebilmektedirler. Ornegin kinaz aktivitesine sahip olan
PINK1’in Parkin’i fosforile ederek mitokondriyal dinamigi diizenlemesi gibi (Sha et al.,

2010).
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Simdiye kadar Parkin’in farkli protein komplekslerine katildigi arastirmacilar
tarafindan gosterilmistir. Xiong ve arkadaslar1 katlanmamis proteinlerin degredasyonunu
indiiklemek i¢in Parkin’in PINK1 ve DJ-1 ile kompleks olusturdugunu sdylemislerse de bu
etkilesim tam olarak kanitlanamamistir (Xiong et al., 2009). Staropoli ve arkadaslar1 ise
siklinE’nin ubikuitilenmesi ve proteozomal degredasyonu i¢in Parkin’in Skp1-Cullin-Fbox
(SCF)-like kompleksin bir tiyesi oldugunu séylemislerdir (Staropoli et al., 2003). Parkinin
olusturdugu bir diger potansiyel kompleks ise PaelR’nin tekrar katlanma veya
degredasyonu i¢in saperon Hsp70 ve U-box protein CHIP ile yaptig1 komplekstir (Imai et
al., 2002).

Parkinin E3 ubikuitin ligaz aktivitesi negatif ve ya pozitif olarak farkli regiilator
proteinler ile diizenlenmektedir. 14-3-31 ve BAGS5 proteinlerinin Parkin’in oto-inhibisyon
konformasyonunu sabitleyerek ve ya E2 ve olas1t substratlarin baglanma bolgelerini
bloklayarak negatif regiilator olarak etki ettikleri gosterilmistir (Kalia et al., 2004; Sato et
al., 2006). Kiiclik ubikuitin benzeri protein olan SUMO-1 ise Parkin’inin niikleusa
lokalizasyonunu ve oto-ubikuitinlenmesini arttirarak proteinin fonksiyonunu pozitif olarak
diizenlemektedir (Um and Chung, 2006). Ayrica Epsl5 ve Endophilin-1A gibi UBL
domaini ile etkilesen proteinler de oto-inhibisyonu engelleyerek Parkin’in kendi kendine
ubikuitinlenmesine olanak saglamaktadirlar (Fallon et al., 2006; Trempe et al., 2009).

Fosforilasyon, S-nitrolizasyon, oksidasyon ve ubikuitinasyon Parkin PTM’leridir ve
bunlar proteininin fonksiyonunu etkilemektedirler. Parkin; kazein kinaz-1, protein kinaz A,
protein kinaz C, siklin-bagimli kinaz 5 (cdk5), c-Abl ve PINKI tarafindan
fosforillenmektedir (Imam et al., 2011; Y. Kim et al., 2008; Ko et al., 2010). Ilgingtir ki,
Parkin’in PINKI ile fosforillenmesi hari¢ diger proteinler ile fosforilasyonu proteinin
aktivitesini engellemektedir (Trempe et al., 2009).

Parkin sistein amino asidi agisindan olduk¢a zengindir ve bu amino asit
nitrilizasyon i¢in uygun bir amino asittir. Yapilan ¢alismalar S-nitrolizasyonun Parkin’in
fonksiyonunun kaybolmasina sebep oldugunu gostermistir (Chung et al., 2004; Yao et al.,
2004). Ayn1 sekilde Parkin oksidasyonu proteinin c¢oziiniirligline, agregasyon ve
degredasyon o6zelliginin degisimine dolayis1 ile proteinin fonksiyonunun bozulmasina
sebep olmaktadir (Winklhofer et al., 2003). Parkin’in oto-ubikuitinlenmesi normal
sartlarda hiicrede gergeklesen bir olaydir fakat yiiksek oranda ubikuitinlendigi zaman
proteozom bagimli sekilde degrede edilmektedir (Chaugule et al.,, 2011; Meng et al.,
2011).
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Cizelge 2.5. Parkin ile etkilesime girerek aktivitesine negatif ve ya pozitif etki eden
regiilator proteinler

Etkiledigi
Proteinler Referans
Yolakla
Signal regulation
14-3-3n ' _ (Sato et al., 2006)
(Negatif etki)
Co-chaperone '
BAGS ' _ (Kalia et al., 2004)
(Negatif etki)
CHIP Saperon (Imai et al., 2002)
LRRK2 Kinaz (West et al., 2005)
(Xiong et al.,
DJ-1 mutantlar1 Redox protein?
2009)
Mitokonriyal (Moore et al.,
PINK1
kinase 2005)
. _ (Um and Chung,
SUMO (Pozitif etki)
20006)
(Fallon et al.,
Epsl5 (Pozitif etki)
20006)
(Trempe et al.,
Endophilin-1A (Pozitif etki)

2009)

BAGS: Bcl-2 associated anthanogene 5, CHIP: Carboxyl terminus of the Hsc70 interacting
potein, LRRK2: Leucin rich repeat kinase 2, PINKI1: PTEN-induced kinasel, SUMO:
Small Ubiquitin-like Modifier, Eps15: Epidermal growth factor receptor substrate 15.
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2.3.3. Parkin iliskili Proteinler

Parkin’in gergek substratlarin1 belirlemek onun fonksiyonunu ve hastalik
olusumundaki etkisini anlamak adma c¢ok onemlidir. Parkin’in etkilestigi birden fazla
substrat vardir. Ik olarak Zhang ve arkadaslar tarafindan belirlenen substrat septin olarak
da adlandirilan ve ¢ogunlukla sinir sisteminde ifade edilen ve sinaptik vezikiillerde gorev
alan CDCrel-1 dir (Zhang et al., 2000). CDCrel-1 in adenovirus yardimiyla yapilan viral

transdiiksiyon sonucu norodejenerasyonu indiikledigi bulunmustur (Dong et al., 2003).

Parkin birden fazla E2 ubikuitin konjuge edici enzim ile iliski halindedir. insanda
bulunan UbcH7, UbcH8 ve UbcH13/Uevl E2 enzimlerine ek olarak ER’da bulunan Ubc6
ve Ubc7 ile de etkilesimi vardir (Cizelge 2.6.) (Doss-Pepe et al.,2005; Imai et al., 2001;
Matsuda et al., 2006; Zhang et al., 2000). Etkilestigi E2 6nderliginde substratlara ubikuitin
ekleyerek farkli hiicresel fonksiyonlar1 yiiriitmektedir. E2/E3 kompleksi substrati K48’den
polyubikuitine ederek proteozomal degredasyona yollamaktadir.

Parkin 26S proteozom alt iinitesi olan Rpnl0 ile de UBL domaini vasitasiyla
etkilesim halindedir. Bunlara ek olarak Parkin’in etkilestigi ¢ok cesitli olasi substratlar
mevcuttur. Bunlar cell division control-related protein (CDC-rel-1 ve CDC-rel2a), O-
glikolizlenmis a-siniiklein (aSp22), a-siniiklein interaksiyon protein (synphillin-1),
synaptotagmin XI, dopamine transporter (DAT); hiicre dongiisiinii kontrol eden proteinler
siklin E, amino acyl tRNA subunit p38/JTV-1, o/B tubilin gibi hiicre iskeleti proteinleri,
RanBP2 gibi niiklear eksport proteinleri, Eps-15 ve parkin associated endothelin-like
receptor (Pael-R) gibi sinyal transdiiksiyon proteinleri, EGF reseptor proteinleridir
(Cizelge 2.7.). Parkin’in fonksiyonunun bozuklugu depolarize ve fragmente mitokondri ile
iliskilendirilmistir. iki farkhi calisma grubu mitokondriyal fiizyon igin gerekli olan
Mitofusin 1 ve 2’yi Parkin’in olasi substrati olarak belirlemislerdir (Gegg et al., 2010;
Poole et al., 2010). Olas1 Parkin substratlar1 ve i¢inde olduklar1 yolaklar Cizelge 2.7.’de

verilmistir.
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Cizelge 2.6. Parkin’in etkilestigi E2 konjuge edici enzimler ve calisilan model

organizmalar
E2 Model Organizma Referans

UbcH7 Hiicre kiltiira (Shimura et al, 2000;

ve UbcHS8 Insan beyni Shimura et al., 2001; Zhang
et al., 2000)

UbcH7

UbcH6, UbcH7 Hiicre kiiltiirii (Imai et al., 2001)

UbcH13/Uevl In vitro (Doss-Pepe et al, 2005;
Matsuda et al., 2006)

E2

Ubc: ubiquitin conjugating enzyme E2, Uevla:
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Cizelge 2.7. Olas1 Parkin substratlar1 ve gorevleri

Substrat Biyolojik yolak Referans
S _ (Zhang et al.,
SEPTS5 (CdCrel-1) | Sinaptik fonksiyon
2000)
Norodejenerasyon (Chung et al.,
Synphilin-1
@) 2001)
(Shimura et al.,
aSP22 ?
2001)
SEPT4 (CDCrel- (P. Choi et al.,
Sinaptik fonksiyon
2) 2003)
Hiicresel sinyal (Imai et al.,
Pael-R
transdiiksiyonu 2001)
Hiicre siklusu (Staropoli et al.,
Siklin E
kontrolii 2003)
o ‘ (Corti et al.,
p38/JTV-1 Protein biyosentezi
2003)
_ S _ (Huynh et al.,
Synaptotagmin XI | Sinaptik fonksiyon
2003)
' ' (Ren et al.,
o/B-tubulin Hiicre iskelet yapis1
2003)
ST-polyQ N y (Tsai, et al.,
‘o orotoksisite
proteinleri 2003)
Dopamine ' (Jiang, et al.,
Norotransmisyon
transporter 2004)
(Okui et al.,
HA-SIM2 Transkripsiyon
2005)
FBP1 Transkripsiyon (Ko et al., 2006)
(Fallon et al.,
Eps15# Endositoz
20006)
Nuklear
RanBP2 ' (Um et al., 2006)
import/SUMOlasyo
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(Henn et al.,
IKKy ve TRAF2 | NF-kB sinyal yolagi
2007)
(Joch et al.,
PICK1 Sinaptik fonksiyon
2007)
DJ-1(L166P (Olzmann et al.,
Norotoksisite
mutant) 2007)
Apoptozis/hiicre (Fukae et al.,
PDCD2-1
proliferizasyonu 2009)
(D. Chen et al.,
Bcl-2 Anti-apoptozis
2010)
VDACI1/p62- . (Geisler et al.,
Otofaji/mitofaji
SQTMI 2010)
(Gegg et al.,
Mitokondriyal 2010; Poole et

Mitofusins 1 ve 2 o
fiizyon (birlesme) | al., 2010; Ziviani

et al., 2010)
Mitokondriyal (H. Wang et al.,

Drpl
fizyon (ayrilma) 2011)
(Shin et al.,
PARIS Transkripsiyon
2011)
MIRO

Mitokondriyal (X. Wang et al.,
fonksiyon 2011)

SEPTS5 (CDCrel): cell division control-related protein, aSp22: O-glycosylated a-
synuclein, Pael-R: Parkin associated endothelin-like receptor, p38/JTV-1: Aminoacyl
tRNA synthase complex-interacting multifunctional protein 2, SIM2: single-minded 2,
FBP1: far upstream sequence element-binding protein 1, RanBP2: Ran-binding protein 2,
TRAF2: TNF receptor-associated factor 2, PICK1: Protein kinase C-alpha-binding protein,
DJ-1: Parkinson disease protein 7, PDCD2: programmed cell death 2, Bcl-2: B-cell
CLL/lymphoma 2, VDACI: voltage-dependent anion channel 1, SQTM1: sequestosome 1.
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2.4. Parkinson Hastah@ Arastirmalarinda Proteomiks

Parkinson Hastalig1 bircok farkli model organizma ile ¢alisilmaktadir. Hayvan
modellerinde nérodejenerasyon; neurotoxins 6-hydroxydopamine, MPTP, paraquat,
rotenone veya lipopolisakkaritler gibi proinflamatér molekiiller ile yapilmaktadir. Ayrica
genetik olarak modifiye edilmis hayvanlar gen defekleri caligmak amaci ile
kullanilmaktadir. Hayvan modelleri her ne kadar hastaligin patofizyolojisi hakkinda bilgi
verse de bu modellerin kullaniminda smirlar vardir. Hi¢ bir modelde PH’ya ait insanda
goriilen klinik semptomlar tiimiiyle goriilmemektedir. Her ¢alisma grubu kendi hayvan
modelini olusturmaktadir ve bunun bir standard: yoktur (Blandini and Armentero, 2012).

Norodejenerasyon caligmalari i¢in  hiicresel modeller icerisinde Oncelikle
katekolaminerjik insan ndroblastoma hiicre hatti (SH-SYSY) tercih edilmektedir. SH-
SYSY hiicreleri SK-N-SH hiicrelerinin {i¢iincii alt klonudur ve simpatik adrenerjik ganglia
orijinli noroblastoma metastazi olan hastanin kemik iligi biyopsisinden elde edilmistir
(Biedler et al, 1973). Bu hiicreler tirozin ve dopamin-f-hidroksilaz eksprese
edebildiklerinden dolayr dopamin (DA) ve norepinefrin (NA) sentezleyebilmektedirler
(Oyarce and Fleming, 1991). Ayrica DA homoestazini diizenleyen ve sadece dopaminerjik
noronlarda sentezlenen dopamin transporter (DAT) ve DA reseptorlerini ifade etmektedir
ve bu hiicrelerde DA saklama vezikiilii 6zelligi bulunmaktadir. Bundan dolay1 SH-SY5Y
sitoplazmik DA konsantrasyonu hiicreler arast ortama dopamine eklenmesiyle
artabilmektedir (Takahashi et al., 1994; Xie et al., 2010). Bu nedenle bizim ¢alismamizda
da SH-SYSY hiicre hatt1 kullanilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Besiyerlerin ve Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.1.1. Mueller-Hilton (MH) Agar

Mueller-Hilton (MH) agar (Oxoid), ticari olarak satilan preparatindan iireticinin
tavsiyesine uygun olarak hazirlandi. Besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril
edildikten sonra yaklasik 45-50 °C ye kadar sogutuldu. Besiyeri, plastik petrilere derinligi
3-4 mm olacak sekilde steril bir ortamda dokiildii ve diizgiin bir zeminde sogumaya

birakild..

3.1.2. Luria-Bertani (LB) Si1v1 Besiyeri
Luria-Bertani (LB) (Sigma, ABD), ticari olarak satilan preparatindan iireticinin
tavsiyesine uygun olarak hazirlandi. Besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril

edildikten sonra kullanilmayacaksa + 4 °C’de sakland:.
3.1.3. Zengin Siv1 Besiyeri

Bir litre siv1 besiyeri i¢in; 10 g tripton, 5 g yeast extract, 5 g NaCl, 2 g glukoz
tartild;, 1000 ml’ye saf su ile tamamlandi ve otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril

edildikten sonra kullanilmayacaksa + 4 °C’de sakland:.

3.1.4. Antibiyotikli Besiyeri

Hazirlanan stok antibiyotik konsantrasyonlar: ve kullanilan antibiyotik miktarlari
Cizelge 3.1.’de verilmistir. .

Antibiyotik etkinliginin inhibe olmamasi i¢in besiyeri yaklasik 50 °C’ye
sogutulduktan sonra antibiyotik eklendi. Antibiyotik besiyeri ile iyice karistirildiktan sonra
eger kat1 besiyeri yapilacak ise plastik petrilere yaklasik derinligi 3-4 mm olacak sekilde
dokiilerek steril bir ortamda sogumaya birakildi. Katilasan besiyeri kullanilmayacaksa +4

°C’de sakland1. S1v1 besiyeri ise antibiyotik eklendikten sonra kullanildi

3.1.5. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tampon ¢ozeltiler Cizelge 3.2 verildigi sekilde hazirlanda.
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Cizelge 3.1. Stok antibiyotik konsantrasyonlar1 ve kullanilan miktarlar

100 ml besiyeri
Stok Cahsma icin stoktan
Antibiyotik
konsantrasyonu | Konsantrasyonu kullanilan
miktar
Ampisilin (Sigma, ABD) 0,1 g/ml 100 pg/ml 100 pl
Kloramfenikol (Sigma,
0,1 g/ml 35 pg/ml 35 ul
ABD)
Zeosin (Invitrogen,
0.1 g/ml 100 pg/ml 100 pl
ABD)
Blastasidin (Invitrogen,
0.05 g/ml 5 pg/ml 10 pl
ABD)
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Cizelge 3.2. Kullanilan tampon ¢ozeltiler ve hazirlanisi

Tampon Konsantrasyonu ve Hazirlanisi

Cozelti Adx Miktan

Tris.HCI 1,5M, 100 ml 18,15 g Tris tartilarak 80 ml saf suda
¢oziildi. HCl ile pH 8,8 'e ayarlandi ve

pH 8.8
100 ml’ye tamamlanda.

Tris.HCI 0,5M, 100 ml 6 g Tris tartilarak 80 ml saf suda ¢oziildii.
HCl ile pH 6,8 'e ayarlandi ve 100 ml’ye

pH 6,8
tamamlanda.

TBE 1X, 11t 10,8 g Tris, 5,5 g borik asit, 4 ml EDTA
(0,5 M pH 8,0) 1 1t suda ¢oziilerek
otoklavlandu.

Sodyum asetat | 3M, 10 ml 2,46 g sodyum asetat 10 ml saf suda
¢Ozildii.

Gliserol % 10, 1L 100 ml gliserol 1L su ile karistirildi
otoklavlandi ve + 4 °C’de saklandu.

SDS % 10, 10 ml 1 g SDS tartilip 10 ml saf suda ¢oziildii
ve oda sicakliginda saklandi.

Amonyum % 10, 10 ml 1 g APS tartilip 10 ml saf suda ¢oziildii.

persiilfat (APS)

Filtre edildi ve +4 °C’de saklandi.

Akrilamid / % 30, 100 ml 29,2 g akrilamid, 0,8 g bisakrilamid

bisakrilamid tartilip 100 ml saf suda ¢oziildii. Filtre
edildi ve +4 °C’de saklandu.

SDS-PAGE 5 X, 300 ml 4,5 g Tris, 21,6 g glisin ve 1,5 g SDS saf

Yiiriitme suda ¢oziilerek 5 X tampon 1 X 'e

Tamponu seyreltildi.
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SDS-PAGE 4 X, 8ml 1 ml 0,5 M Tris.HCl pH 6,8, 0,8 ml
Yikleme gliserol, 1,6 ml % 10 SDS, 0,4 ml BME,
Tamponu 0,2 ml BFB (% 0.05) ve 4 ml saf su
karstirildi. 1 X olacak sekilde
seyreltilerek kullanildi.
SDS-PAGE % 40 Metanol, % 10 40 ml metanol ve 10 ml asetik asit
sabitlestirici Asetik asit, 100 ml karistirilarak su ile 100 ml’ye tamamlandi
soliisyon
SDS-PAGE % 0,1 (W/v) SDS-PAGE sabitlestirici soliisyonun
boyama Coomassie mavisi, icerisine 0,25 g Coomassie mavisi
soliisyonu 250 ml eklenerek hazirlandi.
Western Blot 100 ml 0,58 gr Tris, 0,29 gr Glisin, 0,025gr SDS
Transfer (0,375 ml %10 SDS’den) tartilarak 100
Tamponu ml saf suda ¢oziildi.
TBST pH 7.6 25 mM Tris.HCl, 2.42gr Tris, 8gr NaCl, 1ml Tween 20
150 mM NaCl, pH 7.2 | 900 ml saf suda ¢oziildii. pH 7.6’ ya
% 0.1 Tween 20, 1L | ayarlandiktan sonra 1L’ye tamamlandi.
Ponceau S % 0.1 (w/v) 0.1gr Ponceau S ve 0.5 ml asetik asit
boyama karistirilarak 100 ml saf suda ¢oziildii.
soliisyonu
Bloklama %5, 10 ml 5 g bloklama tozu (Blotting Grade
Tamponu Blocker Non-Fat Dry Milk (Bio-Rad,
ABD)), 10 mL TBST i¢inde ¢6ziildi ve
(Western Blot)
filtre kagidindan gecirilerek kullanildi.
HyperFilm Kodak RP X-OMAT | Ureticinin tavsiye ettigi sekilde
Developer LO (Carestream hazirlandi. 140 ml saf su, 50 ml soliisyon
soliisyonu Health, Belcika) A, 2 ml soliisyon B ve 2 ml soliisyon C

ile karistirilarak kullanildi.
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HyperFilm

Kodak RP X-OMAT

Ureticinin tavsiye ettigi sekilde

Fiksleme LO (Carestream hazirlandi. 140 ml saf su, 50 ml soliisyon

sollisyonu Health, Belgika) A ve 10 ml soliisyon B ile karistirilarak
kullanildi.

Amonyum 50 mM, 50 ml 0.22 g NH4Cl, tartilip 50 ml saf suda

Kloriir ¢oziildii ve oda sicakliginda saklandu.

(NH4CL)

Formaldehit % 3,50 ml 100 pl % 37 formaldehit 1113 pl PBS ile
karistirilarak kullanildi.

Triton X-100 % 0,51 ml 5 ul Triton X-100 95 ul PBS ile
karistirilarak kullanildi.

Ubikuitinasyon | 50 mM Tris.HCI pH 1.66 ml 1,5M Tris.HCI pH 8.8’den,

Reaksiyon 8.8,2mM DTT ve 5 0.015 g DTT ve 0.024 g MgCl,

tamponu mM MgCl, 50ml karigtirillip saf su ile 100 ml’ye
tamamlanda.

Kolon Tamponu | 20 mM Tris.HCI pH 0,24 g Tris, 1,16 g NaCl ve 0,037 g

Parkin-MBP tag

fiizyon proteini

7.5,200 mM NaCl, 1
mM DTT ve 100 uM
ZnSO4 100 ml

EDTA 80 ml saf suda ¢6ziildi. pH 7,4
olarak ayarlandi ve 100 ml’ye

tamamlandi.

saflagtirma
2DE- 8 M iire, 50 mM DTT, | 24 gr iire, 1 gr CHAPS, 0.385 gr DTT,
Rehidrasyon % 2 (w/v) CHAPS, % | 250 ul Amfolit (% 40) ve 0.5 mg

ornek tamponu

0.2 (w/v) Amfolit pH
3-10, % 0.001
Bromofenol mavisi 50

ml

Bromofenol mavisi karistirilip saf su ile

50 ml’ye tamamlandi.

2DE stripleri
yikama

tamponu [

6 M iire, 0.375 M
Tris. HCl pH 8.8, % 2
SDS, % 20 gliserol, %
2 (w/v) DTT 250 ml

90.15 griire, 62.5 ml 1.5M Tris.HCI
pH8.8, 5 gr SDS, 50 ml gliserol, 5 g DTT
karistirilip saf su ile 250 ml’ye

tamamlandi.
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2DE stripleri

6 M iire, 0.375 M

90.15 griire, 62.5 ml 1.5M Tris.HCI

yikama Tris. HCl pH 8.8, % 2 | pHS8.8, 5 gr SDS, 50 ml gliserol, 6.25 gr
tamponu 11 SDS, % 20 gliserol, % | iyoda asetamid karistirilip saf su ile 250
2.5 (w/v) iyoda ml’ye tamamlandi.
asetamid
DIGE liziz 30 mM Tris, 7 M iire, | 0.9 gr Tris, 105 g iire, 38 g thioiire, 0.26
tamponlar1 2 M Thioiire, 5 mM gr Magnezyum Asetat karistirilip saf su

Magnezyum Asetat, % | ile 250 ml’ye tamamlandi. Alikotlara

4 (w/v) CHAPS pH ayrilarak -80 °C’de saklandu.

8,5 250ml Kullanilacak ise CHAPS % 4 olacak
sekilde tartilip karisima eklendi ve pH’s1
pH kagidi kullanilarak 8.5’a ayarlanda.

DIGE 2 X 6rnek | 8 M iire, 130 mM 0.96 gr iire, 0.04 gr DTT, 0.08 gr
tamponu DTT, % 4 (w/v) CHAPS, 100 ul Amfolit (% 40) 2 ml saf

CHAPS, % 2 (v/v)

su ile karistirilarak kullanildi.

Amfolit, 2 ml

Formik asit % 1, 50 ml 0.5 ml formik asit 49,5 ml saf suya
eklendi ve oda sicakliginda saklandi.

Asetonitril % 2,50 ml 1 ml asetonitril 49 ml saf suya eklendi ve
oda sicakliginda saklandi.

Asetonitril % 40, 50 ml 20 ml asetonitril 30 ml saf suya eklendi
ve oda sicakliginda saklandi.

Amonyum 50 mM, 10 ml 40 mg AmBic tartilip 10 ml saf suda

Bikarbonat ¢oziildii ve oda sicakliginda saklanda.

(AmBic)

Iyoda Asetamid | 50 mM, 10 ml 92.5 mg IAA tartilip 10 ml 50 mM

(TIAA) AmBic ile ¢oziildii. Her seferinde taze

hazirlanip kullanildi.
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DTT 10 mM, 10 ml 15.4 mg DTT tartilip 10 ml saf suda
¢Oziildii ve her seferinde kullanilmadan
hazirlandi.

L-Lizin 10 mM, 1 ml 0.146 g L-Lizin tartilip 1 ml saf suda
¢oOziildii ve - 20 °C’de sakland..

Sodyum Florid | 0.1 M, 50 ml 0,21 gr NaF tartilip 40 ml saf suda

pH 7.2 (NaF) ¢oziildii pH 7.2 'e ayarland1 ve 50 ml’ye
tamamlanip filtre edildi ve +4°C’de
sakland1.

Pro-QR 50 mM Sodyum 50ml 1 M Sodyum Asetat pH 4’den, 200

Diamond Asetat pH 4, % 20 ml Asetonitril ile karistirilip saf su ile

destaining Asetonitril 1000 mI’ye tamamland:.

soliisyonu
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3.2.  Kullamlan Niikleik Asit Teknikleri
3.2.1. Kandan RNA izolasyonu

Kandan RNA izolasyonu, ticari olarak satilan QIAamp RNA Blood Mini Kit
(Qiagen, ABD) kullanilarak iireticinin tavsiyesine uygun olarak gergeklestirildi. Kullanilan
prosediir 6zetle soyledir. Taze aliman 1ml kan, 5 ml eritrosit patlatan (EL) tampon ile
karistirilip buz {izerinde 15 dakika ara ara karistirilarak bekletildi. Karisim 400 xg’de + 4
°C’de 10 dakika santrifiij edildi ve tist kisim atild1. Dipte olusan ¢okelek tekrar 2 ml EL ile
¢Oziildii, 400 xg’de + 4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi ve tist kisim atildi. Cokelek 0.142
M betamerkaptoetanol (BME) igeren 600 ul 16kosit patlatan tampon (RLT) icerisinde pipet
yardimiyla lizize ugratildi ve temizleme amacli, QIAshredder spin kolondan geg¢irildi. Altta
kalan sivi kisma, 600 ul RNase icermeyen % 70 etanol eklenerek nazikc¢e karistirildi ve
RNA’y1 uygun sartlarda baglayabilen QlAamp spin kolonuna yiiklenerek 8000 xg’de 15
saniye santriflij edildi. Her seferinde kolon temiz 2 ml’lik tiiplere aktarildi. Kolona 700 pl
RW1 tamponu eklendi ve 8000 xg’de 15 saniye santrifiij edildi. Kolona baglanan 6rneklere
DNasel muamelesi i¢in 70 ul RDD (DNasel tamponu) tamponu igerisinde 10 pl DNasel
(1500 Kunits/units) konulan soliisyon eklenerek oda isisinda 15 dakika bekletildi. Siire
sonunda 700 pl RW1 tamponu ile 8000 xg’de 15 saniye santrifiij edildi. Alt kisim atilarak
kolon 500 pul RPE (yikama) tamponu ile 8000 xg’de 15 saniye ve 3 dakika olmak tizere iki
kez yikanarak santrifiij edildi. Kolon 1 dakika da yiiksek hizda cevrildikten sonra temiz
tiipe alind1 ve RNA 35 ul RNase icermeyen su ile kolondan indirildi.

3.2.2. ¢cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’dan cDNA sentezi RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas, EU) kiti ile yapildi. Cizelge 3.3.’de igerigi verilen tiim reaksiyon buz iizerinde
hazirlandi. Karisim 6nce 90 °C’de 1 dakika 1sitildi, daha sonra buz {lizerine almarak
icerisine 1 pl RiboLock™ RNase Inhibitor (20 u/ul) ve 1 pl RevertAid™ M-MuLV
Reverse Transcriptase (200 u/ul) eklendi ve reaksiyonun 42 °C'de 3 saat gergeklesmesine
izin verildi.

3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), ¢ogaltilmak istenen gen bolgesi i¢in 6zel
olarak tasarlanan ve uglarinda restriksiyon enzim kesim bdlgeleri bulunan primerler ile

TC-3000 Personel Thermal Cycler (Techne, ABD) cihazi kullanilarak yapildi.
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Cizelge 3.3. cDNA sentez reaksiyonu karigimi

dH,O Sul

5 X Reaction Buffer 4 ul

dNTP Karigim: 10 mM 2ul

Random Hexamer Primer 100 uM (0.2 pg/pl) 1 ul
Oligo (dT);g Primer 100 uM (0.5 pg/ul) 1 ul
RNA Sul
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PZR reaksiyonu karigimi her primerden 5 uM, 1 X Long PZR tamponu, 2.5 mM
MgCl,, her biri 0.25 mM olan dNTP karisimi, 2.5 U Long PZR enzim karisimi
(ThermoScientific, ABD) ve 0.1 pg/ul kalip DNA’dan olustu. Primerler ve PZR sartlar:
Cizelge 3.4’de verilmistir.

3.2.4. PZR Uriiniiniin Temizlenmesi

PZR iirlinii klonlamaya uygun olmasi i¢in High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche, Almanya) ile iireticinin tavsiye ettigi sekilde temizlendi. Toplamda 25 pl olan
PZR iiriinii saf su ile 100 pl’ye tamamlandi ve iizerine 500 ul baglanma tamponu eklendi.
Iyice karistirildiktan sonra High Pure Spin Filter Tube kolona yiiklendi 13 000 xg’de 1
dakika santrifiij edildi ve altta kalan kisim atildi. Kolona sirasiyla 500 pl ve 200 pl yikama
tamponu eklenerek 13 000 xg’de 1 dakika santrifiij edildi ve altta kalan kisim atildi. Kolon
bos olarak 13 000 xg’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra temiz tiipe alind1 ve PZR iirlinii

35 ul eliisyon tamponu ile kolondan indirildi.

3.2.5. Jel Elektroforezi
3.2.5.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Etidyum bromiir iceren % 1’lik agaroz jel hazirlayabilmek i¢in 40 ml 1 X TBE
cozeltisi igerisine 0,4 g agaroz (Prona Basica le Agarose, EU) eklenerek karisim
mikrodalga firinda agaroz tamamen eriyinceye kadar kaynatildi. Daha sonra erimis agaroz
cozeltisi oda sicakliginda 1lik hale gelinceye kadar bekletildi ve igerisine 10 ng/ml stok
etidyum bromiir ¢ozeltisinden 1 pl eklenerek elektroforez tankinda katilasmasi saglandi.
Elektroforez 1 X TBE tamponu igerisinde, 8 V/cm ile 20-30 dakikada tamamlands. Uriinler
UV 15181 altinda goriintiilendi. Olusan DNA bantlar1 molekiiler agirlik belirtecinin bantlari

ile karsilastirilarak degerlendirildi.

3.2.5.2. SDS-PAGE Protein Jel Elektroforezi

Proteinleri molekiiler agirliklarina gére ayirmak icin kullanilan SDS-PAGE protein
jeli yiikleme ve ayirma jeli olarak iki kisimdan olusmaktadir. Eger Cizelge 3.5.’de verilen
konsantrasyonlardan farkli jel konsantrasyonu kullanilacak ise bu konsantrasyonlarin
hesaplanmasi1 i¢in http://www.changbioscience.com/calculator/sdspc.htm web adresinden

faydalanildi.
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Cizelge 3.4. Primerler Listesi ve PZR Sartlar1

Primer ismi Primer Dizisi 5°-...-3° Tm Kullanilan PZR Uriin  Boyu | Kullamm Amaci
({9)] Program ve Dongii Sayisi (b¢)
PARK2 F CCGGATCCGATGATAGTGTTTGTCAGGTTCAACT 52.6 94°C 5 dk Yabani ve mutant
(Kasap ve ark., BamHI 94 °C 30sn Park?2 genini
2009) 57 °C 60sn } 35 1400 gogaltmak
PARK2 R GGAATTCCGCTACACGTCGAACCAGTGGT 58.7 72°C150sn .
(Kasap ve ark., EcoRI 72 °C 20 dk
2009)
PARK2 F-pPAL7 | ATAAGCTTTGACTTCTATGATAGTGTTTGTCAGGTTCAACT 60.1 94 °C 5 dk Ekspresyon galismasi igin
HindIII 94 °C 30sn § (Park2 genini pPAL7
PARK2 R-pPAL7 | GGAATTCCGCTACACGTCGAACCAGTGGT 58.7 57 °C 60sn } 35 1400 vektoriine klonlamak)
EcoRI 72°C150sn
72°C20 dk
GFP-F AAGCTTAAGCTTATGGTGAGCAAGGGCGAGG 57.2 94°C 5 dk Lokalizasyonunu
HindIII  HindIIT 94 °C 30sn : ¢alismasi
GFP-R GGATCCGGATCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG 59.3 57 °C 60sn } 35 717 i¢in (GFP genini
BamHI  BamHI 72°C150sn ¢ogaltmak)
72°C 20 dk
PARK2 FBam GGATCCGGATCCATGATAGTGTTTGTCAGGTTCAACT 50.8 94°C 5 dk Lokalizasyon
BamHI BamHI 94 °C 30sn ¢alismasi
PARK2 R GGAATTCCGCTACACGTCGAACCAGTGGT 58.7 57 °C 60sn } 35 1400 i¢in (Park2 genini
(Kasap ve ark., EcoRI 72 °C 150sn ¢ogaltmak)
2009) 72°C20 dk
pMalPark3F GAATTCGAATTCATGATAGTGTTTGTC 20.6 94 °C 5 dk Ekspresyon calismasinda
EcoRI  EcoRI 94 °C 30sn - igin
pMalPark3R AAGCTTAAGCTTCTACACGTCGAACC 29.6 54 °C 60sn } 35 1400 (Park2 genini pMAL-c4x
HindlII  HindIII 72 °C 150sn J vektoriine klonlamak)
72°C 20 dk
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Iki ucu agik dikddrtgen cam plakalar arasma dnce ayirma jeli iistten iic cm bosluk
kalacak sekilde dokiildii. Ust yiizeyine az miktarda izopropanol pipet ile eklendi. Jel
polimerize olduktan sonra izopropanol saf su ile uzaklastirildi. Kurutma kagidi ile cam
plakalar arasi temizlendi ve ayirma jeli eklenerek yiikleme tarag: yerlestirildi. Polimerize
olan jel tanka konuldu ve SDS-PAGE yiiriitme tamponu eklendi. Yiiklenmek istenen
protein ¢Ozeltisinin lizerine hacmine gore 4 X yilikleme tamponu 1 X olacak sekilde
eklendi. Protein ¢ozeltileri 95 °C’de 3 dakika kaynatilarak buz iizerine alind1 ve kisa bir
santrifiijden sonra mikropipet yardimiyla kuyucuklara yiiklenerek 180 V’da 60 dakika
yiiriitiildii. Yiirime sonunda jel cam plakalardan c¢ikarildi ve 30 dakika sabitlestirici
soliisyonda birakildi. Daha sonra jel Coomassie mavisi (Bio-Rad, ABD) igeren boyama
soliisyonuna alindi ve protein bantlar1 goriiniir hale gelinceye kadar boyamaya devam
edildi (yaklasik 1 saat kadar). Boyadan ¢ikarilan jel % 5 asetik asit iceren boya giderici
cozelti igerisinde gece boyu bekletildi. Goriiniir hale gelen protein bantlari, molekiil
agirliklar1 bilinen standart protein bantlari ile karsilastirilarak degerlendirildi. Jellerin

imajlar1 VersaDoc MP4000 cihazi ile alinarak kaydedildi.
3.2.6. DNA Parcalarimin Agaroz Jelden izolasyonu ve Saflastirlimasi

% 1’lik agaroz jelde yiiriitiilen kesilmis DNA parcalarini jelden izole edebilmek
icin Oncelikli olarak etidyum bromiir icermeyen bir jel hazirlandi. DNA parcalar1 bu jel
lizerine yiiklenirken Orneklerden ikiser kez yiikleme yapildi. Ornegin, marker-6rnekl-
ornek2-bosluk-6rnek1-6rnek2. Jel uygun voltajda yiiriitiildiikten ve bromofenol mavisi
jelin sonuna kadar ilerledikten sonra jel yiiriitme tankindan c¢ikartildi ve bosluk olan
kismmdan kesilerek yarisi etidyum bromiir ile boyamaya alindi. Boyanan parga ile
boyanmayan par¢a bir UV kutusu iizerinde hizalandiktan sonra boyanan parga temel
alinarak boyanmayan jel tizerinden DNA parc¢asinin (PZR iirlinleri) kesimi yapildi. Kesilen
Jel parcalarindan High Pure PCR Product kiti (Roche, Almanya) kullanilarak DNA
parcalarinin izolasyonu yapildi (Kasap, 2007).

3.2.7. DNA Parcalarinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesimi

Agaroz jelden izole edilen PZR iiriinii ve vektorler restriksiyon enzimleri
(Fermentas, ABD) ile kesildiler. Tek, ikili ya da {igli enzim kesimi ayni tiipte
gergeklestirildi ve kesim i¢in ireticinin tavsiye ettigi tampon ¢ozeltiler kullanildi.

Enzimatik kesim reaksiyonlar1 tiim gece 37 °C’de kalacak sekilde gergeklestirildi.
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Cizelge 3.5. SDS-PAGE jel icerigi

Yiikleme Ayirma
Kullamlan Kimyasallar Kullamlan Kimyasallar
Jeli Jeli
Jel yiizdesi (%) 4 Jel yiizdesi (%) 12
% 30 Akrilamid / bisakrilamid 051 % 30 Akrilamid / bisakrilamid 5
(mL) | (mL)
1.5 M Tris.HCI pH 8.8 (mL) 0.375 1 M Tris.HCl pH 6.8 (mL) 1.25
% 10 SDS (mL) 0.03 % 10 SDS (mL) 0.05
% 10 APS (mL) 0.03 % 10 APS (mL) 0.05
Temed (mL) 0.003 Temed (mL) 0.002
Distile Su (mL) 2.04 Distile Su (mL) 1.65
Toplam Hacim (mL) 3 Toplam Hacim (mL) 5
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3.2.8. Etanol Coktiirmesi ile DNA’nin Temizlenmesi

DNA parcalar1 jelden izole edildikten ya da restriksiyon enzimleri ile kesildikten
sonra hacimlerinin 1:10 oraninda 3 M sodyum asetat ve 1 ml % 96 etanol eklenerek kuru
buzda 20 dakika bekletildi. Bekleme sonunda tiipler 20 dakika 13 000 xg’de + 4 °C’de
santrifiij edildi ve iist faz uzaklastirildi. Coken DNA’lara 1 ml % 70 etanol eklenerek 5
dakika 13 000 xg’de + 4 °C’de santrifiij edildi. Ust faz uzaklastirildi ve etanol iyice

ucurulduktan sonra ¢goken DNA’lar saf su ve ya TE tamponu icerisinde ¢oziildii.
3.2.9. DNA Parcalarinin (Insort) Vektor DNA’ya Ligasyonu

Ligasyon reaksiyonlar1 asagidaki karisim hazirlanarak (Cizelge 3.6.) 16 °C’de gece
boyu gergeklestirildi.

3.2.10. Kompetent Escherichia coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Tek koloni seklinde agar kiiltiirler iizerinde tiretilen Escherichia coli (E. coli) BL21
kodon plus ve E.coli DH10B hiicreleri 3 ml’lik LB besiyerinde tiim gece 37 °C’de 250
rpm’de calkalanarak inkiibe edildikten sonra 600 ml LB besiyerine ekildi. 600 ml’lik bu
bakteri kiiltlirii yogunlugu 600 nm’de 0.5 olana kadar (ODggo = 0.5) 37 °C’de 250 rpm’de
cogalmaya birakildi. Buz iizerine alman hiicreler 10 dakika bekletildi ve 5 000 xg’de 10
dakika + 4 °C’de santrifij edildi. Hiicre peleti ii¢ kez soguk % 10 gliserol igeren soliisyon
ile her seferinde hacim bir 6nceki hacmin yarisia indirilerek yikanip 5 000 xg’de 10
dakika + 4 °C’de santrifiij edilerek temizlendi. Ugiincii yitkamanin sonunda hiicre ¢cokelegi
% 10 gliserol igeren soliisyon ile ¢oziilerek 40 pl’lik alikotlara ayrildi ve - 80°C’de
sakland1 (Kasap ve ark., 2008).

3.2.11. Kompetent E.coli Hiicrelerine Transformasyon (Elektroporasyon)

Elektroporasyon, Elektroporatdr 2510 (Eppendorf, ABD) kullanilarak 10 pF ve
1700 V akim kullanilarak yapildi. Stv1 azotta igerisinde saklanan 40 pl E. coli DH10B ve
ya E. coli BL21 kodon plus hiicreleri buz tizerinde eritildikten sonra icerisine 2 pl ligasyon
reaksiyonu eklendi ve bir mikropipet yardimiyla hiicreler ligasyon karigim ile karistirild.
Onceden sogutulmus 1 mm ¢apli 100 pl’ye kadar hacmi olan elektroporasyon kiivetine
(Eppendorf, ABD) konulan karisima akim uygulandiktan sonra tizerine 500 pl zengin sivi

besiyeri eklendi karisim (iizerine besiyeri konulan hiicreler ve ligasyon karisimi) yeni bir
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Cizelge 3.6. 1:3 oraninda kurulan ligasyon reaksiyonu karigimi

Kullanilan Kimyasallar ve

Kullanilan Miktarlar

Ornekler
DNA 100 ng (X pl)
Vektor 300 ng (Y pul)
10 X T4 DNA ligaz tamponu I ul
T4 DNA ligaz (2,5 tnite/ pl) I ul

dH,0O

(8-(X+Y)) ul

Toplam

10 pl
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tiipe almarak ve 2 saat 37 °C’de 250 rpm’de calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda hiicreler uygun antibiyotigi iceren MH agar besiyerine ekildi ve 37 °C’de gece
boyu inkiibe edildi. Antibiyotikte biliylime gosteren bakteriler klon olup daha sonraki
calismalarda kullanilmak tizere ¢ogaltild1 ve saklamalar1 alindi. Saklama almak i¢in 850 pl

siv1 besiyerine alinan hiicreler siispanse edildikten sonra icerisinde % 10 olacak sekilde %

60’lik steril gliserol eklendi ve - 80 °C’de saklandu.

3.2.12. Alkali Liziz Metodu ile Plazmit DNA izolasyonu

Bakterilerden plazmit izolasyonu Macherey-Nagel Plazmit DNA purifikasyon kiti
kullanilarak yapildi (Macherey-Nagel Plazmit DNA purification kit, ABD). Kisaca
bakteriler uygun tampon ¢ozeltisi ile liziz edildikten sonra ortam noétral pH’ya getirildi ve
hiicre debrisleri santifiij ile ¢oktiiriildii. Plazmit DNA’sin1 igeren faz silika bir kolona
yiiklendi ve tuz, metabolitler ve ¢oziilebilir makro molekiiler hiicre icerikleri etanol
yikamasi ile uzaklastirildi. Saf plazmit DNA’s1 diisiik iyonik giic kosullarinda alkalin

tampon ¢ozeltisi ile kolondan ayrildi.
3.2.13. E.coli Hiicresinden Endotoksin icermeyen Plazmit izolasyonu

E.coli hiicrelerinden endotoksin icermeyen plazmit izolasyonu transfeksiyon
calismalarin1 yapmak amaci ile Qiagen Endofree Plasmid Maxi Kit (Qiagen, ABD) ile
iireticinin tavsiyesine uygun olarak yapildi. Rekombinant plazmiti iceren hiicre antibiyotik
igeren 100 ml LB besiyerinde tiim gece 37 °C’de 250 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edildi.
Biiyiiyen hiicreler 15 dakika 6 000 xg’de + 4 °C’de santrifiij edildi. Coken hiicreler 10 ml
P1 (siispansiyon tamponu) tamponunda siispanse edildikten sonra 10 ml P2 (patlatma
tamponu) tamponu ile patlatilarak oda 1sisinda 5 dakika bekletildi. Uzerine 10 ml soguk P3
(notralizasyon tamponu) tamponu eklenip karistirilan hiicreler QIAfilter Kartusa
yiiklenerek oda 1sisinda 10 dakika bekletildi. Siire sonunda kartustan gecirilen hiicre lizit1
50 ml’lik temiz tiipte toplandi, iizerine 2.5 ml ER tamponu (isopropanol, polyethylene
glycol octylphenyl) eklenerek karistirildi ve 30 dakika buz iizerinde bekletildi. Bu siire
icinde QIAGEN-tip 500 kolonu 10 ml QBT tamponu (ekiilibrasyon tamponu) ile yikandi
ve lizit kolona ytiklenerek kolondan gecirildi. Daha sonra kolon 2 kere 30 ml QC tamponu
(yikama tamponu) ile yikandi. Endotoksin icermeyen DNA kolondan temiz tiip igerisine 15
ml QN tamponu (kolondan ayirma tamponu) ile indirildi. DNA oda 1sisindaki 10 ml

izopropanol ile karistirilarak 30 dakika 15 000 xg’de + 4 °C’de santrifiij edildi. Uste faz
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atild1 ve ¢oken DNA oda 1s1sindaki endotoksin igermeyen 40 ml % 70 etanol ile 10 dakika
15 000 xg’de santriflij edildi. S1ivi kisim atild1 ve etanol tamamen uzaklastirildiktan sonra
endotoksin icermeyen plazmit DNA’s1 uygun hacimdeki endotoksin icermeyen TE
tamponunda ¢6ziildii. DNA konsantrasyonu 6l¢iildii ve transfeksiyon ¢alismalarini yapmak

lizere + 4 °C’de saklandi.
3.2.14. DNA Konsantrasyonunun Ol¢iimii

DNA’nin konsantrasyonu ve safligt Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, ABD)
cihazinda 6l¢iildii. Olgiime baslamadan DNA’nin ¢6ziildiigii soliisyon ile cihaz kérlendi ve

260 nm dalga boyunda 2 ul DNA 6rnegi ile 6l¢iim yapildi.

3.2.15. Dizileme ve Dizi Analizi

Klonlanan DNA’larm dizileri Iontek firmasi (lontek Inc., Tiirkiye) tarafindan
yapildi. FElde edilen islenmemis datalar 6nce Chromos (Current Version: 1.6,
Technelysium, Ingiltere) programinda gorsel olarak edit edildi daha sonra Vector NTI

(Invitrogen, ABD) programina almarak analizleri yapildu.

3.3. Klonlamalar

3.3.1. pCR2.1-TOPO-Park2 Yabani Tip Rekombinant Plazmit Klonunun Eldesi

Boliim 3.2.3.1.°de verilen yabani tip park2 genini ¢ogaltmak iizere tasarlanan
primerler kullanilarak PZR kuruldu. PZR iiriinii etidyum bromiir igeren % 1 agaroz jelde
yiiriitiilerek UV 151k altinda goriintiilendi. Dogru biiyiikliikte oldugu belirlenen PZR iiriinii
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, ABD) ile iireticinin tavsiye ettigi sekilde
temizlendi. pCR®2.1-TOPO® vektorii TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing (invitrogen,
ABD) kitinden alnarak kullanildi. Temizlenmis park2 PZR {iriinii iireticinin tavsiyesi
dogrultusunda vektore klonlandi. Reaksiyon tiiptine: 2 pl park2 PZR iriinii, 0.5 pl
seyreltik tuz ¢ozeltisi ve 0.5 pl pCR*2.1-TOPO® (10 ng/ul) vektorii konularak oda 1sisinda
3 saat bekletildi. Stire sonunda ligasyon iiriinii sivi azotta dondurulmus elektrokompatent
E.coli DHIOB hiicrelerine transforme edildi. Ampisilin (100 pg/ml) iceren MH agar
iizerinde biiyiiyen koloniler tek koloni pasaji ile gogaltilarak plazmit DNA izolasyonu
yapild1. Izole edilen plazmitlerin dogruluklar1 EcoRI - BamHI restriksiyon enzim kesimleri
yapilarak belirlendi ve pCR®2.1-TOPO®-Park2 rekombinant vektorii igeren koloni

cogaltildi ve saklamaya alind1.
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3.3.2. pcDNA4/TO-Park2 Yabani Tip Rekombinant Plazmit Klonunun Eldesi

Yabani tip park2 genini pcDNATM4/TO vektoriine klonlamak i¢in pCR®2.1 TOPO"-
Park2 rekombinant klonundan faydalanildi. Bu amag igin 0.5 pg pCR*2.1 TOPO®-Park2
ve pcDNA"'4/TO vektorii ayr tiiplerde 2 X Tango tamponu icerisinde 5 iinite EcoRI ve
BamHI restriksiyon enzimleri (Fermentas, ABD) ile kesildi. Vektorler ¢ift enzim kesimi ile
ayn1 tiip icerisinde iireticinin tavsiyesi dogrultusunda endoniiklez kesimine tabi tutuldu.
Kesim reaksiyonlar1 % 1 agaroz jelde yiiriitiildii ve kesilmis pcDNA"4/TO vektorii ile
pCR®2.1 TOPO®-Park?2 rekombinant klonundan aciga cikan Park2 genini iceren DNA
parcasi jelden izole edildi. Izolasyon iiriinleri etanol ¢oktiirmesi ile temizlendi ve ligasyon
reaksiyonu kuruldu. Ligasyon {iriiniiniin 2 pl’si elektrokompatent £.coli DH10B hiicresine
transforme edildi ve MH agara (Ampisilin 100 pg/ml) ekildi. Agar iizerinde ¢ogalan
kolonilerden tek koloni pasaj1 yapildi ve ¢ogalan hiicrelerden plazmit DNA’s1 izole edildi.
Izole edilen plazmit DNA’s1 EcoRI - BamHI restriksiyon enzim kesimleri yapilarak
belirlendi ve pcDNATM4/TO-Park2-yabani tip rekombinant vektorii iceren koloni ¢ogaltildi

ve saklamaya alindu.
3.3.3. pcDNA4/TO-Park2 Mutant Tip Rekombinant Plazmit Klonunun Eldesi

pcDNA4/TO-Park2 mutant tip rekombinant plazmit klonu 104S217 nolu
TUBITAK projesi kapsammda AEK88/8 say1 numarali etik kurul izni alinarak iiretilmis
olup Kasap ve arkadaslar1 tarafindan 2009°da yapilan bilimsel makalede bilim diinyasina
rapor edilmistir (Kasap ve ark., 2009). Klona ait bilgi ayrica Swiss-Prot (www.expasy.org)
(erisim numaras1:060260) ve NCBI Data bankalarina (erisim numarasi:EF375626.1) da
girilmistir. pCDNA4/TO-Park2 mutant tip rekombinant plazmit klonu laboratuvarimizin

envanterinde bulunmaktadir.
3.3.4. pPAL7- Park2 Yabani ve Mutant Tip Rekombinant Plazmit Klonunun Eldesi

Yabani tip ve mutant Parkin proteininin saflastirilmasi amaciyla ticari olarak satilan
afinite saflagtirma sistemi olan “Profinity eXact Cloning and Expression Kits” kullanild1
(Bio-Rad, ABD). Yabani ve mutant park2 genleri pPAL7 vektoriine sub-klonlandi. Yabani
ve mutant Park2 genleri, pcDNA""4/TO-Park2 yabani tip/mutant plazmit kalpp DNA’s1 ve
ozel dizayn ettigimiz uclarinda HindIIl ve BamHI restriksiyon enzim kesim bdlgeleri
bulunan primerler kullanilarak PZR reaksiyonu ile ¢ogaltildi. Olusan PZR {iriinleri etidyum

bromiir iceren % 1’lik agaroz jelde yiiritildi, UV 151k kaynagi ile goriintiilendi ve
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klonlamaya uygun olmasi i¢in High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Almanya)
ile tireticinin tavsiye ettigi sekilde temizlendi. Klonlama islemi i¢in temizlenen yabani ve
mutant Park2 genleri PZR iirtinleri ve pPAL7 vektoriine HindIIl ve EcoRI restriksiyon
enzim kesimleri uygulandi. Kesim {riinleri etidyum bromiir igermeyen % 1’lik agaroz
jelde yiiriitildi ve jelden High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, ABD) ile
iireticinin tavsiye ettigi dogrultuda izole edildi. Jelden izole edilen PZR kesim {iriinii ve
pPAL7 vektorii bir araya getirilerek etanol ¢oktiirmesi ile temizlendi ve ligasyon
reaksiyonu kuruldu. Ligasyon karisiminin 2 pl’si elektrokompatent E. coli DH10B
hiicresine transforme edildi. MH agara (Ampisilin 100 pg/ml) ekildi. Agar iizerinde
cogalan kolonilerden tek koloni pasaji yapildi ve cogalan hiicrelerden plazmit DNA’s1
izole edildi. izole edilen plazmit DNA’s1 HindIII - EcoRI restriksiyon enzim kesimleri
yapilarak dogrulandi ve pPAL7-Park2 yabani tip/mutant Park? genini tasiyan klon

belirlendi, ¢ogaltild1 ve saklamaya alind1.

3.3.5. pMAL-c4X-Park2 Yabani ve Mutant Tip Rekombinant Plazmit Klonunun
Eldesi

Yabani tip ve mutant Parkin’i maltoz baglanma proteini (MBP) ile fiizyon seklinde
tek adimda saflastirilmasi amaciyla ticari olarak satilan “pMAL™ Protein Fusion and
Purification System” kullanildi (New England Bio-Labs, ABD). Yabani ve mutant park?2
genleri pMAL-c4X vektoriine klonlandi. Yabani ve mutant Park2 genleri, pcDNA""4/TO-
Park2 yabani tip/mutant plazmit kalip DNA’s1 ve 6zel dizayn ettigimiz uglarinda HindIII
ve EcoRI restriksiyon enzimi kesim bolgeleri bulunan primerler kullanilarak PZR
reaksiyonu ile ¢ogaltildi. Olusan PZR {iriinleri etidyum bromiir iceren % 1’lik agaroz jelde
yiiriitiildii, UV 151k kaynagi ile goriintiilendi ve klonlamaya uygun olmasi i¢in High Pure
PCR Product Purification Kit (Roche, ABD) ile iireticinin tavsiye ettigi dogrultuda
temizlendi. Klonlama islemi i¢in temizlenen yabani ve mutant Park2 geni PZR iiriinleri ve
pMal-c4X vektorii ayri tiiplerde HindIII ve EcoRI restriksiyon enzim kesimi uygulandi.
Kesim iirtinleri etidyum bromiir icermeyen % 1’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve jelden High
Pure PCR Product Purification Kit (Roche, ABD) ile iireticinin tavsiye ettigi sekilde izole
edildi. Jelden izole edilen PZR kesim iiriinii ve pMal-c4X vektorii bir araya getirilerek
etanol ¢oktiirmesi ile temizlendi ve ligasyon reaksiyonu kuruldu. Ligasyon karigiminin 2
ul’si elektrokompatent E. coli DH10B hiicresine transforme edildi. MH agara (Ampisilin
100 pg/ml) ekildi. Agar iizerinde ¢cogalan kolonilerden tek koloni pasaji yapildi ve ¢ogalan
hiicrelerden plazmit DNA’s1 izole edildi. izole edilen plazmit DNA’s1 HindIII - EcoRI
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restriksiyon enzim kesimleri yapilarak dogrulandi ve pMal-c4X-Park2 yabani tip/mutant

park?2 genini tastyan klon belirlendi, ¢ogaltildi ve saklamaya alindi.

3.3.6. pcDNA4/TO-GFP-Park2 Yabani ve Mutant Tip Rekombinant Plazmit
Klonunun Eldesi

Yabani tip ve mutant Parkin’in hiicre igerisindeki lokalizasyonunu caligmak
amaciyla proteini GFP proteini ile flizyon olacak sekilde eksprese eden rekombinant
plazmit yapildi. GFP geni, pGFP-N plazmit kalip DNA’s1 ve 0zel dizayn ettigimiz
uclarinda HindIll ve BamHI restriksiyon enzim kesim bodlgeleri bulunan primerler
kullanilarak PZR reaksiyonu ile ¢ogaltildi. Olusan PZR {iriinii etidyum bromiir igeren %
1’lik agaroz jelde yiiriitiildii, UV 151k kaynagi ile goriintiilendi ve klonlamaya uygun olmasi
icin High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, ABD) ile iireticinin tavsiye ettigi
dogrultuda temizlendi. Klonlama islemi i¢in temizlenen GFP genini iceren PZR iirlinii ve
pcDNA"4/TO vektoriine HindIII ve BamHI restriksiyon enzim kesimi uygulandi. Kesim
iirtinleri etidyum bromiir igermeyen % 1°lik agaroz jelde yiiriitiildii ve jelden High Pure
PCR Product Purification Kit (Roche, ABD) ile iireticinin tavsiye ettigi dogrultuda saf
olarak izole edildi. Jelden izole edilen PZR kesim iiriinii ve pcDNA"4/TO vektorii bir
araya getirilerek etanol c¢oktiirmesi ile temizlendi ve ligasyon reaksiyonu kuruldu.
Ligasyon karigiminin 2 pl’si 40 pl elektrokompatent E. col/i DH10B hiicresine transforme
edildi. MH agara (Ampisilin 100 pg/ml) ekildi. Agar lizerinde ¢ogalan kolonilerden tek
koloni pasaji yapildi ve ¢ogalan hiicrelerden plazmit DNA’s1 izole edildi. Izole edilen
plazmit DNA’s1 HindIII - BamHI restriksiyon enzim kesimleri yapilarak belirlendi ve
pcDNA™4/TO-GFP GFP genini tastyan klon belirlendi, ¢ogaltildi ve saklamaya alindu.

ikinci adimda pcDNA"4/TO-GFP vektoriine yabani ve mutant tip park? geni
klonland1. Yabani ve mutant park2 geni; pcDNA"4/TO -Park2 Yabani tip/mutant plazmit
kalip DNA’s1 ve 6zel dizayn ettigimiz uglarinda BamHI ve EcoRI restriksiyon enzimi
kesim bolgeleri bulunan primerler kullanilarak PZR reaksiyonu ile ¢ogaltildi. Olusan PZR
iirlinleri etidyum bromiir igeren % 1’lik agaroz jelde yiriitiildii, UV 1s1k kaynagi ile
goriintiilendi ve klonlamaya uygun olmast i¢in High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche, ABD) ile iireticinin tavsiye ettigi dogrultuda temizlendi. Klonlama islemi igin
temizlenen yabani ve mutant park2 PZR firiinleri ve pcDNA"4/TO -GFP vektoriine
BamHI ve EcoRI restriksiyon enzim kesimleri uygulandi. Kesim iiriinleri etidyum bromiir
icermeyen % 1’lik agaroz jelde yiirtitiildii ve jelden High Pure PCR Product Purification
Kit (Roche, ABD) ile iireticinin tavsiye ettigi dogrultuda saf olarak izole edildi. Jelden
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izole edilen PZR kesim iiriinii ve pcDNA" 4/TO-GFP vektorii bir araya getirilerek etanol
coktiirmesi ile temizlendi ve ligasyon reaksiyonu kuruldu. Ligasyon karisiminmn 2 pl’si E.
coli DH10B hiicresine transforme edildi ve MH agara (Ampisilin 100 pg/ml) ekildi. Agar
iizerinde ¢ogalan kolonilerden tek koloni pasaji yapildi ve ¢ogalan hiicrelerden plazmit
DNA’s1 izole edildi. Izole edilen plazmit DNA’larina dogrulama yapmak amagli HindIII -
EcoRI ve HindIIl — EcoRI - BamHI restriksiyon enzim kesimleri uygulandi ve
pcDNA "“4/TO-GFP-Park2 yabani tip /mutant GFP-park2 genini tasiyan klon belirlendi,

cogaltildi ve saklamaya alind1.

Sonu¢ olarak bu calisma siirecinde elde edilen ve laboratuvarimizin envanterine

kazandirilan rekombinant plazmit klonlar sunlardir:

—

pCR2.1-TOPO-Park?2 yabani tip
pcDNA4/TO-Park?2 yabani tip
pPAL7- Park2 yabani tip

pPAL7- Park2 mutant tip
pMAL-c4X-Park?2 yabani tip
pMAL-c4X-Park2 mutant tip
pcDNA4/TO-GFP
pcDNA4/TO-GFP-Park?2 yabani tip
pcDNA4/TO-GFP-Park2 mutant tip

A e A o

Rekombinant plazmit klonlarina ait vektdr haritasilar1 appendiks kisminda

verilmistir. Haritalar Vector NTI (Invitrogen, ABD) programi kullanilarak hazirlanmistir.

3.4. Hiicre Kiiltiirii
3.4.1. Hiicre Cizgilerinin Hazirlanmasi

3.4.1.1. Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

SH-SYS5Y hiicreleri standart kiiltiir biiylitme sartlarinda kiiltiire edildi. Hiicreler
MEM Earle’s (Biochrome, Ingiltere), % 10 1s1 inaktif tetrasiklin icermeyen FBS (GIBCO,
Invitrogene, ABD), 0.1 ug/ul Penisilin/Streptomisin (Biochrome, Ingiltere), 2.8 mM L-
Glutamin (Biochrome, Ingiltere) karisimi igeren besiyerinde 37 °C’de % 5 CO, atmosfer
nemde biiyiitiildii. Hiicre besiyerleri her 3 giinde bir yenilendi ve hiicre yogunlugu % 75’e

vardiginda hiicreler subkiiltiire edildi.
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3.4.1.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler azot tankinda yavas dondurma yontemi kullanilarak donduruldu. Bu
amagla hazirlanan dondurma besiyeri, % 70 MEM, % 20 FBS ve % 10 DMSO igerdi.
Dondurma islemi oncesi tiim taban yiizeyini kaplamis (% 80 - 90 confluent) hiicreler
iizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve iki kez kalsiyum magnezyum igermeyen PBS
(Biochrome, Ingiltere) soliisyonu ile yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra kiiltiir kabi
icerisine 1 ml % 0.25 Tripsin / EDTA (Biochrome, Ingiltere) soliisyonu eklendi ve
soliisyonun 1iyice yiizeye yayilmasi saglanarak yaklasik 7 - 10 dakika 37 °C’de inkiibatorde
bekletildi. Inkiibasyon sonras1 kiiltiir kab1 igerisindeki hiicreler 10 ml PBS ile topland1 ve
10 dakika 1 500 xg’de + 4 °C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 iistte kalan soliisyon
uzaklastirildi ve hiicrelerin bulundugu cokelti dondurma besiyeri ile karistirildi. Daha
onceden hazirlanarak isaretlenmis olan kryotiip icerisine her tiipe 1 ml gelecek sekilde
boliindi. Tiipler - 80 °C’de kyro-freezer saklama kabinda (Nalgene, ABD) bir gece

bekletildikten sonra sivi azot tankina yerlestirildi.
3.4.1.3. Hiicrelerin Coziilmesi

Hiicreler azot tankindan ¢ikarildiktan sonra hizli ¢6zme yontemi kullanilarak
kryotiipiin dogrudan 37 °C’deki su banyosu igerisine daldirilmasiyla ¢ozildii. Hiicreler
coziildiikten sonra ¢6zme besiyerine alinarak igcindeki DMSO uzaklastirildi. Cozme
besiyeri 8 ml MEM igerisine yavas ve damla halinde eklenmis 2 ml FBS’den olugmaktadir.
Karistirilmadan hazirlanan besiyere eriyen hiicreler yavas ve damla halinde eklenerek 10
dakika 1 500 xg’de + 4 °C’de santrifiij edildi. Coken hiicreler antibiyotik icermeyen kiiltiir
besiyerinde bir gece biiyiitiildii. Ertesi giin hiicrelerin besiyeri uygun antibiyotik iceren ile

degistirildi ve hiicre besiyerleri her ii¢ giinde bir yenilendi.
3.4.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre yogunlugu ~ % 75’e¢ vardiginda hiicreler bulunduklar1 kiiltiir kabindan
kaldirilarak daha biiyiik ya da daha fazla sayida kiiltiir kaplarina ekildi. Kisaca, steril PBS
ile yikanan hiicreler yapistiklar1 yiizeyden % 0.25 Tripsin / EDTA muamelesi ile
kaldirilarak PBS varliginda santrifiij edildi. Sivi kisim uzaklastirildiktan sonra hiicreler

biiytidiikleri besiyerinde ¢oziilerek uygun kiiltiir kaplarina aktarildi.
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3.4.1.5. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicreler % 75 yogunluga ulasildiktan sonra hiicre sayim islemine baslandi. Steril
PBS ile yikanan hiicreler yapistiklar1 yiizeyden % 0.25 Tripsin muamelesi ile kaldirilarak
PBS varliginda 2 000 xg de 10 dakika + 4 °C’de santrifiij edildi. Sivi kisim
uzaklastirildiktan sonra hiicreler 1 ml biiyiidiikleri besiyerinde ¢oziildii. Homojen olarak
karistirilan hiicrelerin 50 pl’si, 50 pl % 0.5 Tripan Blue (Sigma, ABD) ile pipetlenerek
tyice karistirildi. Thoma lam1 (Marienfeld, Almanya) alkol ile temizlenerek diiz bir yiizeye
konuldu ve lamel sayim alani g¢ercevesinin iizerini 6rtecek sekilde yerlestirildi. Thoma
laminimn her iki yaninda bulunan kanallarin ortasinda kalan sayim alaninda lamelin lam ile
birlestigi noktanin tam orta noktasindan hiicre soliisyonu yavasca sayim alania pipetlendi.
Thoma lammin her iki tarafinda bulunan 16 biiyiik kare i¢indeki tiim hiicreler mikroskobun
20 X objektifi ile sayilarak ayri1 ayr1 not edildi ve ortalamasi alindi. Hiicre sayisi
hesaplamak igin: Sayilan Hiicre sayist x Diliisyon oram (2) x 10* formiilasyonu
kullanilarak ml deki hiicre sayis1 belirlenmis oldu. Dilusyon faktorii esit oranda hiicre ve

boya karisimmdan dolay: 2’dir. 0.1 mm’ : 10 * ml’dir.

3.4.2. Immiin Floresan Mikroskopi
3.4.2.1. Hiicrelerin Cover-Sliplere Sabitlenmesi ve Immunboyanmasi

Immiinfloresan mikroskopi ¢alismalarini gerceklestirebilmek icin hiicreler BioCoat
poly-D-Lysine cellware 12 mm round cover-slipler (BD, ABD) fizerine ekildi. Hiicre
yogunlugu % 75’e¢ ulastiginda cover slipler ince uglu bir pens yardimi ile kiiltiir
kaplarindan alinarak bir beher igerisine konulan PBS soliisyonu ile bes kez batirilip-
cikarilarak yikandi. Daha sonra hiicreler diiz bir zemine serilen parafilm iizerine damla
olarak konulan soliisyonlar ile muamele edildi. Hiicre igerisindeki proteinleri
immunboyama ile isaretlemek i¢in Cizelge 3.7.’de verilen prosediir uygulanmastir.

Temiz lam tizerine 8 pl moviol soliisyonu damlatildi. Cover-slip iizerindeki
hiicreler lamm i¢ tarafinda moviol soliisyonuyla temas edecek ve hava kabarcigi
kalmayacak sekilde 45 derecelik ac1 ile yerlestirildi. Hiicreler oda 1sinda karanlikta

kurumasi i¢in bekletildikten sonra flouresan mikroskopta incelendi.
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3.4.3. Elektrotransfeksiyon ile Stabil Hiicre Hatlarinin Olusturulmasi
3.4.3.1. Transfeksiyon

Hiicreler % 75 yogunluga ulasildiktan sonra transfeksiyon igslemine baslandi. Steril
PBS ile yikanan hiicreler yapistiklari ylizeyden % 0.25 Tripsin muamelesi ile kaldirilarak
PBS varliginda santrifiij edildi. Coken hiicreler 400 ul MEM Earle’s besiyerinde ¢oziildii
ve lizerine 20 pug yabani ve mutant parkin geni klonlanmis endotoksin igermeyecek sekilde
hazirlanmis rekombinant plazmit eklenerek elektrotransformasyon kiivetlerine aktarildi.
Transfeksiyon cihazi (Eppendorf 2510, ABD) ile hiicre-vektdr karisimina kisa pulslar
halinde 260 V akim uygulandi ve karisim antibiyotik icermeyen besiyerine ekildi.
Hiicrelere kontrol amacli, GFP vektorii transfekte edilerek verim belirlendi. Bir sonraki
giin besiyerleri vektor antibiyotik iceren besiyeri ile degistirildi ve besiyeri degisimi her 3
giinde bir tekrarlandi. Rekombinant vektorii igeren hiicreler antibiyotik varliginda koloni
olustururken direng geni tasimayan yani vektor almayan hiicreler zaman igerisinde 6lerek

kayboldular.
3.4.3.2. Tek Hiicre Se¢cimi ve Klon Eldesi

Transfeksiyon sonunda biiyiiyen tek hiicre koloniler cam silindir i¢inde birbirilerine
karigmayacak sekilde tripsin ile kaldirilarak 300 pl besiyeri igeren 96 kuyucuklu kiiltiir
tabaklarina aktarildi Hiicre yogunlugu % 70’e ulastiktan sonra biiyliyen hiicreler 3 ml
besiyeri i¢ceren kiiltiir tabaklarina aktarildi (Sekil 3.1.). Bu hiicrelerden biiyiiyen koloniler

western blot ile tarandiktan sonra pozitif sonu¢ veren kolonilerin saklamalar1 alind1.

Transfeksiyon ve sonrasinda tek hiicrelerin se¢cimi ve klon eldesi ¢aligmalari ile olusturulan
stabil hiicre hatlar1 sunlardir:

1. SH-SY5Y-TetR"

2. SH-SY5Y-TetR -Park2 yabani ve mutant tip

3. SH-SY5Y-TetR " -GFP-Park2 yabani ve mutant tip.
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Cizelge 3.7. Proteinleri immunboyama ile isaretleme prosediirii

Kullanilan Soliisyonlar

Kullanilma Sebebi

Muamele Siiresi

% 3’luk formaldehit Hiicreleri sabitlemek 30 dakika
soliisyonu
PBS Hiicreleri yikamak 5 dakika 3 kez
50 mM NH4Cl, Serbest Radikalleri 5 dakika
sondiirmek
PBS Hiicreleri yikamak 5 dakika 3 kez

% 0.5 Triton X-100 Hiicre zar yapisini1 dejenere 2 dakika
etmek
PBS Hiicreleri yikamak 5 dakika 3 kez
1° Antikor Proteini isaretleme 40 dakika
PBS Hiicreleri yikamak 5 dakika 3 kez
2° Antikor Proteinleri isaretleme 40 dakika
PBS Hiicreleri yikamak 5 dakika 3 kez
Saf su PBS kaynakl1 tuz 5 kez batir-gikar

kristallerini uzaklastirmak
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Sekil 3.1. Kolonizasyon olusturan hiicrelerin biiyiik kiiltiir kaplarina aktarilmasi
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3.5. Protein Analizleri
3.5.1. Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi
3.5.1.1. SH-SY5Y Hiicrelerinden Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Okaryotik hiicrelerden protein dziitleri kimyasal ve fiziksel olmak iizere yapilacak
calisma dogrultusunda farkli metodlar ve tamponlar kullanilarak hazirlandi. Kimyasal
olarak M-Per® Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific, ABD), 2DE-
Rehidrasyon 6rnek tamponu (8 M iire, % 2 (w/v) CHAPS, 50 mM DTT, % 0.2 3-10
ampholyte, % 0.001 bromfenol mavisi) ya da DIGE liziz tamponlar1 (30 mM Tris, 7 M fire,
2 M Thioiire, 5 mM Magnezyum Asetat ve % 4 (w/v) CHAPS pH 8) kullanirken fiziksel
olarak 26 G’lik insiilin ignesi, Blut Blander (Next Advance, ABD) cihaz1 ve 0.1 mm cam
boncuklar (Glass Beads Next Advance, ABD) kullanild.

Istenilen yogunluga ulasan hiicreler ii¢ kez soguk PBS ile yikandiktan sonra PBS
varliginda hiicre kaziyict alet (Scrapper, ABD) ile kiiltiir kaplarindan kaldirilan hiicreler
1500 xg’de 10 dakika + 4 °C’de santrifiij edilerek yikandi. Coken hiicrelere iige bir
oraninda (v/w) M-PER® Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific,
ABD), 5 mM EDTA ve 1 X proteaz inhibitor kokteyl (Roche, Almanya) eklenip
karistirilarak homojen hale getirildi. 26 G’lik insiilin ignesinden 15 kere gecirilen hiicreler
15 000 xg’de 15 dakika + 4 °C’de santriflij edildi. Sivi fazda kalan protein 6ziitii LoBind
tiiplerde alikotlar halinde - 80 °C’de sakland.

2DE-Rehidrasyon 6rnek tamponu ya da DIGE amagh kullanilan liziz tamponu
kullanilarak hiicreyi kimyasal yolla patlatma yontemi, fiziksel yontem ile birlestirilerek
kullanildi. Hiicreler PBS ile yikanip c¢oktiiriildiikten sonra 2DE-Rehidrasyon 6rnek
tamponu ya da DIGE patlatma tamponlar1 eklenerek karistirilip homojen hale getirildi.
Hiicre yogunlugunun yaris1 kadar 0.1 mm cam boncuk ilave edilerek hiicreler Blut Blander
ile sirasiyla hiz kademesi 8 olacak sekilde 5 dakika ve 5 olacak sekilde 3 dakika + 4 °C’de
patlatildi ve 15 000 xg’de 15 dakika + 4 °C’de santriflij edildi. Siv1 fazda kalan protein
oziitii LoBind tiiplerde (Eppendorf, ABD) alikotlar halinde - 80 °C’de saklandi.

3.5.1.2. E.coli Hiicrelerinden Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Uygun besiyerinde kiiltiire edilen E. coli hiicreleri iki kez soguk PBS ile 3500
xg’de 10 dakika + 4 °C’de santrifiij edilerek yikandiktan sonra ¢oken hiicreler ¢alisilacak
tampon ¢ozelti ile ¢ozildi ve 1 X proteaz inhibitor kokteyl (Roche, Almanya) eklenip

karigtirilarak homojen hale getirildi. Protein aktivitesinin azalmamasi i¢in buz iizerinde
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calisildi. Ultra sonikator (Bendelin Sonoplus HD 220, Berlin) ile 15 saniye 6 kez % 50 gii¢
uygulanarak sonik dalgalar yardimi ile bakteri hiicreleri pargalandi. Parcalanan hiicre
Oziitleri 15 000 xg’de 15 dakika + 4 °C’de santrifiij edilerek siv1 fazda kalan protein 6ziitii
LoBind tiiplerde alikotlar halinde - 80 °C’de sakland.

3.5.1.3. Niiklear ve Sitoplazmik Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Istenilen yogunluga ulasan hiicreler ii¢ kez soguk PBS ile yikandiktan sonra PBS
varliginda hiicre kaziyici alet (Scrapper, ABD) ile kiiltiir kaplarindan kaldirilan hiicreler
1500 xg’de 10 dakika + 4 °C’de santrifiij edilerek yikandi. Coken hiicrelere 500 pl soguk
CREB (cytoplasmic protein extraction buffer), 5 mM EDTA ve 1 X proteaz inhibitor
kokteyl (Roche, Almanya) eklenip karistirilarak homojen hale getirildi. Tiip buz iizerinde
30 dakika bekletildi ve siire sonunda 21 G’lik insiilin ignesinden 15 kere gecirildi. Temiz
bir lam tizerine patlatilan hiicrelerden ¢ok kiiciik bir miktar konularak mikroskopta
incelendi ve hiicre ¢ekirdekleri gézlemlenir. Parcalanan hiicre 6ziitleri 1 000 xg’de 10
dakika + 4 °C’de santrifiij edildi. S1v1 fazda kalan protein 6ziitii LoBind tiipe alinarak
stoplazmik protein olarak isaretlendi. Tiipiin dibide kalan niiklear ¢okelti tizerine 250 pl
soguk CREB eklenerek nazikce karistirildi ve 1 000 xg’de 10 dakika + 4 °C’de santrifiyj
edildi. Stv1 fazda kalan kisim atild1 ve dipte kalan ¢okelti 500 pul PSB (Protein
Solubilization Buffer) ile homojen hale getirildi ve oda 1sisinda 16 000 xg’de 20 dakika
santrifiij edildi. S1v1 fazda kalan protein 6ziitii LoBind tiipe alinarak niiklear protein olarak

isaretlendi ve alikotlar halinde - 80 °C’de sakland:.

3.5.2. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi (Lowry Assay)

Protein miktarmi 6lgmek i¢in degistirilmis Lowry assay (Lowry et al., 1951) olarak
bilinmekte olan ve BioRad tarafindan RC-DC protein assay adi altinda ticari olarak
kullanima sunulan Lowry Assay metodu kullanildi. Olgiilecek protein dziitiiniin 25 pl’sine
125 pul RC Reagent 1(tongsten iceren folin ajan1) eklenip vorteks ile karistirilip oda 1si1sinda
1 dakika bekletildi. Siire sonunda igerisine 125 pl RC Reagent 2 eklenerek 15000 xg’de 5
dakika oda 1s1sinda santrifiij edildi ve sivi kisim uzaklastirildi. Cokelege 127 ul Reagent A’
(250 pl DC Reagent A’ya 5 ul DC Reagent S eklenerek hazirlandi) eklendi ve ¢oziilene
kadar karistirildi. Homojen karisima 1 ml DC Reagent B eklenip karistirildi ve oda 1sisinda
15 dakika beklendikten sonra Nanodrop (Thermo scientific, ABD) ile 750 nm’de dnceden

olusturulmus standart egri ile karsilastirilarak protein konsantrasyonu belirlendi.
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3.5.3. Protein Saflastirma
3.5.3.1. Parkin-Exact Tag Yabani Tip ve Mutant Rekombinant Parkin Proteininin

Saflastirilmasi

Yabani ve mutant formdaki geni iceren pPAL7-Park2 yabani tip ve mutant
rekombinant klonlar1 belirledikten sonra protein saflastirma asamasina gecildi. Ilk asamada
vektorler E.coli BL21Kodont ekspresyon susuna elektrotransformasyon ile aktarildi.
Transformasyon i¢cin 40 pl hiicre ve 100 ng/ pul klon plazmit kullanildi. Ampisilin (100
pg/ml) ve kloramfenikol (35 pg/ml) iceren MH agar {izerinde biiyiiyen koloniler tek koloni
pasaji ile ¢ogaltildi ve 5 ml antibiyotikli LB-broth besiyerine ekilerek 37 °C’de gece boyu
inkiibe edildi. Biiyliyen kiiltiirtin 200 pl’si ayni antibiyotikleri igeren 200 ml LB-sivi
besiyerine aktarildi. Kiiltiirin optik yogunlugu 600 nm’de 0.5’e ulastiginda (ODgpo ~ 0,5 (
2 x 10® hiicre / ml) ) 100 mI’si inditklenmemis olarak isaretlenip 3500 xg’de 15 dakika + 4
°C’de santrifiij edildi. Geride kalan kiiltiire son konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde IPTG
eklendi ve 37 °C’de 3 saat daha inkiibe edildi. Hiicreler 3 500 xg’de 15 dakika + 4 °C’de
santrifiij edildi. Coken hiicreler Profinity eXact Protein Purification System (Bio-Rad,
ABD) kitinde bulunan 100 mM sodyum fosfat pH 7.2 yikama/baglanma tamponunun 300
ul’si ile coziilerek homojen hale getirildi. Protein aktivitesinin azalmamasi i¢in buz
iizerinde calisildi. Ultra sonikatér (Bendelin Sonoplus HD 220, Berlin) ile 15 saniye 6 kez
% 50 gii¢ uygulanarak sonik dalgalar yardim ile bakteri hiicreleri parcalandi. Parcalanan
hiicre oziitleri 15 000 xg’de 15 dakika + 4 °C’de santrifiij edilerek iist kisim temiz bir tiipe
alman islenmemis protein Oziitii saflastirma caligmalari i¢in kullanildi. Saflagtirma
calismasi i¢in Profinity eXact Mini Spin kolonu kullanima hazirlandi. Kolonlar 500 ul 100
mM sodyum fosfat pH 7.2 yikama/baglanma tamponunun ile iki kez yikandiktan sonra 300
ul islenmemis protein Oziitii kolona eklenerek 5 saat + 4 °C’de rocking platformda
proteinin kolona baglanmasi saglandi. Kolona baglanmayan enzim uzaklastirildiktan sonra
kolon iki kez 500 pl yikama tamponu ile yikandi. Kolona baglanan enzimi saf olarak
kolondan aymrmak i¢in 200 pl igerisinde 0.1 M sodyum florid pH 7.2 bulunan 100 mM
sodyum fosfat pH 7.2 tamponu kullanildi. Birka¢ kere tekrar eden kolondan ayirma
isleminden sonra elde edilen fraksiyonlar protein jel elektroforezinde yiiriitiildii ve western

blot taramasi yapildi.
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3.5.3.2. Parkin-MBP Tag Yabani Tip ve Mutant Rekombinant Parkin Proteininin

Saflastirilmasi

Yabani ve mutant formdaki geni iceren pMal-c4X-Park2 yabani tip ve mutant
rekombinant klonlar1 belirledikten sonra protein saflastrma asamasina gecildi.
Transformasyon i¢in 40 pl hiicre ve 100 ng/ul klon plazmit kullanildi. Ampisilin (100
pg/ml) ve kloramfenikol (35 pg/ml) iceren MH agar tlizerinde biiyiiyen koloniler tek koloni
pasaji ile ¢ogaltildi ve 5 ml antibiyotikli zengin siv1 besiyerine ekilerek 37 °C’de gece boyu
inkiibe edildi. Biiyiliyen kiiltiiriin 200 pl’si ayn1 antibiyotikleri iceren 200 ml zengin sivi
besiyerine aktarildi. Kiiltiirin optik yogunlugu 600 nm’de 0.5’e ulastiginda (ODgpo ~ 0,5 (
2 x 10® hiicre/ ml) son konsantrasyonu 0,3 mM olacak sekilde IPTG eklendi ve 37 °C’de 3
saat daha inkiibe edildi. Hiicreler 3 500 xg’de 15 dakika + 4 °C’de santrifiij edildi. Coken
hiicreler 200 pl kolon tamponu (20 mM Tris.HCI pH 7.5, 200 mM NaCl, 1 mM DTT ve
100 uM ZnSOy,) ile ¢oziilerek homojen hale getirildi. Protein aktivitesinin azalmamasi igin
buz igerisinde ¢alisildi. Ultra sonikator (Bendelin Sonoplus HD 220, Berlin) ile 15 saniye 6
kez % 50 giic uygulanarak sonik dalgalar yardimi ile bakteri hiicreleri pargalandi.
Parcalanan hiicre 6ziitleri 15 000 xg’de 15 dakika + 4 °C’de santrifiij edilerek list kisim
temiz bir tiipe alman islenmemis protein Oziitii saflastrma caligmalar1 icin kullanildi.
Saflastirma caligmasi i¢in pMalTM Protein Fusion and Purification System (New England
BioLabs, ABD) igerisinde bulunan amiloz rezin kullanima hazirlandi. Amiloz rezinin 200
ul’si 500 pl kolon tamponu ile iki kez yikandiktan sonra 200 pl islenmemis protein oziiti
ve 200 pl kolon tamponu kolona eklenerek 30 dakika + 4 °C’de rocking platformda
proteinin kolona baglanmasi saglandi. Kolona baglanmayan enzim uzaklastirildiktan sonra
kolon iki kez 500 pl yikama tamponu ile yikandi. Kolona baglanan enzimi saf olarak
kolondan ayirmak i¢in 200 pl icerisinde % 20 siikroz bulunan kolon tamponu kullanildi ve
oda 1sisinda 15 dakika rocking platformda bekletildi. Birka¢ kere tekrar eden kolondan
ayirma isleminden sonra elde edilen fraksiyonlar protein jel elektroforezinde yiiriitiildii ve

western blot taramasi yapild1.
3.5.4. Western Blotlama

Protein 6rnekleri SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarina gore ayrildiktan sonra jel
nitroseliiloz / PVDF membrana transfer edilerek hedef protein i¢in analiz edildi. Western
Blot icin yar1 kuru transferi saglayan Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad,
ABD) cihaz1 kullanildi. SDS-PAGE jeli cam plakalar arasindan transfer tamponunun
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icerisine alinarak 10 dakika bekletildi. Siire sonunda sirasiyla iki kat Whatman kagidi,
membran, 7 cm’lik jel ve tekrar iki kat Whatman kagidi seklinde siralandi ve 15 V sabit
voltajda 30 dakikada siireyle uygulandi. Transfer sonunda membran {izerindeki proteinler
Ponceau S ile boyanarak transfer verimi kontrol edildi. Saf su ile Ponceau S boyasi
uzaklastirildiktan sonra membran % 5 bloklama tamponu ile oda 1sisinda 1 saat
calkalanarak bloklandi. Siire sonunda membran 3 kez TBST soliisyonu ile (15 dk, 5 dk, 5
dk) calkalanarak yikandi. Membran fiireticinin tavsiye ettigi oranda TBST igerisinde
hazirlanan birincil antikor (Cizelge 3.8.) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Siire
sonunda membran 3 kez TBST soliisyonu ile (15 dk, 5 dk, 5 dk) calkalanarak yikand:.
Ikincil antikorda (Cizelge 3.8.) belli oranda TBST igerisinde hazirland: ve oda sicakliginda
1 saat inkiibe edildi. Membran 3 kez TBST soliisyonu ile (15 dk, 5 dk, 5 dk) calkalanarak
yikandi. Goriintiilemede yiliksek duyarlilikta sinyal tretebilen kemiliiminesans metodu
(Life Science Inc. ABD) kullanildi. Bunun amagla esit oranda alman Immun-Star HRP
Peroxide c¢ozeltisi ve Immun-Star HRP Luminol/Enhancer ¢o6zeltisi (Bio-Rad, ABD)
karigtirilarak membran iizerine yayildi ve membran yilizeyine temasi saglandi. Fazla siv1 bir
pecete ile emildi ve membran plastik strech film ile sarilarak Hypercassette (Amersham,
Biosciences) igerisine yerlestirildi. Karanlikk odada membran iizerine olusan 15181
algilayabilecek bir hiper duyarli X-ray filmi yerlestirildi ve sinyalin film iizerine yansimasi
icin bir siire bekletildi. Daha sonra olusan sinyal, film 3 dakika HyperFilm developer
soliisyonunda, 30 saniye saf suda ve 1 dakika HyperFilm fiksleme soliisyonunda

yikandiktan sonra goriiniir hale getirildi.
3.5.5. In Vitro Ubikuitinasyon Assay

Yabani ve mutant MBP-Parkin flizyon proteininin E3 ubikuitin ligaz aktivitesini
belirlemek i¢in ubikuitinasyon assay reaksiyonu kuruldu. Reaksiyon karisimini hazirlamak
icin kullanilan enzimler, tamponlar ve kimyasallarin bazilar1 Boston Biochem (ABD)
firmasindan tedarik edildi. Ubikuitinasyon reaksiyon tampon ¢ozeltisi 50 mM Tris. HCI pH
8.8, 2 mM DTT, 5 mM MgCl, icermektedir. Reaksiyon i¢in kullanilan malzemeler ve
miktarlar1 Cizelge 3.9.’da verilmistir. Hazirlanan reaksiyon karigiminin 10 pl’si
reaksiyonun hemen basinda 0. saat 6rnegi olarak ayrilip 4 X SDS-PAGE yiikleme tamponu
ile karistirilarak kontrol grubu kullanildi. Reaksiyon karigimmin kalan kismi 32 °C’de 3
saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 6rnekler % 12’lik SDS-PAGE jelde yiiriitiildi,

Parkin ve ubikuitin antikoru ile western blot taramasi yapildi
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Cizelge 3.8.

Western Blot analizinde kullanilan antikorlarin listesi

1° Antikor

2° Antikor

Parkin (PRKS) Mouse,
(SantaCruz Biotechnology,
ABD)

Rabbit anti-Mouse (Bio-Rad,
ABD)

Aktin (C-2), Mouse,
(SantaCruz Biotechnology,
ABD)

Rabbit anti-Mouse

Ubiquitin, Rabbit, (Cell
Signaling, ABD)

Donkey anti-Rabbit (Bio-
Rad, ABD)

TetR monoclonal Ab, Mouse,

(Clontech, ABD)

Rabbit anti-Mouse

GFP, Mouse (Clontech, ABD)

Rabbit anti-Mouse,
Texas Red (Invitrogene, ABD
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Cizelge 3.9. In vitro Ubikuitinasyon Assay i¢in kullanilan reaksiyon karigimi

Kullamlan Kimyasallar

Kullanilan Miktarlar

20 X E1 Enzim soliisyonu

1 ul Boston Biochem, Ingiltere
(5 M)
10 X Ubikuitin soliisyonu .
2 ul Boston Biochem, Ingiltere
(50 mg/ml)
UbcH7 (E2) (100 uM) 0.5 ul Boston Biochem, Ingiltere
Saf MBP-Parkin protein 1.8
2 ul Calisma tirtinii
pg/pl
10 X Mg-ATP soliisyonu 10 .
I ul Boston Biochem, Ingiltere
mM
Reaksiyon tampon ¢ozeltisi 13.5 ul Tarafimizca hazirlandi
Toplam 20 ul
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3.6. Kullanilan Proteomiks Teknikleri
3.6.1. 2DE- Jel Elektroforezi

Okaryotik hiicreler toplanip protein ziitleri hazirlandiktan sonra konsantrasyonu
olgiilerek 2DE jel elektroforezi ile ayrima tabi tutuldu. Orneklerin birinci boyuttaki
ayirmmlart 11 cm’lik pH 5-8 IPG stripler (pH 3-10 ve pH 5-8 ReadyStrip, BioRad)
kullanilarak yapildi. Oncelikle her bir érnekten 500 pg protein alinarak toplam hacmi 300
pl olacak sekilde iizerlerine 2DE rehidrasyon 6rnek tamponu eklendi. Ayrica bu karigima
son konsantrasyonlar1 % 1 TBP ve % 0.2 amfolit (striplerin pH araligma uygun) eklenerek
orneklerimiz birinci boyutta fokuslanmaya hazir hale getirildi. Ornekler fokuslama
kaplarmna konularak iizerlerine uygun stripler dikkatlice yerlestirildi. Izoelektrik fokuslama
cthazinda (IEF cell, BioRad, ABD) bir saat pasif rehidrasyonun ardindan striplerin
kurumasini ve 6rnegin buharlasmasmi engellemek amaciyla 2-3 ml kadar mineral yagi
eklendi ve gece boyu aktif rehidrasyona (50 V) tabi tutuldu. Rehidrasyon isleminden sonra
izoelektrik odaklamaya geg¢ildi. Proteinleri emmis IPG stripler PROTEAN IEF (BioRad,
ABD) odaklama tabakasma almarak strip iizerindeki proteinler adim adim artan voltaj
programi uygulanarak 20 °C’ de odaklamaya tabi tutuldu (250 volt: 20 dk, 4000 volt: 2
saat lineer, 4000 volt: 2,5 saat, hizli ve toplamda 14 kilowatt/saat giiciinde). Fokuslama
sonrasinda stripler 2DE stripleri yikama tamponu I (6M iire, 0.375M Tris.HCI pH8.8, % 2
SDS, % 20 gliserol, % 2 (w/v) DTT) ve 2DE stripleri yikama tamponu II (6 M iire, 0.375
M Tris.HCI pH 8.8, % 2 SDS, % 20 gliserol, % 2.5 (w/v) iodoasetamid) ¢ozeltileri
icerisinde 30 dakika siireyle yikandi. % 12 SDS poliakrilamid jellere yerlestirilerek
elektroforeze tabi tutuldu (35 mA 30 dk, 48 mA 5 saat + 16 °C’de). Elektroforez
sonrasinda proteinler % 40 metanol, % 10 asetik asit icerisinde en az bir saat fikse edildi ve
SyproRuby (BioRad, ABD) boyasi icerisinde gece boyu boyand1. Jellerin goriintiillenmesi
VersaDoc MP4000 sistemi (BioRad, ABD) ile gerceklestirildi. Jellerin analizleri PDQuest
Advanced progranu kullanilarak yapildi. Istatistiksel olarak anlamli olan spotlarin kesimi

Spot-cutter otomatize robotik sistemi (BioRad, ABD) ile gerceklestirildi.
3.6.2. Difference Gel Electroporesis (DIGE)

SH-SYSY hiicrelerinden protein Oziitleri DIGE liziz tamponu ve cam boncuklar
yardimi ile hazirlandi. DIGE 6ncesi protein 6ziitlerinin pH'lar1 pH kagitlar: kullanilarak 8'e
ayarlandi. Proteinleri Cy2, Cy3 ya da Cy5 flouresan boyalar ile isaretlemek i¢in CyDye
DIGE Fluor Cy5 Labeling Kit (GE Healthcare, ABD) kullanildi. Stok 400 pmol/ul
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hazirlanan boyalarin 1 pl’si 100 pg protein ile karistirild: ve karanlikta buz tlizerinde 30
dakika bekletildi. Siire sonunda son konsantrasyonu 10 pmol olacak sekilde lizin eklenerek
reaksiyon durduruldu ve karanlikta buz iizerinde 10 dakika bekletildi. Orneklerin {izerine
hacmi kadar DIGE 2 X 6rnek tamponu (8 M iire, 130 mM DTT, 4 % w/v CHAPS, 2 %
w/w amfolit) eklendi ve karanlikta buz iizerinde 10 dakika bekletildi. Ayn1 jel lizerinde
yiiriitmeyi planladiginiz farkli flouresan boyalar ile isaretlenmis ornekler karistirildi. Bu

asamadan sonra rutin fokuslama ve 2DE protokolii takip edildi.
3.6.3. 2DE-Temelli Fosfoproteomiks

Hiicre kiiltiirlerinin yogunluklar1 % 75’e¢ ulastiginda yabani ve mutant Parkin
proteininin sentezlenebilmesi i¢cin ortama 1 pg/ml tetrasiklin ilavesi yapildi. 24 saat siiren
inkiibasyon sonrasinda hiicreler soguk PBS ile 3 kez yikandi ve 50 nM serin/treonin
fosfotaz inhibitorii olan kalikulin A eklenmis serum igcermeyen besiyerinde 45 dakika
inkiibe edildi. Fosfoproteomiks calismasi i¢in yukarida anlatildigi gibi DIGE patlatma
tamponu ve 0.1 mm cam boncuklar kullanilarak protein 6ziitleri yapildi. Yukaridaki tarif
edilen protokole ek olarak DIGE patlatma tamponuna % 1 fosfotaz inhibitor kokteyl 2 ve
3 (Sigma Aldrich, ABD) eklendi. Birinci ve ikinci boyutta aymrimlar i¢in rutin 2DE
protokolii takip edildi. Birinci boyutta 1 mg/ml protein 6ziitii 11 cm, pH 5-8 striplere
emdirilerek ayrildi. Ikinci boyut ayrim igin ise 11 cm % 12 Bis-Tris Criterion XT Precast
jeller kullanildi. Fosfoproteomiks caligmalarinda molekiiler agirlik standardi olarak

PeppermintStick Fosfoprotein (Molecular Probes, ABD) kullanildi.
3.6.3.1. Fosfoproteinlerin Pro-Q Dimond ile Boyanmasi

Ikinci boyutta ayrimdan sonra jeller 6zel boyama kaplarma alinarak detaylar1
Cizelge 3.10.°da verilen Pro-Q Dimond boyama prosediirii uygulandi. Jellerin
gortintiilenmesi VersaDoc MP4000 sistemi (BioRad, ABD) ile gerceklestirildi. Jellerin
analizleri PDQuest Advanced programm kullanilarak yapildi. Istatistiksel olarak anlamli
olan spotlarin kesimi Spot-cutter otomatize robotik sistemi (BioRad, ABD) ile

gerceklestirildi.
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Cizelge 3.10. Fosfoproteinlerin Pro-Q Diamond boyasi ile boyanma prosediirii

Kullanilan Kimyasal

Cozeltiler

Tris-Glisin Jelleri i¢in

Adim 1: Fiksasyon

% 50 Metanol
% 10 asetik asit

100 ml, 30 dakika
100 ml, gece boyu

Adim 2: Yikama

Ultra saf su

100 ml, 10 dakika 3 kez

Adim 3: Boyama

Pro-Q Dimond boyasi

60 ml, 60-90 dakika

Adim 4: Boyanin

cikarilmasi

% 20 Asetonitril

50 mM sodyum asetat pH4

80-100 ml, 30 dakika 3 kez

Adim 5: Yikama

Ultra saf su

100 ml, 5 dakika 2 kez
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3.6.4. Jel icindeki Proteinlerin Tripsin ile Kesimi (In-Gel Digestion)

SyproRuby boyasi ile boyanmig protein bantlar1 poliakrilamit jelden Spot-cutter
otomatize robotik sistem (BioRad, ABD) ile kesilerek 96 kuyucuklu kesim tabaklarina
yerlestirildi. 96 kuyucuklu kesim tabaklarindan alinarak 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
alinan jel parcalar1 500 pl % 40 asetonitril ve % 60 amonyum bikarbonat (50 mM pH 8.0)
cozeltisi 1le 15 dakikalik periyotlarla jel pargalari renksiz hale gelene kadar yikandi.
Temizleme c¢ozeltisi pipet yardimiyla uzaklastirildi ve jellerin iizerine dehidrasyonu
saglamak amaci ile 200 pl asetonitril eklenerek jeller oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.
Siire sonunda soliisyon pipet yardimiyla uzaklastirilildi ve jeller speed-vakum cihazi ile
stvi kisim uzaklasana kadar 50 °C’de 2 500 xg hizda cevrilerek kurutuldu. Protein
rediiksiyonu i¢in jellerin tizerine 100 pl 10 mM DTT eklendi ve 80 °C’de 30 dakika
bekletildi. Ardindan tiiplere protein alkilasyonu i¢in 100 pl 50 mM iyodaasetamid eklendi
ve oda sicakliginda 20 dakika karanlikta bekletildi. Tiplere eklenen DTT ve
iyodaasetamitin fazlasi bir pipet yardimi ile uzaklastirildi ve jel pargalar: iki defa 500 pul 50
mM amonyum bikarbonat ile yikandi. Yikama ¢6zeltisi pipet yardimiyla uzaklastirildi. Jel
parcalar1 tizerine 200 pl asetonitril eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda dehidre edildi.
Asetonitril uzaklastirilip jeller speed-vakum cihazi ile 10 dakika 50 °C’de 2 500 xg hizda
cevrilerek kurutuldu. Jeller iizerine 200 pl 50 mM amonyum bikarbonat eklendi ve bu
sekilde rehidre olmalar1 saglandi. Asetonitril ile dehidrasyon ve amonyum bikarbonat
cozeltisi ile rehidrasyon islemi bir kez daha tekrarlandi. Jel igerisinde sikismis halde
bulunan proteinleri peptitlerine aymrabilmek i¢in jel iizerine 50 mM amonyum bikarbonat
icerisinde hazirlanmis son konsantrasyonu 10 ng/ul olacak sekilde 50 pl tripsin soliisyonu
eklendi ve jeller gece boyu 37 °C’de inkiibe edildi. Tim gece siiren tripsinizasyon sonrasi
tiipler 15 saniye yiiksek hizla ¢evrildi. Igerisine 50 ul % 1 formik asit ve % 2 asetonitrilden
olusan ekstraksiyon ¢ozeltisi eklendi ve vorteks ile 30 dakika boyunca karistirildi. Sivi
kisim temiz bir tiipe almarak speed-vakum cihazi ile yaklasik 30 dakika 45 °C’de 2 500 xg
hizda cevrilerek kurutuldu. Cokelek 5 pl % 1 formik asitte ¢oziilerek analize hazir hale

getirildi.
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3.7. Analizlerde Kullanilan Programlar

Park2 geni istenilen vektorlere rekombinant DNA teknolojisi kullanarak
klonladiktan sonra dizilendi ve dizilenen genin analizi Chromos (Current Version: 1.6,
Technelysium, Ingiltere) programi kullanilarak yapildi. Clustel W programu ile ise yabani
tip ve mutant Parkin proteinleri amino asit diizeyinde karsilastirilarak analiz edildi
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). ConSurf analizi ile Parkin proteininin
domainleri tizerinde bulunan aminoasitlerin renklere yansitilmis kodlanmis modeli
olusturuldu. Olusturulan vektdr haritalar1 ve primerler Vector NTI (Invitrogen, ABD)
programi ile dizayn edildi. Western blot analiz sonuclar1 Imagel] (Image Processing and
Analysis in Java, ABD) programi kullanilarak olusturuldu. 2DE Jellerin analizlerinde
PDQuest Advanced programi (Bio-Rad, ABD) kullanildi. Peptitler jellerden izole edilip
tripsin enzimi ile kesildikten sonra LC-MS/MS cihaz1 (Waters Inc., ABD) ile belirlendi.
Protein tanimlamalarinda Uniport veribankasi kullanildi (www.uniport.org). Belirlenen
proteinler Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com)
ve Mascot programi (www.matrixscience.com) kullanilarak hastalik ile iliskilendirildi ve
analiz edildi. Kononikal yolak analizi (2000-2012 Ingenuity Systems, Inc., ABD) sonucu

regiile olan proteinlerin iliskilendirildigi yolaklar tespit edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Yabani ve Mutant Parkin Proteinlerinin Hiicre Kiiltiiriinde ifade Edilmesi
4.1.1. Mutant Park2 Geninin Eldesi

Park2 geninde mutasyon tasiyan Ornek 2006-2009 yillar1 arasinda yapilmig
104S217 nolu Tiibitak projeye basvuran geng¢ bir Parkinson hastasmin park2 genine ait
mutant bir formudur (Kasap ve ark., 2009). Genin dizi ve mutasyon analizleri Kasap ve
arkadaslarinin (2009) yaptiklar1 ¢alismada ayrintili olarak verilmistir. Kisaca, hastanin
tam-boy ¢ogaltilmis Park2 geninde ii¢ adet sessiz mutasyon [429 (C > T), 513 (G >A) ve
667 (C > T)], ve iki adet yanlis anlamli mutasyon [932 (A >G); GIn3112>Arg ve 1111 (G
> A); Ala371 ->Thr] saptanmustir. Ozellikle yanlis anlamli mutasyonlarm protein
iizerindeki lokasyonlarina bakildiginda bu mutasyonlamm IBR domaininde olduklar1
goriilmiistiir. Bu mutasyonlarin Parkin lizerinde evrimsel agidan korunmus amino asitleri
degistirip degistirmedigini anlayabilmek i¢in gergeklestirilmis olan ConSurf analizi (Kasap
ve ark., 2007) ve modelleme calismalarinda mutasyonlardan birinin korunmus bdlgede
(Q311R) digerinin ise degisken bolgede (A371T) olduklart gorilmiistiir (Sekil 4.1.).
Korunmus bolgede olan amino asit degisimi pozitif yiikli bir amino asidin (Q) pozitif
yiiklii bir aminoaside (R) degisimi iken degisken bolgedeki amino asit degisimi hidrofobik
kii¢iik bir amino asidin (A) polar yiiksiiz biiyiilk bir amino aside (T) degisimi seklinde
olmustur. Parkin {izerindeki mutasyonlarmm % 50 (Lucking et al., 2000) kadarmnin hastalikla
iligkilendirildigi disiiniilecek olunursa sorulacak sorulardan bir tanesi Q311R ve A371T

cift mutasyonlarin hastalikla iligkili olup olmayacaginin belirlenmesidir.

Ancak elimizde yabani tip Park2 genine ait herhangi bir klon, dizi analizi datas:
bulunmamaktaydi. Bu amagcla saglikli geng bir bireyden kan alarak I6kositlerinden tam boy
yabani tip Park2 gen formu elde edildi ve dizi analizi yapildi. Calismanin detaylar1 ve elde

edilen sonuclarin analizi asagida verilmistir.
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Sekil 4.1. Mutant Parkin proteinindeki mutasyonlarm Chromos (Current Version: 1.6, Technelysium, Ingiltere) programi ile gdsterimi ve
ConSurf analizi. A. Islenmemis DNA dizi analizi datasi ve Parkin proteininde belirlenmis yanlis anlamli mutasyonlar. B. Parkin proteininin
ConSurf analiz sonuclarinin Parkin IBR domaini {izerine yansitilmis renklerle kodlanmis modeli. Beyaz diziler yiiksek oranda degisken
iken kirmizi diziler yiiksek oranda korunmustur. Mavi dizi korunmus bolgede bulunan Gln 311 >Arg mutasyonunu gosterirken, beyaz
tirtikli  dizi yiiksej oranda degisken bdlgede bulunan Ala 371 >Thr mutasyonunu gostermektedir (Kasap ve ark., 2007)
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4.1.2. Yabani Tip Park2 Geninin Eldesi, Agaroz Jelde Goriintiilenmesi ve Dizi

Analizi

Ticari olarak satilan RNA izolasyon kiti (Qiagen, ABD) ile saglikli bireyin
16kositlerinden tiim RNA izolasyonu yapildi. izolasyondan hemen sonra tiim RNA’lar
oligodT ve random hexamer primer karisimi kullanilarak ¢cDNA’ya (Fermentas, ABD)
cevirildi. cDNA’lar1 kalip olarak kullanildi ve tasarladigimiz spesifik Parkin primerleri
kullanilarak tam boy Park2 genini ¢cogaltabilmek i¢in PZR reaksiyonu kuruldu. Elde edilen
park2 gen iirlinli agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 4.2.). Saglikli bireye ait PZR {iriinii PCR
Product Purification Kit (Roche, ABD) ile temizlenerek dizi analizi i¢in ticari bir firmaya

(lontek Inc, Tiirkiye) gonderildi.

Dizilenen yabani tip Park2 niikleotid dizisi in siliko olarak protein dizisine gevrildi,
coklu dizi analizi programi kullanilarak dnceden tarafimizca bulunmus olan mutant dizi ile

karsilastirildi ve farkliliklar kutu icerisinde gosterildi (Sekil 4.3.).

Sonug olarak saglikli bireyden elde edilen yabani tip Park2 geninde herhangi bir
mutasyon belirlenmedi ve g¢alismalarimizda bu gen {iriinii mutant forma kars1 kontrol

olarak kullanild1.
4.1.3. Yabani Tip Park2 PZR Uriiniiniin pCR2.1-TOPO Vektoriine Klonlanmasi

Amacimiz kontrollii ekspresyon yapabilmek i¢in yabani tip Park2’yi pPCDNA4/TO
vektoriine klonlamakti. Her ne kadar PZR i¢in dizayn ettigimiz primerler EcoRI ve BamHI
restriksiyon enzimlerinin tantyacagi kesim bdlgeleri icerse de bunlarin test tiipii icerisinde
cift enzim ile kesilmesi ve kesilen iiriiniin klonlanmasi deneylerinde basarisiz olundu.
Bundan dolay1 yabani tip Park2 geni PZR ile ¢ogaltildiktan sonra oncelikli olarak
pCR2.1-TOPO vektoriine klonland1 daha sonra buradan asagida detay1 anlatildigi gibi
pCDNA4/TO vektoriine alt klonlama yapildi. pCR2.1-TOPO vektoriinii kullanmak; cift
enzim kesiminin basarili bir sekilde oldugunu dogrulamak ve diger vektorlere alt klonlama
yapmak ac¢isindan isimizi kolaylastirdi. Olusturulan rekombinant plazmite pCR2.1-TOPO-
Park2 yabani tip adi verildi. Klonu dogrulamak amagli yapilan restriksiyon enzim kesim

reaksiyonu agaroz jelde yiiriitiildii ve goriintiilendi (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.2. Park2 genini iceren PZR iiriiniiniin agaroz jel goriintiisii M. DNA belirteci (1kb
DNA ladder Fermentas, ABD), 1. Negatif Kontrol, 2. PZR {riinii mutant Park2 geni, 3.
PZR iiriinii yabani tip Park2 geni
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LDQQSIVHIVQREWRKGQEMNATGGDDPRNAAGGCEREPQSLTRVDLSSSVLEGDSVGLA
LDQQSIVHIVQRPWRKGQEMNATGGDDPRNAAGGCEREPQSLTRVDLSSSVLEGDSVGLA
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CTIDVRSEVLVFQCNSRHVICLDCFHLYCVIRLNDRQFVHDPQLGYSLPCVAGCPNSLIKE
CIDVRSEVLVEQCNSRHVICLDCFHLYCVIRLNDRQEFVHDPQLGYSLPCVAGCENSLIKE
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Sekil 4.3. Clustel W analizi sonucu yabani tip ve mutant Parkin protein dizilerinin
karsilastirilmali analizi. Kutu igerisine alinan diziler Gln 311 >Arg ve Ala 371 >Thr
degisimleridir (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).
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Sekil 4.4. pCR2.1-TOPO-Park?2 yabani tip rekombinant vektoriin EcoRI ve Sacl enzimleri
kesimi agaroz jel goriintiisi M. DNA belirteci (1kb DNA ladder Fermentas, ABD), 1.
pCR2.1-TOPO-Park?2 yabani tip klon EcoRI kesimi, 2. pCR2.1-TOPO-Park2 yabani tip

klon Sacl kesimi
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4.1.3.1. Yabani Tip Park2 Geninin pcDNA4/TO Vektoriine Alt-Klonlanmasi

pCR2.1-TOPO-Park?2 yabani tip rekombinant plazmiti EcoRI ve BamHI enzimi ile
kestikten sonra elde edilen park2 gen iiriinii agaroz jelden izole edildi ve izolasyon liriinii
aynt enzimler ile kesilen pcDNA4/TO vektoriine klonlandi. Olusturulan bu yeni
rekombinant vektore ise pcDNA4/TO-Park2 yabani tip adi verildi (Sekil 4.5.). Park2
genine ait mutant formun klonunu ise (pcDNA4/TO-Park2 mutant) Kasap ve arkadaslari
tarafindan  yukarida bahsettigimiz gibi 104S217 nolu TUBITAK projesinde
olusturulmustur.
4.1.4. SH-SY5Y TetR" Stabil Hiicre Hattinin Olusturulmasi

Calismalarimizda memeli  hiicrelerinde  tetrasiklin ~ kontrolii altinda gen
ekspresyonuna izin veren T-REx sistemi (Invitrogen, ABD) kullanildi. Bu sistemi
kullanilarak gelistirilen hiicre hatlarinda herhangi bir proteinin hiicre iizerindeki etkisi
karsilagtirmali olarak ¢alisilabilinmektedir. Bunun i¢in protein eksprese edilmeden 6nce ve
eksprese edildikten sonra hiicre Ornekleri almak yeterli olmaktadir. Ancak SH-SYSY
hiicrelerinin T-REx sistemi ile uyumlu TetR+ hiicre hatt1 ticari olarak satilmamaktadir. Bu
nedenle ¢alismamizda TetR+ kararl hiicre hatt1 olusturuldu. TetR" hiicre hatt1 olusturmak
icin TetR represor proteinini kodlayan pCDNAG6/TR vektériinii kullanildi. Oncelikli olarak
pCDNAG6/TR vektorii E.coli hiicresinde c¢ogaltildi, endotoksin igcermeyecek sekilde
hazirland1 ve SH-SYSY hiicrelerine transfekte edildi. Bu vektor lizerinde blastasidin direng
geni tasidigi i¢cin transfeksiyon sonrasi alindigi hiicrelere blastasidin  direnci
kazandirmaktadir. Ancak vektorii alan her hiicre almis oldugu vektorii genomuna entegre
edememektedir. Bu nedenle transfeksiyon sonrasinda hiicreler blastasidin ile bir se¢ime
tabi tutuldu ve sadece vektorii alip genomuna entegre eden hiicreler kiiltiir tabaklari
icerisinde biiylimelerini slirdiirebildi. Yeterince zaman verildikten sonra biiyliyen hiicreler
koloni olusturdular. Bu koloniler daha biiytik kiiltiir tabaklarina alinarak TetR proteinini
eksprese edip etmedikleri agisindan test edildiler. Segilen koloniler arasinda koloni # 5'in
TetR proteinini yiiksek seviyede eksprese ettigi goriildii (Sekil 4.6.). Olusturulan bu yeni
hiicre ¢izgisine TetR™ SH-SYSY adi verildi. Bu hiicre hatt1 ¢ogaltildi, pasajlandi ve

saklamalar1 alinarak laboratuvarimizin envanterine kazandirildi.
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Sekil 4.5. pCDNA4/T-Park2 yabani tip rekombinant vektoriin EcoRI ve BamHI enzimleri
kesimi agaroz jel goriintlisi. M. DNA belirteci (1kb DNA ladder Fermentas, ABD), 1.
pcDNA4/TO-Park?2 yabani tip klon

79



Hucre Cizgisi 1 2 3 4 5

TetR

Aktin

Sekil 4.6. Farkli hiicre hatlarinin TetR antikoru ile western blot taramasi



4.1.5. SH-SY5Y-TetR™-Park2 Yabani Tip ve Mutant Stabil Hiicre Hatlarinin
Olusturulmasi

Olusturulan TetR® SH-SYS5Y hiicreleri bir sonraki asamada Parkin proteinini
kontrollii eksprese eden stabil hiicre hatti olusturmak i¢in kullanildi. Bu amag¢ i¢in
pcDNA4/TO-Park2 yabani tip ve mutant rekombinant vektorleri kullanildi. Bu vektorler
E.coli hiicresinde ¢ogaltildi, endotoksin igermeyecek sekilde hazirlandi1 ve TetR™ SH-SYSY
hiicrelerine transfekte edildi. pCDNA4/TO vektorii lizerinde zeosin geni tasidigi icin
transfeksiyon sonrasi alindig1 hiicrelere zeosin direnci kazandirmaktadir. TetR™ SH-SYSY
hiicrelerinin blastasidin direncine, pCDNA4/TO vektoriinden gelen zeosin direnci de
eklenince hiicre se¢imi bu iki antibiyotik ile yapildi. Bes haftalik siire boyunca kiiltiir
tabaklarinda biiyliyen ve 6len hiicrelerin durumu ve koloni olusturmalart mikroskop ile
takip edildi (Sekil 4.7.).

Biiyiiyen kolonilerden hangilerinin yabani tip ve mutant formdaki Parkin’i sik1 bir
kontrol altinda eksprese ettigi bilinmediginden koloniler tek tek Parkin ekspresyonu ig¢in
tarand1.Bu sistemin calisma prensibi tetrasiklin kontroliine baglidir. Biiylime besiyerine
tetrasiklin eklenmedigi siirece Parkin eksprese edilmezken ortama tetrasiklin eklendiginde
Parkin eksprese edilmektedir. Parkin antikoru ile western blot taramasi sonucunda en
yiiksek seviyede ve en kontrollii Parkin ekspresyonunu yapan koloniler segildi ve bu yeni
hiicre ¢izgilerine SH-SYS5Y-PARK?2 mutant ve SH-SY5Y-PARK2 yabani tip adi verildi.
Bu hiicre hatlar1 c¢ogaltildi, pasajlandi ve saklamalar1 alinarak laboratuvarimizin
envanterine kazandirildi (Sekil 4.8.).

4.2.  Yabani Tip ve Mutant Parkin Proteinlerinin Karakterizasyonu

Parkin proteini iizerindeki mutasyonlarin proteinin fonksiyonunu nasil etkiledigini,
mutant formun yabani tip forma gore ne gibi farkliliklar gosterdigini ve PH olusumunda
etken faktdor olup olmadigin1 anlayabilmek i¢in molekiiler seviyede karakterizasyon

calismalar1 yapildi.

4.2.1. Yabani ve Mutant Tip Parkin Proteinlerinin Post-Translasyonal

Modifikasyonlar

Hiicrelerde yapilan Parkin ekspresyon analizinde yabani tip forma ait iki adet,

mutant forma ait bir adet protein band1 western blot {izerinde goriildii. Bu gézlem Kasap ve

81



Afer ransfechon [ 100)

Sekil 4.7. SH-SYS5Y-PARK2 mutant ve SH-SYS5Y-PARK?2 yabani tip hiicrelerin farkl
zamanlarda taranmasi ve sec¢ilmesi
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Sekil 4.8. Western blot metodu ile tetrasiklin indiiksiyonu dncesi ve sonrasi Parkin proteininin yabani tip ve mutant formlariin ekspresyonlarmin
gosterilmesi. Jeldeki her bir kuyucuga esit miktarda protein yiiklendigini gostermek icin (10 pg / kuyucuk) membran anti-aktin antikoru ile de

muamele edilmistir.
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arkadaslarinin HeLa hiicrelerinde gordiigii formlar ile uyusmaktadir (Kasap ve ark., 2009).
Western blot {izerinde iist bant olarak goriilen form 52 kDa olup tam boy Parkin
proteininin molekiiler agirligina denk gelmektedir. Altta goriilen ve yabani tip proteine ait
ikinci bant ise 42 kDa agirliginda olup translasyon sonrasi degisime isaret etmektedir.
Yapilan literatiir taramasinda yabani tipe ait bu form gézlemlenmis ve bu formun tam boy
parkin proteininin kaspaz I tarafindan kesilmesi ile olustugu belirtilmistir (Sekil 4.8.)
(Kahns et al., 2002).

Yabani tip Parkin proteinine ait diisiik molekiiler agirliktaki protein bandi ile
mutant Parkin’e ait protein bandi PTM acisinda degerlendirilmek istendi. Bu amagla
proteinler % 8-15 gradient jelde ytriitiildii ve western blot metodu ile incelendi. (Sekil
4.9.). Analizlerimiz sonucunda mutant Parkin proteininin yabani tip Parkin proteinine gore
jel lizerinde farkli bir noktaya ilerledigi ve bu farkin da molekiiler agirliktaki artistan
kaynaklandig1 gosterildi.

Yabani tip ve mutant Parkin protein bantlar1 arasindaki molekiiler agirlik farkinin
diisiik olmas1 mutant proteinin fosforile olduguna isaret etmektedir. Ancak siilfilasyon
nitrozilasyon gibi degisiklikler de molekiiler agirlikta fosforilasyondan kaynaklanan
kaymalara benzer degisimlere neden olmaktadir. Bundan dolay1 jel {izerindeki degisimin
fosforilasyondan kaynaklanip kaynaklanmadigini anlayabilmek i¢in fosfoproteinlere 6zel
bir boyama gergeklestirildi. Bu amag i¢in hazirlanan iki adet gradient jelde hem yabani tip
hem de mutant Parkin proteinleri ayirildi. Jellerden biri western blotlama i¢in kullanirken
digeri fosforile olmus proteinleri goriiniir kilmak i¢in fosfoprotein boyasi (ProQ-Diamond,
Invitrogen, ABD) ile boyand1. Elde edilen goriintiiler iist-iiste getirildi. Cikan sonug bize
mutant Parkin proteinin fosforile olabilecegini diisiindiirdii. Ayn1 deney daha belirgin
sonuglar verebilecegi iimidi ile 2DE jel sistemi {izerinde tekrarlandi. Sonuglar sitoplazmik
fraksiyonlarda yabani tip ve mutant Parkin proteinleri arasinda fosforilasyon agisindan fark

oldugunu agikga gosterdi (Sekil 4.10.).

4.2.2. Stabilite Farkhihklar

Proteinlerin hiicre igerisindeki miktarlar1 ve ne kadar siire ile hiicre igerisinde
kaldiklar1 da 6nemlidir. Hiicrede normalde bulunmas1 gerektiginden daha kisa siire tutulan
ve parcalanarak ortadan kaldirilan bir protein gorevini gerektigi gibi yerine getiremedigi
gibi, normalden daha uzun siire parcalanmadan kalan bir proteinde hiicre stresine ve
Olimiine neden olabilir. Bu acidan bakildiginda sorulan soru yabani tip ve mutant Parkin

proteinlerinin hiicre i¢erisindeki miktarlar1 ve yar1 dmrii arasinda bir fark olup olmadigiyd:.
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Yabani Mutant

Sekil 4.9. Yabani tip ve mutant Parkin proteinlerinin % 8-15 gradient jel lizerindeki
western blot goriintiisii.
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Sekil 4.10. Yabani tip ve mutant Parkin proteinleri fosforilasyon profillerinin 2DE-jel
elektroforezi ile western blot, ProQ-Diamond ve Sypro-Ruby boyamalar1 kargilastirmali
analizi. Yabani tip ve mutant Parkin protinlerini igeren protein Oziitleri esit oranda
karstirtlip 2DE-jel elektroforezine tabi tutuldu (pH 5-8). Ayni sartlar altinda {iretilen
jellerden birisi anti-Parkin antikoru ile blotlanirken digeri ProQ-Diamond ve ardindan
Sypro-Ruby boyalar1 ile boyandi. Siiperimpozisyon sonrast mutant formunda olan Parkin
proteininin fosforile oldugu gézlemlendi (Yesil renkli spotlar).
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Bunu belirleyebilmek i¢in SH-SY5Y-TetR -Park2 yabani ve mutant tip kontrollii
protein ekspresyonuna izin verecek stabil hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicre igerisinde ¢ok
fazla miktarda Parkin’in olmasi yar1 Omiir ¢aligmasinda proteinin doygunluga
ulagmasindan dolayr yikimini izlemeye izin vermemektedir (gosterilememis data). Bu
nedenle Oncelikle Parkin’i hiicre igerinde ne kadar siire eksprese etmemiz gerektigi
belirlendi. Hiicreler farkli siirelerle yabani tip ve mutant Parkin’i eksprese etsinler diye
Ipg/ml tetrasiklin ile indiiklendi ve Parkin antikoru ile ekspresyon profili belirlendi (Sekil
4.11 (A)). Yapilan calismada 10 saatlik indiiksiyon siiresinin protein ekspresyonunu
gorebilmek i¢in yeterli oldugu ve bu siire igerisinde proteinin doygunluguna ulasilmadigina
karar verildi. Bagka bir ifadeyle 10 saat siireli eksprese edilen Parkin’in yikimi takip
edilebilmekteydi. Bu amagcla Parkin ekspresyonu icin hiicreler 10 saat tetrasiklin ile
indiiklendikten sonra, tetrasiklin ortamdan besiyeri degistirilerek uzaklastirildi. Protein
sentezini durdurmak icin ile ortama siklohekzamid ilavesi yapildi. Siklohekzamid hiicrede
yeni protein sentezini dnlerken var olan proteinlerin yikimi etkilemez. Mutant ve yabani
tip Parkin yikimini takip etmek icin degisik zaman araliklarinda ornekler alind1 ve western
blotlama yardima ile protein yikimi takip edildi. Ayn1 membran strip edildikten sonra aktin
antikoru ile de tekrar blotlamaya tabi tutuldu (Sekil 4.11 (B)).

Sonuglar mutant Parkin proteinin yabani tip Parkin proteinine gore daha stabil
oldugunu gosterdi. Yabani tip Parkin’in 48. ve 72. saat Orneklerinde ¢ok az miktarda
bulundugu (yok denecek kadar az), mutant proteinin ise dnemli miktarda bulundugunu
gosterildi.

4.2.3. Lokalizasyon Farkhhklan

Mutant ve yabani tip Parkin proteinleri arasinda hiicresel lokalizasyon agisindan
farklar olup olmadigmi anlayabilmek igin iki tip calisma gerceklestirildi. Ilk ¢alismada
Parkin’in sitoplazmik ve niiklear formlar1 arasinda fark olup olmadigi belirlenmeye
calisildi. Ikinci ¢alismada ise immiinfloresan mikroskop kullanilarak yabani tip ve mutant

Parkin proteinleri arasinda lokalizasyon farki olup olmadigi1 belirlenmeye ¢alisild.

4.2.3.1. Mutant ve Yabani Tip Parkin Proteinlerinin Sitoplazmik ve Niiklear Protein
Formlan

Literatiirde var olan bilgi Parkin’in hiicre c¢ekirdegine giderek orada da gorev
yaptigidir (Kao, 2009a). Bu nedenle sorulan sorulardan ilki mutant formun da cekirdege
gidip gitmedigidir. Bu soruya cevap verebilmek i¢in yabani tip ve mutant Parkin eksprese

eden SH-SYSY hiicrelerinden sitoplazmik ve niiklear protein izolasyonu yapildi. Western
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Sekil 4.11. Yabani tip ve mutant Parkin proteinlerinin hiicre igerisindeki kararliliklarinin
karsilagtirilmasi. A. Yabani tip ve mutant Parkin proteininin farkli indiiksiyon siirelerinde
hiicre icerisindeki miktarmin western blot ile gosterimi. B. Yabani tip ve mutant Parkin
proteinlerinin 10 saat indiiksiyon sonrasi farkli siirelerde CHX muamelesi sonucu hiicre
icerisindeki miktarlarinin western blot ile gosterimi (Deney iki kez tekrar edilmistir).
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blotlama yontemi kullanilarak bu iki protein izolat1 arasinda herhangi bir farklilik olup

olmadig1 gézlemlenmeye c¢alisildi (Sekil 4.12.).

Sonu¢ olarak hiicre c¢ekirdegine giden yabani tip Parkin’in sitoplazmik formuna
gore translasyon sonrast modifikasyon (PTM) ge¢irdigi goriildii. Mutant formdaki
Parkin’de ise ¢ekirdege giden formu ile gitmeyen formu arasinda translasyon sonrasi
modifikasyon agisindan net bir fark goriilmedi. Ilging olan ¢ekirdege giden yabani tip ve
mutant Parkin proteinleri arasindaki farklilikti. Cekirdege giden yabani tip Parkin net
bantlar verirken, mutant Parkin merdiven seklinde coklu bantlar vermekte idi. Coklu
bantlarin varligt mutant parkinin poliubikinite olabilecegine isaret etmektedir. Ancak
poliubikuitinasyonu gostermek i¢cin LC-MS/MS tarzi deneylerin yapilmasi sarttir. Bu
calisma kapsaminda bu deneyler yapilamadi.

Ikinci olarak Parkin’in yabani tip ve mutant formlar1 arasindaki lokalizasyon farkini
kantitatif olarak belirleyebilmek i¢in immiinfloresan tabali deneyler yapildi. Hiicreler cam
cover-slipler lizerinde biiyiitiildii, fikse edildi, monoklonal anti parkin antikoru ve texas red
konjige edilmis ikincil antikor ile muamele edildi ve parkin lokalizasyonunu
belirleyebilmek i¢in floresan mikroskop ile incelendi (Sekil 4.13.).

SH-SYSY hiicreleri morfolojik olarak kiigiik hiicreler olduklarindan immiinfloresan
boyamalarimiz Parkin lokalizasyonu hakkinda net bir bilgi vermedi. Zaman zaman
cekirdek ¢evresinde yogunlagan, zaman zaman da hiicrenin biitlinline yayilmis bir dagilim
profili hem yabani tip hem de mutant Parkin proteinleri i¢in gozlemlendi (Sekil 4.13.).
Birbirleriyle ¢elisen bu bilgiler saglikli olmadigindan dolay1r lokalizasyon ¢alismasi
Parkin’i yesil floresan proteini (GFP) ile konjuge edilerek hiicre icerisindeki dagilimi takip

edilerek yapild.

4.2.3.2. pcDNA4/TO-GFP-Park2 Yabani Tip ve Mutant Rekombinant Plazmit ile
Stabil Hiicre Hatlarinin Olusturulmasi

Calismanin bu kisminda GFP-Parkin flizyon proteinini kontrollii eksprese
edebilecek stabil bir hiicre hatt1 yapildi. Bu amagla 6nce yesil floresan proteinine ait GFP
geni PZR ile pGFP-N (Clonetech, ABD) vektoriinden ¢ogaltildi. Elde edilen PZR f{irtinii
pCDNA/4TO vektoriine klonland1 (Sekil 4.14.). Boylece istenilen herhangi bir proteinin

lokalizasyonunu ¢alismaya firsat verecek yeni bir rekombinant vektor elde edildi.

Sonraki asamada bu yeni GFP-PCDNA/4TO rekombinant vektoriindeki GFP
geninin karboksi ucuna (-COOH) Park2 geni klonland1 (Sekil 4.15 A ve B).
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Sekil 4.12. Yabani tip ve mutant Parkin’in sitoplazmik (C) ve niiklear (N) formlarinin western blot yontemi ile karsilastirilmasi. WT: Yabani tip
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Sekil 4.13. Yabani tip ve mutant Parkin’in SH-SYSY hiicrelerindeki lokalizasyonlarmi
belirlemek amaci ile yapilan immunfloresan ¢aligmalar
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Elde edilen pCDNA4/TO-GFP-Park2 yabani tip ve mutant rekombinant plazmitleri
(vektor haritas1t Ek 1°de verilmistir) E. coli hiicresinde ¢ogaltildi, endotoksin igermeyecek
sekilde hazirland1 ve TetR" SH-SYS5Y hiicrelerine transfekte edildi. Hiicreler zeosin ve
blastasidin antibiyotikleri varliginda se¢ime tabi tutuldu ve GFP-Parkin fiizyon proteinini
tetrasiklin kontrolii altinda giiglii bir sekilde eksprese edebilen hiicre ¢izgileri belirlendi.
Olusturulan bu yeni hiicre ¢izgisine SH-SYS5Y-TetR'-GFP-Parkin® ad1 verildi. Kontrol
olmasi1 acgisindan ayni hiicrelerde yukarida aciklandigi gibi anti Parkin antikoru ile Texas
Red boyamasi yapildi (Sekil 4.16.).

Yapilan floresan mikroskopi caligmalar1 sonucunda yabani tip ve mutant Parkin
arasinda lokalizasyonlar1 acisindan anlamli farkliliklar oldugu goriildii. Yabani tip
Parkin’in biiytik cogunlugu sitoplazmada lokalize olurken ¢ok az bir kismi ¢ekirdekte
lokalize olmakta, bunun aksine mutant Parkin’in biiylik ¢ogunlugun c¢ekirdekte lokalize
olmaktayken c¢ok az bir kismi sitoplazmada lokalize olmaktayda.

4.2.4. Aktivite Farkhhklar:

Parkin proteini E3-ubikitin ligaz aktivitesi gosteren bir proteindir (Hampe, et al.,
2006). Parkin proteini iizerindeki mutasyonlarin Parkin aktivitesini etkileyip etkilemedigini
gormek hastaligin patogenezini anlama agisindan 6nemlidir. Bu nedenle karakterizasyon
calismalarinin bir pargasi olarak daha onceden bilinmeyen ve ilk kez laboratuvarimizda
tespit edilmis olan mutasyonlarin Parkin aktivitesini etkileyip etkilemedigi caligildi. Bu
amag icin Parkin’i eksprese etmek ve saflagtirmak gerekmektedir. Literatiirde rekombinant
olarak eksprese edilen ve saflastirilan Parkin proteininin aktivitesini koruduguna dair
yayinlar mevcuttur (Hampe et al.,, 2006; Matsuda et al., 2006). Bu yaymlarda Parkin
proteini veya mutant formlar1 S-tag, His-tag veya Mal-tag sistemleri kullanilarak
saflagtirilmistir (Chaugule et al., 2011). Bu calismada yabani tip ve mutant Parkin’i
saflastirmak i¢in iki farkli sistem denendi (Bkz. Materyal-Metod). Kullandigimiz ilk
sistemde de parkin proteini tag free olarak Profinity eXact tag lizerinden elde edilmeye
calisildi (Bkz 4.2.4.1.). Tag free sistemin basarisiz olmasi nedeniyle daha Onceden
literatlirde kullanilmig Maltoz Baglama Proteinine (MBP) fiizyon yapilarak saflagtirmayi1
saglayan pMAL™ Protein Fusion and Purification sistemini kullanildi (NEB, ABD).
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Sekil 4.14. pCDNA4/TO-GFP klon plazmitlerin BamHI-HindIII enzimleri kesimlerinin
agaroz jel gorintiisi M. DNA belirteci (1kb DNA ladder Fermentas, ABD), 1.
pCDNA4/TO-GFP klon plazmit #1, 2. pPCDNA4/TO-GFP klon plazmit# 2

93



&00Dbe S100be pCDNA-4TO

2500

2150bg (TS0bg+1400b¢) GFP
200ibe

+Park2

1500be

10 be

ll00he Z1kh pCDNA-4TO

1500y 14iHibg Park2

10

[
Tl TSlbg GFP

Sekil 4.15. GFP-pCDNA4TO-Park2 yabani tip ve mutant klon plazmitlerin EcoRI-
HindIII-BanHI enzimleri kesimlerinin agaroz jel goriintiisii. (A) M.Marker DNA ladder
1kb (Fermantas,ABD) 1. pCDNA-4TO EcoRI kesimi, 2. pPCDNA4/TO-GFP-Park2 mutant
tip plazmit EcoRI-HindIII kesimi, 3. pPCDNA4/TO-GFP-Park2 yabani tip plazmit EcoRI-
HindIII kesimi. (B) M. Marker DNA ladder 1kb (Fermantas,ABD), 1. pCDNA4/TO-GFP-
Park2 yabani tip plazmit EcoRI-HindllI-BamHI kesimi, 2. pCDNA4/TO-GFP-Park2
mutant tip plazmit EcoRI-HindIII-BamHI kesimi
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Wild type Parkin Mutant type Parkin

Superimposed

Sekil 4.16. pGFP-Parkin-yabani tip ve pGFP-Parkin-mutant klonlarin1 tetrasiklin altinda
kontrollii eksprese eden SH-SYSY hiicrelerinde Parkin lokalizayonun hem GFP-filtresi ile
hem de Texas Red ile goriintiilenmesi. Wild type: Yabani tip, Mutant type: Mutant tip
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4.2.4.1. pPAL7-Park2 Klonundan ifade Edilen Yabani Tip ve Mutant Parkin

Proteininin Saflastirilmasi

Yabani tip ve mutant Parkin’in E3-ubikitin ligaz aktivitelerini ve varsa farklarim
gostermek amaci ile proteinler eksprese edilip, saflastrmaya calisildi. Tag-free
rekombinant Parkin proteini elde edebilmek i¢in Profinity eXact tag-free rekombinant
protein ekspresyon sistemi (BioRad, ABD) kullanildi. Bu sistemin ¢aligmas1 durumunda
saflastirilmak istenen proteinin N- ucuna 8 kD’luk Profinity eXact Tag adi verilen bir
polipeptit eklenmekte ve afinite purifikasyonu sirasinda tag kolon iizerinde kesilerek tag-
free rekombinant protein tek adimda saflastirilmaktadir. Bu amagla yabani tip ve mutant
Park2 geni PZR metodu ile EcoRI-HindIII uglar1 tagiyan primerler kullanarak ¢ogaltildi ve
bu PZR fiirtinleri EcoRI-HindIIl endonukleazlar: ile kesime tabi tutulup ayni restriksiyon
enzimleri ile kesilmis olan pPAL7 vektoriine ligasyon yaparak yerlestirildi. Olusturulan bu
yeni rekombinant vektorlere pPal7-Park2 yabani tip ve pPal7-Park2 mutant vektorii adi
verildi (vektor haritas1 Ek 2°de verilmistir) (Sekil 4.17.).

Rekombinant pPAL7-Park2-yabani tip ve pPAL7-Park2-mutant vektorleri bir
protein ekspresyon susu olan E. coli BL21 (DE3)-codon plus hiicrelerine transforme edildi.
Secilen bir koloni zengin sivi besiyerinde ODggp ~ 0.5 olana kadar biiyiitiildi, kiiltiire IPTG
ekleyerek Parkin protein sentezi indiiklendi. Hiicrelerden tiim protein 6ziitii ve membran
fraksiyonu protein oOziiti hazirlandi. Western blot yontemi kullanarak IPTG ile
indiiklenmis ve indiiklenmemis proteinlerin ¢oziilmiis sitoplazmik ve ¢oziilmemis
membran protein formlar1 anti-Parkin antikoru ile Parkin ekspresyonu agisindan incelendi
(Sekil 4.18.).

Sonug olarak indiiklenmis hiicrelerden coziilebilir formda Parkin’in sentezlendigi
goriildii. Daha sonra bu protein Profinity eXact purification rezin ile saflastirilmaya
calisildi. Parkin proteini saflastirma kolonuna baglanmak istense de protein her seferinde
baglanmadan yikamalar sirasinda kolondan ayrildi (Sekil 4.19.). Bu ¢alismay1 bir¢ok kez
tekrar etmemize ve proteinin kolona baglanma parametrelerini degistirmemize ragmen
protein kolona baglanmadi.

Alternatif bir yaklagim olarak, Parkin proteinini saflastirmak i¢cin pMAL™ Protein

Fusion and Purification sistemini (NEB Inc., ABD) kullanilmaya karar verildi.
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Sekil 4.17. pPAL7-Park2 yabani tip ve mutant klon plazmitlerin EcoRI-HindIII enzimleri
kesimlerinin agaroz jel goriintiisii. 1. E. coli DH10B hiicresinden izole pPAL7-Park2
mutant tip plazmitin EcoRI-HindIII kesimi, 2. E. coli DH10B hiicresinden izole pPAL7-
Park2 yabani tip plazmitin EcoRI-HindIII kesimi, 3. Marker DNA ladder 1kb (Fermantas,
ABD), 4. E. coli BL21Kodon+ hiicresinden izole pPAL7-Park2 mutant tip plazmitin
EcoRI-HindlIII kesimi, 5. E. coli BL21Kodon+ hiicresinden izole pPAL7-Park2 yabani tip
plazmitin EcoRI-HindIII kesimi
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Sekil 4.18. Indiiklenmemis ve indiiklenmis pPAL7-yabani tip plazmiti iceren E. coli
BL21(DE3) hiicrelerinden hazirlanan protein Oziitlerinin ¢oziilebilir ve ¢oziilemez
formlarmin Parkin antikoru ile western blot taramasi. (1) Pozitif kontrol (yabani tip Parkin
eksprese eden SYSY total protein ekstrakti). (2) Bos kuyucuk. (3) IPTG indiiklenmemis E.
coli BL21 tiim protein 0ziitii (4) IPTG ile indiiklenmis E. coli BL21 tiim protein oziitii. (5)
Bos kuyucuk. (6) IPTG ile indiiklenmemis E. coli BL21 membran fraksiyonu. (7) IPTG ile
indiiklenmis E. coli BL21 membran fraksiyonu.

Sekil 4.19. Profinity eXact Tag—Parkin yabani tip rekombinant protein saflastirma
denemesi sonrasi anti-Parkin antikoru ile yapilan western blot taramasi. 1. Total protein
oziitiindeki Parkin, 2. Kolona baglanmayan proteinlerle birlikte gelen Parkin, 3. Yikama
fraksiyonu 1 ile birlikte gelen Parkin, 4. Yikama fraksiyonu 2 ile birlikte gelen Parkin, 5.
Eliisyon fraksiyonu 1 ile birlikte gelen Parkin, 6. Eliisyon fraksiyonu 2 ile birlikte gelen
Parkin, 7. Pozitif kontrol mutant Parkin, 8. Pozitif kontrol yabani tip Parkin.
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4.2.4.2. pMal-c4X-Park2 Klonundan ifade Edilen Yabani Tip ve Mutant Parkin

Proteininin Saflastirilmasi

Maltoz Baglama Proteini (MBP) bagimli rekombinant protein ekspresyon
sisteminde hedef proteinin N- ucuna MBP proteini flizyon edilmektedir ve MBP proteini
araciligi ile hedef protein amiloz kolona baglanarak saflastirilmaktadir. Bu amagla yabani
tip ve mutant Park? geni PZR metodu ile EcoRI-HindIIl uglar1 tasiyan primerler
kullanarak ¢ogaltildi ve bu PZR iiriinleri EcoRI-HindIII endonukleazlar: ile kesime tabi
tutulup ayni restriksiyon enzimleri ile kesilmis olan pMal-c4X vektoriine ligasyon yaparak
yerlestirildi. Olusturulan bu yeni rekombinant vektorlere pMal-c4X -Park2 yabani tip ve
pMal-c4X-Park2 mutant vektorii (vektor haritasi1 Ek 3’te verilmistir) adi verildi (Sekil
4.20.).

Rekombinant pMAL-c4X-Park2 yabani tip ve pMAL-c4X-Park2 mutant vektorleri
bir protein ekspresyon susu olan E. coli BL21 (DE3)-codon plus hiicrelerine transforme
edildi. Secilen bir koloni zengin sivi besiyerinde ODgoo ~ 0.5 olana kadar biiyiitiildii,
kiiltiire IPTG ekleyerek Parkin protein sentezini indiiklendi. Eksprese ettigimiz filizyon
MBP-Parkin mutant ve flizyon MBP-Parkin yabani tip proteinleri amiloz rezinde tek bir
adimda saflastirdigimizi hem % 12 SDS-PAGE jelinde hem de anti-Parkin antikoru
kullanarak western blot taramasi ile gosterildi (Sekil 4.21.). Saf proteinler in vitro

ubikuitinasyon assay caligmalari i¢in kullanildi.
4.2.4.3. In vitro Parkin Ubikuitin Aktivitelerinin Olciilmesi

Yabani tip ve mutant Parkin arasinda aktivite farki olup olmadigini belirleyebilmek i¢in in
vitro Parkin aktivite 6lciim deneyleri yapildi. Bu amagla saflastirilan Yabani tip ve mutant
MBP-Parkin’i literatiirde tarif edildigi gibi in vitro ubikitinilasyon reaksiyonlarinda
kullanildi (Hampe et al., 2006). Ug saatlik inkiibasyon sonrasinda reaksiyonlar:1 SDS-
PAGE elektroforezine tabi tutuldu ve anti-Parkin antikoru ile western blot taramasi yapildi.
Sonuglar goriintiilendikten sonra (Sekil 4.22-A), membrana baglanan antikorlari
uzaklastirdik ve anti-ubikitin antikoru ile tekrar western blot taramasina tabi tutuldu (Sekil
4.22-B). Ug saatlik inkiibasyon sonrasinda yapilan western blot analizi MBP-Parkin fiizyon
proteininin ubikuitine olmus formlarmmn varligmi gosterdi (Merdiven seklinde yiikselen

bantlar).
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Sekil 4.20. E. coli DH10B hiicresinden izole pMAL-c4X-Park2 yabani tip ve mutant
rekombinant plazmitlerin EcoRI-HindIII enzimleri kesimi agaroz jel goriintiisii. 1. Marker
DNA ladder lkb (Fermantas, ABD) 2. pMAL-c4X-Park2 mutant tip plazmit EcoRI-
HindIII kesimi, 3. pMAL-c4X-Park2 yabani tip plazmit EcoRI-HindIII kesimi.
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Sekil 4.21. MBP-Parkin protein saflastirmast % 12 SDS PAGE jeli ve western blot
goriintiileri (A) 1. Marker Protein unstain protein ladder (Fermantas, ABD), 2. Tiim protein
Oziitii, 3. Kolona baglanmayan proteinler, 4. Yikama fraksiyonu 1, 5. Yikama fraksiyonu 2,
6. Eliisyon fraksiyonu 1, 7. Eliisyon fraksiyonu 2, 8. Eliisyon fraksiyonu 3. (B) Saflastirma
sonrast yapilan Western blot sonucu. 1. Pozitif kontrol, yabani tip Parkin, 2. Tiim protein
oziitiindeki Parkin, 3. Kolona baglanmayan proteinlerle birlikte gelen Parkin, 4. Yikama
fraksiyonu 1 ile birlikte gelen Parkin, 5. Yikama fraksiyonu 2 ile birlikte gelen Parkin, 6.
Eliisyon fraksiyonu 1 ile birlikte gelen Parkin, 7. Eliisyon fraksiyonu 2 ile birlikte gelen
Parkin, 8. Eliisyon fraksiyonu 3 ile birlikte gelen Parkin.
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(B)

Sekil 4.22. In vitro yabani tip ve mutant Parkin proteinlerin ubikitilasyon aktivitesi
Olciimlerinin western blot ile gdsterimi. A. Mutant ve yabani tip proteinlerin 0. ve 3.
saatlerdeki aktivitelerinin Parkin antikoru ile gosterimi. B. Mutant ve yabani tip
proteinlerin 0. ve 3. saatlerdeki aktivitelerinin ubikuitin antikoru ile gosterimi. C: Kontrol-
MBP-Parkin proteini.
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4.2.5. Yabani Tip ve Mutant Parkin Proteinlerini Eksprese Eden SH-SY5Y

Hiicrelerinin Proteomlarinin Analizleri

Karakterize ettigimiz mutant ve yabani tip Parkin formlarinin hiicre iizerindeki

etkilerini molekiiler seviyede gozlemleyebilmek i¢in Proteomiks ¢alismalar1 yapild.

4.2.5.1. Yabani Tip ve Mutant Parkin Proteinlerini Stabil Olarak Eksprese Eden SH-
SYSY Hiicrelerinin Proteom Profillerinin 2DE-DIGE Metodu Kullanilarak

Karsilastirilmah Analizlerinin Yapilmasi

Bu ¢alismada kontrollii olarak yabani tip ve mutant Parkin ekspresyonlar1 yapan
SH-SYSY hiicrelerinin protein profilleri DIGE (Difference Gel Electrophoresis) teknigi
kullanarak karsilastirildi. DIGE teknigi 2DE-temelli bir tekniktir ve bu teknikte proteinler
ii¢ farkli floresan boya ile isaretlenip (Cy2, Cy3 ve Cy5) 2DE jel lizerinde ayrima tabi
tutulur. Bu teknigin klasik 2DE teknigine olan avantaj, farkli floresan boyalarla
isaretlenen proteinlerin tek bir havuzda toplandiktan sonra tek bir strip ve jel iizerinde
ayrima tabi tutulmasidir. Boylelikle klasik 2DE-jel elektroforezinde siklikla goriilen
jel’den jel’e olan varyasyon engellenmis olunur ve alinan sonuglar ¢cok daha giivenilirdir.
Tasarlanilan bes farkli deneyde hangi protein Orne§inin hangi floresan boya ile

isaretlendigi Cizelge 4.1°de verildi.
Cizelgeda kisaca verilen deneylere ait detaylar asagida verilmistir:

Deney # 1. Bu deneyin amaci hiicre icerisinde ekspresyonu indiiklenmis yabani tip
Parkin proteininin hiicrenin proteomunu nasil etkiledigini arastirmakti. Bu amagla yabani
tip Parkin ekspresyonu yapan hiicrelerin tiim proteinleri Cy3 floresan boyasi ile, Parkin
ekspresyonu yapmayan hiicrelerin tiim proteinleri ise Cy5 floresan boyasi ile isaretlendi.
Normalizasyon yapabilmek amaci ile iki Ornekten esit miktarda alinan proteinler
karistirilarak Cy2 floresan boyasi ile isaretlendi. Ayr1 ayr1 Cy3, CyS ve Cy?2 ile isaretlenen

protein 0rnekleri birlestirildikten sonra 2DE-jel elektroforezine tabi tutuldu.

Deney # 2. Bu deneyde 1. deneyde yapilan islem mutant Parkin proteini eksprese
eden hiicreler i¢in yapildi. Bu deneyin amaci ekspresyonu indiiklenmis mutant Parkin

proteininin hiicre proteomunu nasil etkiledigi arastirmaktir.

Deney # 3. Bu deneyin amaci yabani tip ve mutant Parkin proteinlerini eksprese

eden hiicre proteomlarmi karsilagtirmaktir. Indiiklenmis yabani tip ve mutant Parkin
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Cizelge 4.1. DIGE deneyine ait deney tasariminin 6zet olarak verilmesi.

DENEY # CY2 CY3 CYS

YT -indiiklenmis
1 ve indiikklenmemis YT -indiiklenmis YT -indiiklenmemis

karisim

"Mut' - indiiklenmis

2 ve indiikklenmemis Mut" -indiiklenmis | Mut " -indiiklenmemis
karisim
YT -Mut" - L .
3 YT -indiikklenmis Mut -indiiklenmis
indiiklenmis karigim
YT' - Mut - .
. . + . . Mut -
4 indiiklenmemis YT -indiikklenmemis
indiiklenmemis
karisim
+ . . * + . . YT+ -
5 Mut -indiiklenmemis | TetR™ indiiklenmis
indiiklenmemis

* YT': Yabani Tip Parkin proteinini tetrasiklin kontrolii altinda eksprese edebilen SH-
SY5Y-TetR" hiicrelerden elde edilen total proteinler. Mut™ : Mutant Parkin proteinini
tetrasiklin kontrolii altinda eksprese edebilen SH-SYS5Y-TetR" hiicrelerden elde edilen
total proteinler. TetR": SY5Y-TetR" hiicrelerden elde edilen total proteinler
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proteinlerini iceren protein Oziitleri sirasiyla Cy3 ve Cy5S floresan boyasi ile ayri ayri
isaretlendi. Normalizasyon yapabilmek amaci ile iki ornekten de esit miktarda protein
almarak karistirildi ve karisim Cy2 floresan boyasi ile isaretlendi. Tiim isaretli proteinler

birlestirildikten sonra 2DE-jel elektroforezine tabi tutuldu.

Deney # 4. Bu deneyde 3. deneyde yapilan islem indiiklenmemis yabani tip ve

mutant Parkin proteini eksprese eden hiicreler i¢cin yapild1.

Deney # 5. Bu deneyin amaci ise TetR" SH-SYSY hiicrelerinden elde edilen tiim
protein profilinin; indiiklenmemis yabani tip ve mutant Parkin ekspresyonunu yapan
hiicrelerin tiim protein profilleriyle ayn1 olup olmadigmi gostermektir. Indiiklenmemis
yabani tip Parkin ekspresyonu yapan hiicrenin tiim proteinleri Cy5 floresan boyasi ile,
mutant Parkin ekspresyonu yapan hiicrenin tiim proteinleri ise Cy2 floresan boyasi ile
isaretlendi. park2 genini icermeyen TetR™ SH-SYS5Y hiicreleri tiim proteinleri ise Cy3
floresan boyasi ile isaretlendi. Tiim isaretli protein drnekleri bir araya getirilerek 2DE-
deneyi yapildi (Sekil 4.23.). Sekil 4.23.'de elde edilen jel goriintiilleri ve bunlarin

superimpose halleri verilmistir.

Elde edilen imajlar PDQuest Advance yazilimi yardimi ile manuel olarak analiz
edildi. Jeller iizerinde yaklasik 500 adet eslestirilebilinir protein spotu belirlendi (Elde
edilen overall mean coefficient degeri: 35). Protein spotlar1 dagilim grafikleri
incelendiginde jellerin birbirleri ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigi goriildi (Sekil
4.24.). Bu sonu¢ yapilan deneylerde jelden jele olan varyasyonun yok denecek kadar az
oldugunu gosterdi. iki kat regiilasyon kriteri goz oniine almarak yapilan istatistiksel
analizde normalizasyon sonrasi 28 protein spotunda anlamli degisim bulundu. Bu protein
spotlarm1 isimlendirebilmek icin yiiriitilen preparatif jel ve belirlenen spotlarin
pozisyonlar1 Sekil 4.25.’de verilmistir.

Bu proteinler ekspresyon seviyeleri farklilik gosteren proteinler olup istatistiksel
anlam ifade etmektedirler. Belirlenen bu proteinler otomatik spot kesim cihaz1 (Exquest
Spot Cutter, Bio-Rad, ABD) ile kesildi. Proteinleri in gel tripsin metodu kullanilarak
tripsin enzimi ile peptitlerine ayrilarak jelden izole edildi ve LC-MS/MS cihaz1 (Waters
Inc., ABD) ile tanimlandi. Elde edilen datanin yakindan incelenmesi ile tanimlanan bu
proteinlerin bir kisminin mitokondriyal, bir kisminin ise niiklear ve ya sitoplazmik
proteinler oldugu belirlendi (Sekil 4.26.). Cizelge 4.2. de tamimlanan proteinler ve bu

proteinlerin regiile edildikleri hiicre tipi verilmistir.
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TetR+ induced WT-uninduced AE-uninduced Superposed

Sekil 4.23. Yabani tip ve mutant Parkin proteinlerini eksprese eden SH-SYS5Y hiicre
protein Oziitlerinin farkli floresan boyalarla isaretlenmesi sonrasi bir araya getirilerek
yapilan deneylerden elde edilen 2DE jel imajlari.
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Sekil 4.24. Jel lizerindeki protein spotlarinin dagilim egrileri (Scatter Plot)
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pH aralif

Sekil 4.25. PDQest analiz sonucunda istatisitiksel olarak ifadelerinde farkliliklar gosteren spotlar.
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Sekil 4.26. Belirlenen proteinlerin hiicre i¢i lokalizasyonlari.
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Cizelge 4.2. LC-MS/MS analizi sonras1 tanimla regiile olmus proteinler, bu proteinlerin gorevleri ve lokalizasyonlar1 verilmistir.

Gen simgesi ve
Swiss-Prot Molekiiler YT indiiklenmis ile Mut. indiiklenmis ile YT indiiklenmis ile YT indiiklenmemis ile Hiicre
Tammlanan Ulasim Agirhk YT indiiklenmemis Mut. indiiklenmemis Mut. indiiklenmis Mut. indiiklenmemis Gorevi icindeki veri
Proteinler numarasi (kDa) karsilastirildiginda karsilastirildiginda karsilastirildiginda karsilastirildiginda ¢ ¥
PDCDS5, Programhi | O14737 14 Apoptozis SveN
hiicre 6lim proteini
5
PSMD10, 26S | 075832 24 artmig 268 proteozom toplandiginda SveN
proteozom  ATPaz saperon gibi davranmaktadir
olmayan  regiilator
altiinite 10
S10AB, Protein | P31949 12 Mutantta artmis Keratinositlerin farklilagsma ve SveN
S100-A11 kornifikasyonunu kolaylastirir
PARK7, Protein DJ- | Q99497 20 Hiicreleri oksidatif stress ve S,NveM
1 6liime kars1 korumaktadir.
Parkinson hastaligi ile
iliskilidir.
ROAA, Q99729 36 artmis ss-RNA’ya baglanir, SveN
transkripsiyonun pozitif
regiilasyonunu saglar
Heterojen  niiklear guasy &
riboniikleoprotein
A/B
RBM4, QI9BWEF3 40 artmis RNA baslanma faktorii olarak SveN
pre-mRNA’nin alternative
< splicingi ve translasyonun
RNA-baglanma diizenlenmesini saglar
proteini 4
TBCA, Tubilin- | 075347 13 artmig Tubilin katlanma yolagindarol | S
: alir ve stres ile indiiklenir
spesifik saperon A
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ENOA, Alfa-enolaz P06733 47 artmis Glikoliz, bityiime kontrolii, SveN
hipoksia toleransi ve alerjik
cevapta rol alir
UCHLI1, Ubikuitin | P09936 25 artmig Ubikuitin-protein hidrolaz S ve ER
. olarak ubikuitin onciiliiniin ve
karboksi-uglu R . R
ubikuitinlenmis proteinlerin
hidrolaz izozim L1 proseslenmesinde gorev goriir
KCRB, Kreatin | P12277 43 Dokularda iskelet kas, kalp, S
. . beyin ve spermatozoa gibi
kinaz B-tip biiyiik ve dalgalanan enerji
talepleri gibi enerji
transdiiksiyonunda gorev goriir
PLAK, Junction P14923 82 artmig Yaygin junctional plak S
. . proteindir ve hiicre
plakoglobin (Katanin adezyonunda gorevlidir
gama)
STMNI, Statmin P16949 17 Mutantta artmis Mikrotiibiillerin biraraya S
gelmesini engelleyip,
dagilimini arttirmaktadir.
Norogenesisde axon
formasyonunda gérev
gormektedir.
TCPA, T-kompleks | P17987 60 artmis Molekiiler Saperondur. In S
. . vitroda aktin ve tubilin
protein 1 altlinite alfa Katlanmasinda rol
oynamaktadir.
1433B, 14-3-3 | P31946 28 artmis Genis spektrumda hem genel S
. hem de 6zel sinyal
protein beta/alfa yolaklarinda adaptdr protein
olarak bulunmaktadir.
EIF31, Okaryotik | Q13347 37 Protein sentezinin baslangig S
kisiminda gérev gérmekte
translasyon baslatma
faktort 3 altiinite I
IPYR, Inorganik | Q15181 33 artmig Diphosphate + H,O =2 S

pirofosfataz

phosphate

Difosfat metabolic prosesinde
ve protein translasyonunda
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tRN A aminoagilasyonda gorev
gorir

STML2, Stomatin- | Q9UJZ1 39 S
benzeri protein 2
ATPSH, ATP sentaz | 075947 18 Kompleks V’de ATP Uretimi Mit
altiinite d
OAT, Ornitine | P04181 49 artmis Amino asit biyosentezinde; L- Mit
aminotransferaz p{o!.m biyosentezinde gorev
goriir
ACADM, Orta- | P11310 47 artmis Lipit metabolizmasinda; Mit
zincir spesifik asetil- Mltpkondrlyal yag asidi beta
oksidasyonu
CoA dehidrogenaz
VDACI, Voltaj- | P21796 31 artmig Mitokondri dig membraninda Mit. Dis
bagimli anyon-segici kanal olusturarak kiigiik Membran
g y ¢ hidrofilik molekiillerin
kanal protein 1 diflizyonunu saglar. Plazma
membraninda ise hiicre Hiicre
hacminin diizenlenmesi ve
apopitoz ile iiliskilidir. Membrani
AL1BI, Aldehid | P30837 57 azalmis Alkole bagl: asetaldehit Mit
. detoxsifikasyonu,
dehidrogenaz X kortikosteroid metabolizmasi,
biyojenik aminler,
norotransmiterler ve lipit
peroksidasyon
metabolizmasinda rol alir
ES1, ES1 protein | P30042 28 artmis Mit
homologu
MCCB, Q9HCCO 61 artmis Amino Asit degredasyonu; L- Mit
Metilkrotonil-CoA 16siin degredasyonunda gorev
almaktadir
karboksilaz beta
zinciri
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CSo010, UPF0556 | Q969H8 19 artmis Katlanmamis protein cevabi ER
; olarak protein aktivite
protein C19orfl0 sinyalinin aktivasyonunda rol Golgi
(Interlokin-25) almaktadur. intermediate
compartment
DJBI1, DnaJ | Q9UBS4 41 azalmis Co-Saperon gorevi vardir. ER- Lumen
; HSPASATPase aktivitesini
homolog alt aile B
uyarmaktadir.
liye 11
GALKI1, P51570 42 artmis Galaktoz metabolizmasinin S
Galaktokinaz major enzimidir
LGUL, Q04760 21 azalmig TNF ile indiiklenmis NF- S
. kappa-B transkripsiyonel
Lactoylglutatiyon aktivitesinin diizenlenmesinde
lyase (Galaksilaz I) rol almaktadir.

S: sitoplazmik, N: niiklear, ER:

endoplazmik retikulum, Mit: mitokondri, YT: Yabani Tip
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Elde edilen datanin detayli analizi proteinlerim regiilasyon diizeylerini sayisal

olarak gosterdi (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Cizelge 4.2.°de tanimlanan proteinlerin regiilasyon diizeylerinin rakamsal

ifadesi
Regiilasyon
Swiss-
Grup Adi orani Protein Adx
Prot # .
(Ind/unind)

YT indiklenmis (ind) ile

YT indiiklenmemis (unind) Heterojen niiklear riboniikleoprotein
Q99729 | karsilastirildiginda 3.76 A/B

YT ind ile YT unind Orta-zincir spesifik asetil-CoA
P11310 | karsilastirildiginda 2.56 dehidrogenaz

YT ind ile YT unind Metilkrotonil-CoA karboksilaz beta
QI9HCCO | karsilastirildiginda 2.4 zinciri

YT ind ie YT unind Voltaj-bagimli anyon-segici kanal
P21796 karsilastirildiginda 2.32 protein 1

YT ind ile YT unind UPF0556 protein C190rf10
Q969H8 | karsilastirildiginda 2.1 (Interlokin-25)

YT ind ile YT unind
P14923 karsilastirildiginda 1.92 Junction plakoglobin (Katanin gama)

YT ind ile YT unind
P30042 | karsilastirildiginda 1.81 ES1 protein homologu

Lactoylglutatiyon lyase

YT ind ile YT unind Ve oy
Q04760 | karsilastirildiginda 0.31 Galaksilaz 1

Mut. ind ile Mut. unind
075347 | karsilastirildiginda 9.17 Tibilin-spesifik saperon A
P09936 | Mut.ind ile Mut. unind 8.49

Ubikuitin karboksi-u¢lu hidrolaz
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karsilastirildiginda

izozim L1 (UCHL1)

Mut.ind ile Mut. unind

P31946 | karsilastirildiginda 6.48 14-3-3 protein beta/alpha
Mut.ind ile Mut. unind

014737 | karsilastirildiginda 5.45 Programl hiicre 6liim proteini 5
Mut.ind ile Mut. unind

Q15181 | karsilastirildiginda 5.12 Inorganik pirofosfataz
Mut.ind ile Mut. unind

P16949 karsilastirildiginda 4.37 Statmin
Mut.ind ile Mut. unind

P06733 karsilastirildiginda 3.25 Alfa-enolaz
Mut.ind ile Mut. unind

P17987 | karsilastirildiginda 2.96 T-kompleks protein 1 altiinite alfa
Mut.ind ile Mut. unind

P30837 karsilastirildiginda 0.48 Aldehid dehidrogenaz X
Mut.ind ile Mut. unind

Q9UBS4 | karsilastirildiginda 0.47 DnalJ homolog alt iinite B iiye 11
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2DE-DIGE imajlarinin analizleri sonucunda Cizelge 4.3’de verilen proteinlerin
ifadelerinde ciddi oranda regiilasyonlar oldugu gézlemlendi. Bu belirlenen regiilasyonlarin
dogrulugunun test edilebilmesi i¢in western blot metodu kullanildi. Regiile olan proteinler
arasindan 14-3-3 (Swiss-Prot # P31946) ve UCH-L1(Swiss-Prot # P09936) proteinleri
regiilasyon seviyelerindeki yiiksek farklilik dolayist ile segildi. Yapilan western blot
analizinde 14-3-3 proteininin beklenildigi gibi mutant Parkin eksprese eden hiicrelerde 5.2
kat daha fazla eksprese oldugu belirlendi (Sekil 4.27.). Ayni sekilde western blot analizi
UCH-L1 proteininin de beklenilen sekilde mutant Parkin eksprese eden hiicrelerde daha
fazla eksprese edildigini gosterdi (Sekil 4.28.). Bu sonu¢ DIGE deneyinin giivenilirlik
derecesinin yiiksek oldugunun bir kanitidir.

Parkin proteininin mitofaji ile iligkisi ve Parkinson Hastaliginin mitokondriyel
dejenerasyonla iliskisi bilindiginden dolay1 belirlenen proteinlerin her birinin beklenilen
lokalizasyona sahip oldugu diisiiniildii. Ancak bu proteinler arasinda 6zelikle endoplazmik
retikulum ve ER-Golgi ara komparman1 (ER- Golgi intermediate compartment: ERGIC)
hiicre kompartmanlarinda rol alan proteinlerinde belirlenmis olmas1 Parkin proteininin
bilinen yolaklarin disinda baska yolaklarda da gorev alabilecegine isaret etti. Literatiirden
elde ettigimiz bilgiler belirledigimiz proteinlerden bazilarmin parkin ile iligkili oldugunu
gostermekte idi (Cizelge 4.4.).

Ancak belirledigimiz diger bazi proteinlerin parkin ile iligkisi literatiirde rapor
edilmemistir ve bu proteinlerin Parkin’e ait yeni substratlar olabileceklerini
disiinmekteyiz. Bu diisiinceyi dogrulamak amagli yapilan canonical yolak analizinde elde
edilen protein datasmin 2 farkli hastalik ile iliskili oldugu goriildii. Bu hastaliklardan ilki
Parkinson Hastaligi, digeri de Multiple Sclerosise idi (Sekil 4.29.).

Regiile olan proteinler arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarabilmek i¢in IPA analizleri
yapildi. IPA analizleri sonuglar1 bulunan proteinlerin li¢ farkl protein aginda gorev aldigini
gosterdi. Bunlardan ilki hiicreler arasi sinyal ve etkilesim yolaklar1 (Sekil 4.30.), ikincisi
transkripsiyonun diizenlenmesi yolaklar1 (Sekil 4.31.) ve {igiinciisii ise mitokondriyal
metabolizma yolaklar1 (Sekil 4.32.) idi. Bu ii¢ agin birlestirilmesi sonucu ortaya ¢ikan

protein yolaklar1 arasindaki etkilesimler sekilde verilmistir. (Sekil 4.33)
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Sekil 4.27. Yabani tip ve mutant Parkin proteinlerinin ekspresyonunun indiiklendigi ve
indiiklenmedigi hiicrelerden elde edilen protein 6ziitleri ile 14-3-3 proteininin western blot
taramasi.  Aktin  western blotu internal kontrol amaci ile  yapilmistr.

117



MUTANT PARKIN WT PARKIN _ |
unind. ind. unind. ind. u”ﬂi”nL".”””?ﬁL“.‘ aning TN

120,00

100,1
100,00

60,5
50,2

% Intensity
3
8

UCHL-1 a0 |:|
UCHL-1 Expression
MUTANT PARKIN WT PARKIN
. . . . MUTANT PARKIN WT PARKIN
unind. ind. unind. ind. unind. ind. unind.  ind.
200 187,6
180 |
160 1455 147,1
é‘ W 1241
2 120
Actin g
[
L .
20

0 —

Actin Expression

Sekil 4.28. Yabani tip ve mutant Parkin proteinlerinin ekspresyonunun indiiklendigi ve
indiiklenmedigi hiicrelerden elde edilen protein Oziitleri ile UCH-L1 proteininin western
blot taramasi. Aktin western blotu internal kontrol amaci ile yapilmustir.
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Cizelge 4.4. Literatiirde Parkin ile iliskisi belirlenerek ¢alisilan proteinler ve 2DE-DIGE
analizi sonucu bulunan proteinlerin karsilastirmali tablosu

Protein ismi

Overeksprese Parkin sonucu

ekspresyonu degismis proteinler

Referanslar

HNRNP

Heterojen niiklear

HNRNPK Parkin indiiklenmis

hiicrelerde 9.1 kat azalmig

Davison et al., 2009

HNRNPA/B yabani tip Parkin

2DE-DIGE ¢alismamiz

iboniikl tei . .
rihonuieoprotent indiiklenmis hiicrelerde 3.76 kat artmis
HNRPD ve HNRDL Mutant Parkin 2DE-Fosfoproteomiks ¢alismamiz
indiiklenmis hiicrelerde artmig
Ekspresyon seviyesi belirtilmemis Davison et al., 2009
Ubikuitin karboksi-

uclu hidrolaz izozim

L1

UCH-L1

Parkin KO farelerde ekspresyonu artmis

Periquet et al., 2005

PD hasta beyininde ekspresyonu azalmis

Choi et al., 2004

Mutant Parkin indiiklenmis hiicrelerde

8.49 kat artmus

2DE-DIGE ¢alismamiz

14-3-3 protein

C/d formu MPTP fare — mitokondri
SN’da azalmig

Jin et al., 2005

¢/d formu Parkin KO farelerde

ekspresyonu azalmig

Periquet et al., 2005

€ ve ¢ formalar1 ekspresyon seviyesi

belirtilmemis

Davison et al., 2009

Parkin indiklenmis hiicrelerde

gOriilmemis

Davison et al., 2009

o/ formu mutant Parkin indiiklenmis

hiicrelerde 6.48 kat artmig

2DE-DIGE ¢alismamiz

Vimentin

PRDX6 Parkin indiiklenmis hiicrelerde

hi¢ goriilmemis

Davison et al., 2009
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Mutant Parkin indiiklenmis hiicrelerde

azalmisg

2DE-Fosfoproteomiks ¢alismamiz

Peroksiredoksin

PRDX

PRDX2 PH hasta beyininde SN artmis

Basso et al., 2004

Subunit D: PH hasta beyininde SN

artmis

Basso et al., 2004

PRDX3 yaban tip Parkin indiiklenmis

hiicrelerde artmis

2DE-Fosfoproteomiks ¢alismamiz

ATP sentaz altiinite

Distiik kalorili beslenen yasl fare

beyninde azalmig

Poon et al., 2006

d
Subunit alfa: yaban tip Parkin 2DE-Fosfoproteomiks ¢alismamiz
ATPSH indiiklenmis hiicrelerde artmis
Subunit d: Mutant Parkin 2DE-DIGE ¢alismamiz
indiiklenmemis hiicrelerde yabani tip
Parkin indiklenmemis hiicrelere oranla
artmis
A30P-mutant alfa-siniiklein mutant fare | Poon et al., 2005
Alfa Enolaz beyinlerinde artmis
Mutant Parkin indiiklenmis hiicrelerde 2DE-DIGE ¢alismamiz
ENO1 artmis
T-kompleks Parkin KO farelerde Ekspresyon Periquet et al., 2005
seviyesi fazlalagmis
protein I
Mutant Parkin indiiklenmis hiicrelerde 2DE-DIGE ¢alismamiz
TCAP artmis
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Sekil 4.29. Canonical yolak analizi sonucu regiile olan proteinler

® 2000-2012 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.



Sekil 4.30. IPA analizi sonucu belirlenen sinyal ve etkilesim yolaklar. Kirmizi:
ekspresyonu artmis proteinler, Yesil: ekspresyonu azalmis proteinler
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Sekil 4.31. IPA analizi sonucu belirlenen transkripsiyonun diizenlenmesi yolaklari.
Kirmizi: ekspresyonu artmig proteinler, Yesil: ekspresyonu azalmis proteinler

123



ICT1 (inclu

Sekil 4.32. IPA analizi sonucu belirlenen mitokondriyal metabolizma yolaklari. Kirmizi:
ekspresyonu artmis proteinler, Yesil: ekspresyonu azalmis proteinler
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Sekil 4.33. Ug farkli etkilesim yolagmnm birlestirilmesi sonucu ortaya ¢ikan protein
yolaklar1 arasindaki etkilesimler. Kirmizi: ekspresyonu artmig proteinler, Yesil:
ekspresyonu azalmis proteinler.
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4.2.5.2. Yabani Tip ve Mutant Parkin Proteinlerini Stabil Eksprese Eden SH-SY5Y

Hiicrelerinin Fosfoprotein Profillerinin Karsilastirilmasi

Parkinson Hastaligmin hiicre icerisinde hangi sinyal yolaklarini etkiledigi detaylh
olarak bilinmemektedir. Boyle bir bilginin ortaya c¢ikabilmesi i¢in kullanilacak deneysel
yaklagimlardan birisi hiicrenin fosforilasyon statiisiindeki degisikliklerin incelenmesidir.
Bu amacla ¢alismamizda fosfoproteom yaklagimi kullanildi. Bu yaklasimda fosforile
olmus proteinleri spesifik olarak boyayan ProQ-Diamond (LifeSciences, ABD) boyas1 ve
fosfoprotein normalizasyonunu saglayan PeperMint protein marker: (LifeSciences, ABD)
kullanmildi. 2DE jeller 6nce ProQ-Diamond boyasi ile daha sonra Sypro-Ruby floresan
boyasi ile boyanarak analiz edildi (Sekil 4.34.). PDQuest Advance program ile yapilan
analizler sonucunda 13 protein spotundaki degisim anlamli bulundu. Bu proteinlerden 7
tanesinin ekspresyon seviyesi yabani tip Parkin eksprese edenlerde hiicrelerde artmustir. 5
tanesinin ekspresyon seviyesi mutant tip Parkin eksprese edenlerde hiicrelerde artmis iken
1 tanesinin azalmistir (Cizelge 4.5.). Ayrica tamimlanan proteinlerin {i¢ tanesinin
mitokondriyal, dokuz tanesinin sitoplazmik ve bir tanesinin ise karakterize edilmemis
protein oldugu belirlendi.

Regiile olan proteinler arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarabilmek i¢in IPA analizleri
yapildi. IPA analizleri sonuglar1 bulunan fosfoproteinler glukoneogenesis I, glikoliziz I,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve siikroz dejenerasyonu gibi enerji metabolizmasini
etkileyen yolaklarla iligkili bulundu. Bulunan bu proteinler arasindaki etkilesimler Sekil

4.35.°de verilmistir.
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YT indiklenmis Mutant indiiklenmisg
pH 5.0 > pH8.0 pH5.0 > pH8.0

ProQ-Diamond

YT indiklenmis Mutant indiiklenmisg
pH 5.0 > pH8.0 pH 5.0 > pH8.0

Sypro-Ruby

Sekil 4.34. Yabani tip ve mutant Parkin proteinlerini eksprese eden SH-SYSY hiicre protein dziitlerinin ProQ-Diamond ve Sypro-Ruby floresan
boyamast sonrasi 2DE jel imajlar1.
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Cizelge 4.5. Fosfoproteomiks ile SH-SYSY hiicresi igerisinde ekspresyonu indiiklenmis yabani tip ve mutant Parkinin hiicrenin fosforile olan
protein profilinde etkilendigi goriilen proteinler ve gorevleri

Swiss . YT Parkin Mutant .
. Prot Molekiiler | . . . . Hiicre
Belirlenen o indiiklenmise Parkin . .. .
. Agirhk R . Fonksiyonu icindeki PTM=*
Proteinler karsi indiiklenmise -
Ulasim (kDa) - . yerl
4 indiiklenmemis kars1
indiiklenmemis
P06733 47 3.91 kat artmis Glikoliz Hiicre Fosforilasyon
membrani
Plasminojen Asetilasyon
ENOI, Alfa enolaz aktivasyonu Sitoplazma
Ubl conjugation
Transkripsiyonun | Niikleus
diizenlenmesi
ALDOA, Fruktoz P04075 39 3.07 kat artmus Glikoliz Fosforilasyon
bifosfat aldolaz A )
Asetilasyon
STIP1, Stres P31948 62 3.17 kat artmis HSC70 ve HSP90 | Sitoplazma Fosforilasyon
indiiklenmis saperonlarini
fosfoprotein 1 biraraya getirir Niikleus Asetilasyon
P08670 53 2.05 kat azalmis Host viriis Sitoplazma Fosforilasyon
VIM, Vimentin interaksiyonu ‘ ‘
Intermadiate Asetilasyon
Flamentler
XF1 1.8 kat art ipsi itopl Fosforil,
PSPCI, Paraspeckle Q8W. 58 8 kat artmis Tra"nlskrlpmyon ve | Sitoplazma osforilasyon
component 1 regulasyonu
Niikleus Asetilasyon
Q14103 38 1.12 kat artmis Transkripsiyon ve | Sitoplazma Fosforilasyon
HNRPD, Heterojen regiilasyonu
niiklear Niikleus Asetilasyon
riboniikleoprotein D
Metilasyon
HNRDL, Heterojen 014979 46 2.26 kat artmis Transkripsiyon ve | Sitoplazma Fosforilasyon

niiklear
riboniikleoprotein D

regiilasyonu
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benzeri Niikleus Asetilasyon
Metilasyon
Q15056 27 2.44 kat artmis Host-virus Sitoplazma Fosforilasyon
IF4H, Okaryotik interaction
translasyon baslatma Asetilasyon
faktorii 4H protein
biosynthesis
P63261 41 1.03 kat artmis Sitoplazma Fosforilasyon
ACTG, Aktin Asetilasyon
sitoplazmik 2 4
Metilasyon
13011 20.41 kat art g asi Mitok: i Fosforil
ECHI, Delta 3 5 Q130 35 0 at artmis Yag as@e itokondri osforilasyon
: metabolizmasi
Delta 2 4 dienoyl . .
. Peroksizom Asetilasyon
CoA izomeraz .. .
Lipid metabolism
P30048 27 9.23 kat artmis Redox Mitokondri Fosforilasyon
PRDX3, diizenlenmesinde
Tioredoksin bagimli Asetilasyon
peroksit rediiktaz Peroksidaz
aktivitesi Disiilfiit Bag
P25705 62 6.28 kat artmis ATP synthesis Hiicre membran | Fosforilasyon
Hydrogen ion Membran Asetilasyon
ATPA, ATP sentaz transport
alt Uinite alfa Mitochondrion Pyrolidone
Iyon transport karboksilik asit
Mitochondrion
Transport i¢ membran
CI078 Karakterize QINZ63 33 3.14 kat artmis Sitoplazma Fosforilasyon
edilmemis protein
C9orf78 Niikleus
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*: PTM’lere iliskin bilgiler Swiss-Prot data bankasindan alinmistir (http://www.uniprot.org)




Sekil 4.35. IPA analizi ile fosfoproteomiks sonucu ekspresyonu degisen proteinler
arasindaki etkilesimler. Kirmizi: ekspresyonu artmis proteinler, Yesil: ekspresyonu azalmis
proteinler.
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5. TARTISMA

Parkinson Hastalig1 tanist zor olan hastaliklar arasindadir. Hastaligmn insan yasam
kalitesini ne kadar etkiledigi diisiiniilecek olursa, bu hastaliga ¢care bulmanin gerekliliginin
de ne derece onemli oldugu ortaya cikar. Bu nedenledir ki diinya ¢apinda bir cok
laboratuvar ve arastirma merkezi bu konuda ¢alismakta, bir ¢ok dernek bu arastirmalara
destek vermekte hatta bireysel destekli arastirmalar dahi yapilmaktadir. Bu arastirmalarin
bir kismi klinik kokenli olsa dahi ¢cogunlugu hastaligin temel mekanizmasii anlamaya
yoneliktir. Clinkii mekanizmasi anlasilan bir hastalik (1) Erken teshis edilebilir (2)
Prognozu takip edilebilir ve (3) Tedavi edilebilir. Su an i¢cin PH’nin erken teshisi ve
kokten tedavisi miimkiin degildir.

PH’nin kompleks bir hastalik olusu molekiiler mekanizmasinin anlagilmasini da
zorlastirmaktadir. Bagka bir ifade ile PH ¢evresel ve genetik faktorlerin bileskesidir. Bu
bileskenin 6gelerini tek tek ortaya cikarmak hastaligin olusumunda onleyici tedbirler
almamiza yarayacaktir. Ancak cevresel faktorler ¢ok bilinmeyenli bir matematiksel
denklemdir ve bilinmeyenlerin ¢6ziimii miimkiin olmayabilir. Genetik faktorler lizerinde
calismak hem hastaligi anlama adina hem de teshis ve tedavisi adma avantajlar teskil
edecektir. Sundugumuz bu doktora calismasi PH olusumunda etkili olan ve 6zellikle erken
baslayan PH’ya sebep olabilen Park2 geni ve onun kodladig1 Parkin proteini lizerinedir.

Park2 geninde bulunan mutasyonlarin % 50’si otozomal resesif erken baslangi¢l
PH ile iliskilendirilmistir (Lucking et al., 2000). Simdiye kadar literatiirde Park2 genine
ait 214 mutasyon tanimlanmistir. Belirlenen bu mutasyonlarin hepsinin protein fonksiyonu
iizerine etkisi ve hastalikla olan iligkisi tam olarak ¢alisilmamis olsa da bu mutasyonlarin
128’1 patojenik olarak smiflandirilmistir  (http:/www.molgen.vib-ua.be/PDmutDB).
Arastirmacilar Park2 geninde tespit edilen mutasyonlarinin popiilasyona 6zgii oldugunu
goriisiindedirler (Djarmati et al., 2004; Gaweda-Walerych et al., 2012). Park2 genine ait
farkli mutasyon frekanslar1 mevcuttur ve bu frekanslar farkli etnik gruplara gore
degiskenlik gostermektedir. Brezilyada Parkin mutasyon frekans alan1 % 8 iken Giiney
Afrika’daki hastalarda bu oran % 21°dir (Periquet et al., 2003). Etnik olarak homojen erken
baslangighh PH Orneklerinden yapilan mutasyon frekans: farkliliklarina bakildiginda
Japonlarda % 66 (Hattori et al., 1998), Kuzey tyroleanslarda % 33 (Hedrich et al., 2001) ve
Almanlarda % 9 (Kann et al., 2002) olarak biiyiik farkliliklar gdstermektedir. Simdiye
kadar Park2? geninde bir ¢cok mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlardan proteinin

fonksiyonunu ve yapisi etkileyenler patojenik olarak nitelendirilmistir. Park2 geninde ilk
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belirlenen nokta mutasyonu Hattori ve arkadaslarinin Tiirk bir ailede tespit ettigi Ekson
6’daki Thr240Arg ve Ekson 8’deki GIn311Stop mutasyonlaridir (Hattori, et al., 1998§;
Kitada et al., 1998). Daha sonra tiim eksonlarin dizilenmesi ile Lys161Asn, Arg256Cys,
Arg275Trp, Thr415Asn, Trp453Stop (Abbas et al., 1999), Cys212Tyr (Pineda-Trujillo et
al.,, 2001), Cys268Stop, Gly328Glu, Arg334Cys, Gly430Asp, Asp280Asn, Cys289Gly
(Lucking et al., 2000) gibi bir ¢cok farkli etnik grupta farkli mutasyonlar tespit edilmis ve
otozomal resesif gegisli PH nin yaygimn sebebi olarak literatiire kazandirilmistir. Simdiye
kadar tespit edilen bu mutasyonlar ki 6zellikle protein fonksiyonunu etkileyen ekson
delesyonlari, yanlis anlamli mutasyonlar ve tranke mutasyonlar hastaligin klinik tablosu ile
karsilastirildiginda herhangi bir iliski tespit edilememistir (Abbas et al., 1999; Lucking et
al., 2000). Cesitli nokta mutasyonlarinin Parkin’in UBL ve RING-IBR-RING
domainlerindeki korunmus bdlgelerinde bulunmasi ve Parkin proteininde fonksiyon
kaybinin goriilmesi bu mutasyonlarin hastalik ile iligskilendirilmesine neden olmaktadir
(Zhanga, 2001). Literatiirde Park2 geni iizerindeki mutasyonlarin PH olusumunda major
etkisinin olmadigini belirten ¢alismalar mevcuttur (Kay et al., 2010; Lincoln et al., 2003).
Kay ve arkadaslarinin yaptiklari calisma Parkin ile yapilmis en genis popiilasyon genetigi
calismasidir. Calismada Park2? delesyonlarinin, multiplikasyonlarimm, kopya sayisi
varyasyonlarinin ve nadir dizi varyantlarinin (nokta mutasyonlarinin) sadece hastalikli
popiilasyonlarda goriilmedigi ayni zamanda kontrol popiilasyonunda da gorildigi
gosterilmistir. Ornegin kontrol grubunun % 3’iinde Parkin iizerinde nokta mutasyonlari
gosterilmistir (Kay et al., 2010). Baska bir calisma da benzer sekilde nokta mutasyonlar1 ve
eksonik delesyon/duplikasyonlar hem hastalikli (% 3.8) bireylerde hem de kontrol
grubunda (% 3.1) benzer frekans ile belirlenmistir (Lincoln et al., 2003).

Bu calismada Park2 geninde karakterize edilmeye calisilan iki adet yanlis anlaml
mutasyon [932 (A >G); GIn311>Arg ve 1111 (G > A); Ala371 > Thr] vardir. Belirlenen
iki adet yanhs anlamli mutasyonlardan Ala371Thr mutasyonu PH olusum riskini arttiran
faktorlerden biri olabilir. Bu mutasyon 371. amino asit pozisyonunda olup yapilan ConSurf
analizinde Parkin’in IBR domaininin yiiksek oranda degisken bir bdlgesinde oldugu
goriilmiistiir (Kasap ve ark., 2007). Yapilan yapisal analiz caligmalari IBR domaininin
protein geometrisinin stabilizasyonundan ve iki RING domaininin oriyantasyonundan
sorumlu oldugunu gostermistir (Beasley et al., 2007). Alanin amino asidi polar olmayan
hidrofobik bir amino asit iken treonin polar yiiksiiz bir amino asittir. Bundan dolay1
Ala371Thr degisimi E2 protein ubikuitin konjuge edici enzim ile olan interaksiyonunun

azalmasina hatta siniplin ve p38 gibi etkilesimde oldugu substratlar ile zayif baglanmalar
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yapmasina sebep olabilir. Ayrica mutant Parkin’deki alanin amino asidi yerine ge¢mis olan
treonin amino asidi fosforilasyon agisindan uygun bir amino asit olabilmektedir. Western
blot sonucu protein bantlarinda goriilen molekiiler agirlik farki bu amino asidin fosforile
olmasindan kaynaklanabilmektedir. Fosforilasyonun da protein aktivitesini etkileyen
faktorlerden biri oldugu diisiiniiliirse bu amino asit degisiminin proteinin yapisini ve
fonksiyonunu etkileyebilecegini  sdyleyebiliriz. Modelleme ve ConSurf analiz
calismalarimiz sonucunda ulastigimiz tahminler bir diger mutasyon olan GIn311Arg
degisiminin proteinin yapisini1 ve fonksiyonunu etkilemedigi yoniindedir. Cilinkii glutamin
arjinin amino asit degisimi konum olarak RING1 ve IBR domaini arasinda bulunmaktadir.
Ancak yapilan SIFT Data bankasi arastrmasi (Ng and Henikoff, 2003) her iki
pozisyondaki degisiminde (GIn311->Arg ve Ala371 —>Thr) tolere edilemeyecek
degisimler oldugunu gdstermektedir. Sonugta Park? genindeki bir yanlis okuma
mutasyonunun erken baslangicli PH’ya sebep olup olmadigini tahmin edebilmenin yolu bu
mutasyonlarin Parkin fonksiyonunu ve yapisini etkileyip etkilemedigine bakmaktan gecer.
Bu ¢alisma bu acidan da deger ifade etmektedir.

Parkin E3 ubikuitin ligaz aktivitesinin yaninda bir ¢ok farkli hiicresel proseslerde
gorev alan genis spektrumlu bir proteindir. Parkinin en 6nemli fonksiyonu UPS’de
degredasyona gonderilecek proteinlere ubikuitin ekleyerek onlar1 pargalanmak {izere
proteozoma yonlendirmesidir (Shimura et al., 2000). Parkin’in hedef proteine ubikuitini
farkli lizin bolgelerinden ¢oklu ya da tekli eklemesi ile sadece proteinlerin degredasyonunu
degil DNA onarimi, membran trafigi, protein kinaz aktivasyonu (NF-kappaB sinyal
yolag1), kromatin dinamigi, transkripsiyonel regiilasyonu (da Costa et al., 2009; Okui et al.,
2005) ve diger proteozomal olmayan yolaklar gibi bir ¢ok farkli hiicresel proseslerin
diizenlenmesini de saglanmaktadir (Chen and Sun, 2009; Hoeller et al., 2006; Spence et al.,
1995). Parkin ayrica néron koruyucu gorevi ile dopaminerjik dejenerasyona karsi hiicreyi
korumakta (Klein et al., 2006; Petrucelli et al., 2002; Wang et al., 2005), depolarize ve
frangmente  mitokondriyi  mitofajiye  yOnlendirerek  mitokondri  fonksiyonunu
diizenlemekte, mitokondriyal transkripsiyonu ve replikasyonu arttirmakta (Kuroda et al.,
2006; Rothfuss et al., 2009) ve kanserlesmede (Devine et al.; Devine et al., 2011)
potansiyel etkiye sahip olmaktadir. Parkin’in gorev aldig: farkli bir cok yolak etkilesimde
oldugu olasi1 substratlarin belirlenmesi ile aydmlatilmaktadir. Caligmalarda yeast two hibrit
sistemi, immiin ¢oktiirme, GST-pull down yaklasimi ve en 6nemlisi proteomiks gibi gii¢lii
sonuglar veren molekiiler yaklagimlar kullanilarak olast Parkin substratlari

belirlenmektedir. Ornegin yeast two hibrit sisteminde Parkin proteini yem olarak
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kullanilarak SEPT5 (CdCrel-1) (Zhang et al., 2000), SEPT4 (CDCrel-2) (P. Choi et al,
2003), Pael-R (Imai et al., 2001), p38/JTV-1 (Ko et al., 2005), synaptotagmin XI (Huynh
et al., 2003), o/B-tubulin (Ren et al., 2003), RanBP2 (Um et al., 2006), PDCD2-1 (Fukae et
al.,, 2009), PARIS (Shin et al., 2011), immun ¢oktiirme metodu kullanilarak ise aSP22
(Shimura et al., 2001), siklin E (Staropoli et al., 2003), IKKy and TRAF2 (Henn et al.,
2007) proteinleri olas1 Parkin substratlar1 olarak belirlenmistir.

Proteomiks yaklasimlar 1ile belirlenen proteinlerin tanimlanabilmesi ve
fonksiyonunun arastirilabilmesi olanagi arastirmacilarin protein caligmalarinda bu alana
yonelmesini saglamistir. RNA seviyesindeki degisimlerin protein diizeyine yansimamasi
ve translasyon sonrasi degisimlerin (PTM) genomik arastrmalar ile belirlenememesi
genomiks ve transkriptomiks ¢aligmalarmin smirlayici yonleridir. Proteinler ile dogrudan
calisma olanagi saglayan proteomiks ile hastalik durumunda doku ve hiicre seviyesinde
degisen protein profilleri incelenebilmekte, PTM degisimleri belirlenebilmekte, belirli
durum ve anda protein miktar tayini yapilabilmekte ve protein-protein iliskileri ortaya
konulabilmektedir. Calisilmak istenen genin susturulmasi ve ya ¢ok fazla ekspresyonu,
farkli kimyasal ajanlar ile muamele edilmis doku ve ya hiicre grubundaki protein degisimi,
yabani tip ve mutant protein formlarmin tiim hiicre protein profiline etkisi ve son olarak da
sagliklt ve hasta doku protein profillerinin karsilastirmali analizi proteomiks yaklagimlar
ile belirlenebilmektedir. Parkinson Hastalig1 calismalarinda da arastirmacilar proteomiksi
kullanarak hastaligin olusumuna sebep olan proteinleri ve fonksiyonlarini aydinlatmaya
calismiglardir. Davison ve arkadaslari 2DE proteomiks ile HEK293 hiicrelerinde
indiiklenmis Parkin ekspresyonunun hiicre proteomunu nasil etkiledigini ve olas1 parkin
substrat1 olabilecek proteinleri belirlemislerdir (Davison et al., 2009). Benzer bir yaklasim
ile Periquet ve arkadaslar1 yabani tip Parkin’i sentezleyen fareler ile ve Park2 geni
susturulmus farelerin (Knockout (KO)) beyin cortex ve striatum bolgelerini proteomiks ile
karsilastrmis ve ekspresyon profilleri degisen olasi Parkin substratlarini belirlemislerdir
(Periquet et al., 2005). Basso ve arkadaslar1 2DE proteomiks yaklagimi ile Parkinson hasta
ve kontrol gruplarinin SN proteomunu analiz ederek ekspresyon profili degisen proteinleri
belirlemislerdir (Basso et al., 2004). Poon ve arkadaslar1 ise A30P mutant alfa siniiklein
proteinini overeksprese eden transgenik fare beyinlerinin tiim protein profillerini
proteomiks yaklagimlar ile inceleyerek ekspresyon seviyesi degisen proteinleri
belirlemiglerdir (Poon et al., 2005). Ancak bu calismalarda belirlenen proteinler arasinda

genel bir uyum yoktur. Calismalar arasinda benzer bulunan proteinler olmasma ragmen
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(Cizelge 4.4.) farkliliklar goriilmesinin nedeni kullanilan yaklasimlarin farkli olmasidir. Bu
tez ¢alismasinda ise daha giivenilir bir yaklasim kullanilarak yabani tip ve mutant Parkin
proteinlerini kontrollii eksprese eden noroblastoma SH-SYSY stabil hiicre hatlarinin
protein ekspresyon profilleri 2DE-DIGE yapilarak incelenmis ve olast parkin substatlari
belirlenmeye ¢alisiimistir.

Yapilan 2DE-DIGE calismasinda toplam 28 adet proteinde anlamli degisim
belirlenirken, fosfoproteomiks c¢alismasinda toplamda 13 adet proteinde anlamli degisim
bulunmustur. Yaptigimiz DIGE calismasinda belirlenen proteinler {ic anlamli hiicresel
proseste toplanmistir. Bunlardan ilki hiicreler arasi sinyal ve etkilesim yolaklarinda gorev
alan proteinler (Programli hiicre 6liim proteini 5 (PDCDS), 26S proteozom ATPaz olmayan
regiilator altiinite 10 (PSMD10), Protein S100-A11 (S10AB), Protein DJ-1 (PARK?7),
Tibilin-spesifik saperon A (TBCA), Alfa-enolaz (ENOA), Statmin (STMN1), T-kompleks
protein 1 altiinite alfa (TCPA), Voltaj-bagimli anyon-secici kanal protein 1 (VDACI1),
DnalJ homolog alt aile B iiye 11 (DJB11), Aldehid dehidrogenaz X (AL1B1)), ikincisi
transkripsiyonun diizenlenme yolaklarinda goérev alan proteinler (Heterojen niiklear
riboniikleoprotein A/B (ROAA), Ubikuitin karboksi-uclu hidrolaz izozim L1 (UCHLI),
Junction plakoglobin (PLAK ve ya JUP), 14-3-3-protein B/a. (1433B), Okaryotik
translasyon baslatma faktorii 3 altiinite [ (EIF3I), Orta-zincir spesifik asetil-CoA
dehidrogenaz (ACADM), ESI protein homolog (ES1), Protein C190rfl0 (CS010)) ve
iclinciisii 1se mitokondriyal metabolizma yolaklarinda goérev alan proteinlerdir (ATP
sentaz altiinite d (ATP5H), Metilkrotonil-CoA karboksilaz beta zinciri (MCCB), Ornitine
aminotransferaz (OAT)). Yaptigimiz calismada belirledigimiz ekspresyon profili degisen
proteinlerin bir kismi Cizelge 4.4’te verilmistir. Bu proteinler baska arastirmacilar
tarafindan da belirlenmistir ve Parkin ile iliskisi oldugu diisiiniilen substratlar olarak
literatiire kazandirilmistir.

Bu calisma sirasinda bulunan ve hiicreler arasi sinyal ve etkilesim yolaklarinda
gorev alan proteinler diisiiniildiigiinde bu proteinlerin cogunun mutant Parkin’i sentezleyen
hiicrelerde fazla miktarda eksprese edildigi goriilmiistiir. Mutant Parkin proteinin
indiiklenmesi ile SH-SYS5Y hiicrelerinde Programli hiicre 6liim proteini 5, 26S proteosome
ATPaz olmayan regiilator altiinite 10, Protein S100-A11, Protein DJ-1, Tiibilin-spesifik
saperon A, Alfa-enolaz, Stathmin ve T-kompleks protein 1 altiinite alfa proteinlerinin
ekspresyon seviyelerinin arttig1 bunun yaninda DnaJ homolog alt aile B {iye 11 ve Aldehid
dehidrogenaz X proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin ise azaldigi goriilmiistiir. Yabani

tip Parkin proteinin indiiklenmesi ile SH-SYSY hiicrelerinde yalnizca Voltaj-bagiml
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anyon-secici kanal protein 1 proteininin ekspresyon seviyesinin arttigr goriilmiistiir.
Hiicreler arasi sinyal ve etkilesim yolaklarma ait bu proteinlerin biiyliik ¢ogunlugunun
mutant Parkin ekspresyonu ile artmasi mutant Parkin’in sinyal iletimini ne derece
degistirdigini gdzler 6niine sermektedir.

Genel bir bakis ile mutant Parkin ekspresyonunun indiiklendigi hiicrelerde daha ¢ok
saperon gorevi goren proteinlerin (Tibilin-spesifik saperon A, 26S Proteozom ATPaz
olmayan regiilator altiinite 10, protein DJ-1, T-kompleks protein 1 altiinite alfa, Dnal
homolog alt aile B iiye 11) ekspresyonlarinin arttigmni gérmekteyiz. Bu proteinler arasinda
sitoplazmik proteinlerden olan, tubilin katlanma yolaginda rol alan ve stres ile indiiklenen
Tiibilin spesifik saperon A’nin mutant Parkin’in indiiklenmesi ile 9.17 kat arttig1
goriilmiistiir. Aynm1 sekilde 26S proteozom toplandiginda saperon gibi davranan 26S
Proteozom ATPaz olmayan regiilator altiinite 10’un ise mutant Parkin’in indiiklenmesi
ile 2.85 kat arttig1 goriilmiistiir. Bu molekiiller protein katlanmasina aracilik ederek yanlis
katlanmis polipeptit zincirlerinin ¢okeltiler olusturmasini engelleyip tekrar katlanmasini
saglarlar (True, 2006). B-tlibilin altiiniteleri Tibilin spesifik Saperon A’ya baglanip
ayrilarak kompetent formlarini olustururlar. Tibilin ¢keltilerinin artmasi bu c¢okeltilerin
artmasini engelleyecek saperon proteininin ekspresyon seviyesinin artmasina sebep olmus
olabilir. Gankylin olarak da bilinen 26S proteozom ATPaz olmayan regiilator altiinite 10
proteini bir onkoproteindir ve proapoptotik sinyal yolagini indiikleyen p53’iin bir E3
ubikuitin ligaz olan Mdm?2 aracilig1 ile ubikuitinasyonunu ve dolayisi ile degradasyonunu
arttirarak anti-apoptotik goérev gormektedir (Higashitsuji et al.,, 2005). Bu durum da
hiicrenin apopitoza gitmesini engellemektedir. Ayn1 sekilde protein DJ-1 de onkogenik
protein olarak bilinip (Nagakubo et al., 1997) mitokondriye 6zgii bir saperon proteindir. Bu
proteini kodlayan gendeki mutasyonlar PH ile iliskilendirilmistir (Bonifati et al., 2003).
DJ-1 proteini ndéronlarin sitoplazmalarinda ve oksidatif strese cevap olarak mitokondrileri
ve niikleuslarinda bulunmaktadir (Bandopadhyay et al., 2004). Oksidatif stres ve hiicre
Oliimiine kars1 hiicreyi apopitozize karsi koruyan bir proteindir (Rochet et al., 2012).
Memeli hiicrelerinde artmis DJ-1 ekspresyonu Akt sinyal yolaginin aktivasyonuna sebep
olarak hiicrenin yasamasini desteklemektedir (Kim et al., 2005). Yapilan bu caligmada
mutant Parkin ekspresyonunun indiiklenmesinin DJ-1 ekspresyonunu 3.3 kat arttirdigi
goriildi. Yanls katlanmis protein birikimi serbest radikal miktarinda artisa ve dolayisi ile
oksidatif strese neden olmaktadir (Hyun et al., 2002). Mutant Parkin hiicrede fonksiyonunu
tam olarak yerine getiremiyor ve hiicre icerisinde protein birikimine ve dolayisi ile serbest

radikallerin artisma neden oluyor ise hiicre DJ-1 ekspresyon seviyesini arttirarak oksidatif
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strese kars1 kendini koruma yoluna gitmis olabilir.

Aktin-tubilin ve diger olas1 hiicre iskeletini olusturan proteinlerinin katlanmasinda
rol oynayan molekiiler saperon bir protein olan T-kompleks protein I altiinite alfa’nin da
(Dunn et al., 2001) mutant Parkin ekspresyonu yapan hiicrelerde 3 kat arttigi goriildii.
Artmis T-kompleks protein I’in seviyesini Periquet ve arkadaslar1 Parkin’in yabani tip
formunu sentezleyen ve hi¢ sentezlemeyen (Knock-out (KO)) fare beyin dokularinin
protein profillerini karsilagtirdiklarinda da gormiislerdir (Periquet et al., 2005). Mutant
Parkin’in ekspresyon seviyesinin artmasi hiicrede stres durumu yaratmis ve dolayisi ile
saperon proteinlerin ekspresyon seviyesinin artmasina sebep olmus olabilir. Ayn1 sekilde
mutant Parkin fonksiyonunu yabani tip Parkin gibi tam olarak yerine getiremiyor ise hiicre
yanlis katlanmis proteinleri UPS sistemine gonderemedigi i¢in saperon proteinlerin
miktarim arttirarak yanlis katlanmis olan proteinleri tekrar katlama yolunu tercih etmis ve
bu sayede hiicreyi apopitozdan kagirmaya calisiyor olabilir. Buna karsin bir diger ko-
saperon gorevi gormekte olan DnaJ homolog alt aile B iiye 11 (Shen and Hendershot,
2005) proteininin ekspresyon seviyesi mutant Parkin ekspresyon seviyesinin artmasi ile
0.48 azalma gostermistir. Bu kadar kiigiik miktarda bir azalma gozardi edilebilecek
seviyededir.

Tiim bu hiicreyi apopitozdan kurtarmaya ¢alisan saperon proteinlere karsi apopitoz
ile iligkili olan TFAR19 olarak da bilinen Programh hiicre dliim proteini 5 proteininin
mutan Parkin eksprese eden hiicrelerde 5.45 kat artmis olmasi bu hiicrelerin bir yandan da
Olime gittigini gostermektedir. Programli hiicre O0liim proteini 5 tiimor hiicrelerinde
apopitoz sirasinda ekspresyonunu arttirarak regiilasyonunu saglamaktadir (H. Liu et al.,
1999). Bu protein normal kosullarda sitoplazmada iiniform olarak dagilmis sekilde
bulunurken apopitoz sirasinda niikleusa giderek fosfatidilserin (PS) externalizasyonunu ve
DNA fragmentasyonuna saglamaktadir. Bu durum mitokondri hiicre membran
potansiyelinin azalmasi ile paralel olup apoptoz sinyalinden ve hiicre tipinden bagimsizdir
(Chen et al., 2001). Fukae ve arkadaslarmin yaptiklari calismada Parkin’in Programli hiicre
0lim-2 izoform 1 (PDCD2-1) proteininin ubikuitinlenmesini arttirarak onunla etkilesim
halinde oldugunu gostermislerdir (Fukae et al., 2009).

Protein S100-A11 bir kalsiyum baglanma protein olup kalsiyum sinyal yolaginda,
hiicre biliylime ve hareketi, hiicre siklusu devami, transkripsiyon ve hiicre farklilagmasi,
proliferizasyonu ve DNA onarimi gibi proseslerde gorev alan c¢ok fonksiyonlu bir

proteindir (Donato, 2001; Schafer and Heizmann, 1996). S100-Al1 endotel biiylime
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faktorii ailesi proteinlerinin seviyesini arttirarak ve Ca®  indiiklenmis biiyiimenin
inhibisyonuna aracilik ederek insan keratinosit hiicrelerinin biiylimesini regiile etmektedir
(Sakaguchi et al., 2008). PH’da dopaminerjik néronlarda artmis kalsiyum miktar1 oksidatif
strese sebep olmakta ve bu da mitokondride bozulma ile iligkilidir (Surmeier et al., 2010).
Mutant Parkin ekspresyonunun indiiklendigi hiicrelerde yabani tip Parkin ekspresyonunun
indiiklendigi hiicrelere oranla 41 kat artig gosteren S100-All, mutant Parkin’in
fonsiyonunu tam olarak yerine getirememesi dolayisi ile hiicrede sebep oldugu oksidatif
strese cevap olarak artmis olabilir.

Yine norogeneziste akson formasyonunda rol oynayan ve mikrotiibiillerin biraraya
gelmesini  engelleyerek ayrimini  destekleyen yani bir sekilde mikrotiibiillerin
destabilizasyonunda gorev alan Statmin (Sobel, 1991) mutant Parkin ekspresyon
seviyesinin artmasi ile 4.37 kat artis gostermistir. Bu da mutant Parkin’in indiiklendigi
hiicrelerde mikrotiibiil yikim ihtimalinin arttigit bu durumun da hiicreyi 6liime
gotiirebilecegini diistindiirmektedir.

Parkinson hastaliginin bir proteopati hastaligi oldugu diisiiniilecek olursa mutant
Parkin varliginda UPS sisteminin tam fonksiyonla g¢alismamasi saperon proteinlerin
ekspresyonunun artmasina sebep olabilmektedir. Oliimden kag¢irma ve Oliime gotiirme
prosesinde gorevli olan ve ekspresyonu artmig bu proteinler bizi hiicrelerin bir savas
icerisinde oldugunu diistindiirmektedir.

Enerji metabolizmasinda rol oynayan proteinlerden biri olan Alfa-enolaz (ENOA)
glikoliz reaksiyonunda gorev gérmektedir (Wold, 1971). Farkli formlar1 bulunan enolaz
enziminin alfa (o) enolaz formu doku spesifik olmasina ragmen ndron spesifik gama (y)
enolaz formu gibi noronal hiicrelerde de bulunmaktadir (Marangos et al., 1978; Oliva et
al., 1991). ay-yy gibi heterodimerik enolaz formu ndéron/beyin spesifik formudur (Kato et
al.,1983; Royds et al., 1982) ve serumda bulunan ay-yy izoformlar1 néron spesifik enolaz
olarak Alzheimer hastaliginda da tanimlanmistir (Lamour et al., 1988). Bircok fonksiyona
sahip olan alfa enolaz enzimi farkli organizmalarda (Saccharomyces cervesiae) ayni
zamanda HSP48 proteini olarak ge¢cmektedir (Iida and Yahara, 1985). Alfa enolaz
karboksi ucundan katepsin X enzimi ile kesildiginde ndronal hiicrelerin yasamasinin ve
neuritogenesisinin  bozuldugu gosterilmistir. Bundan dolayr alfa enolazin birgok
fonksiyonun yani sira néron koruyucu rolii oldugu da diisiiniilmektedir (Butterfield and
Lange, 2009). Poon ve arkadaglar1 fare merkezi sinir sisteminde artmis oksidatif stres ve

yas bagmmli disfonksiyon {izerine yaptiklar1 proteomiks c¢alismasinda alfa enolaz
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seviyesinin azaldigmi ve alfa enolazin norodejenerasyon ile ilgili bir protein oldugunu
sOylemislerdir (Poon et al.,, 2006). Yine ayni grubun yaptiklar1 bir bagska proteomiks
calismasinda da A30OP alfa-siniiklein mutant farelerin beyin hiicrelerinde alfa-enolaz
protein seviyesinini artmis oldugu goriilmiistiir (Poon et al., 2005). Bu ¢alismada alfa-
enolaz seviyesinin mutant Parkin’in indiiklenmis ekspresyonu ile 3.25 kat arttigmi
gormekteyiz. Mutant formdaki Parkinin overekspresyonunun alfa-enolaz enzim seviyesini
arttrmas1 hem noroblastoma hiicrelerini koruyucu fonksiyonu ile hem daha fazla ATP
ithtiyacinin karsilanmasi hem de saperon gibi davranarak hiicreyi korumaya c¢alismasi ile
iligkilendirilebilinir.

Voltaj-bagimh anyon-secici kanal protein 1 (VDACI1) ekspresyonun yabani tip
Parkin ekspresyonunun arttigi hiicrelerde 2.32 kat artmis oldugu goriilmiistiir. Parkin
VDACT’1 Lys 27°den poliubikuitine eder boylelikle p62/SQSTM1 denen ubikuitin ve
otofaji arasindaki adaptor proteini bolgeye yonlendirerek hasarli mitokondrinin mitofajiye
gitmesinde rol oynar (Geisler et al., 2010). Bu protein otofaji/mitofaji yolaklarinda gorev
gormektedir. Parkin ekspresyon seviyesinini artmasit VDACI seviyesinin artmasina sebep
olabilmektedir.

Alkole bagl detoksifikasyonu saglayan peroksidasyon metabolizmasinda rol
oynayan Aldehid dehidrogenaz X ise mutant Parkin’in indiiklenmis ekspresyonu ile 0.48
kat azalmistir. Bu enzimlerin seviyelerindeki degisim hiicresel stres ve detoksifikasyon
prosesleri ile iligkilidir. Grunblatt ve arkadaslar1 yaptiklar1 caligmada yiiksek miktarda gen
ekspresyon profiline sahip ALDH1’in PH’nin erken teshisinde biyobelirte¢ olabilecegini
soylemektedirler (Grunblatt et al., 2010).

Transkripsiyonun diizenlenme yolaklarinda gorev goren proteinlerden Ubikuitin
karboksi-u¢lu hidrolaz izozim L1, 14-3-3-protein /o’nin mutant Parkin ekspresyonunun
indiiklendigi hiicrelerde artmigken, Heterojen niiklear riboniikleoprotein A/B, Junction
plakoglobin, Orta-zincir spesifik asetil-CoA dehidrogenaz, ES1 protein homolog ve
Protein C190rfl0 proteinlerinin ise yabani tip Parkin ekspresyonunun indiiklendigi
hiicrelerde artmis oldugu goriilmiistiir.

PH ile iliskilendirilmis ve UPS’de gorev alan bir protein olan Ubikuitin C-
terminal hidrolaz L1 (UCH-L1) beyinde fazla miktarda sentelenen noron spesifik bir
enzim olup ubikuitini baglandig1 proteinden ayirmaktadir (Liu et al., 2002). UCH-L1’mn
hidrolaz aktivitesinin yaninda dimerizasyon bagimli ubikuitin-ubikuitin ligaz aktivitesi de
bulunmaktadir ve bu sayede alfa-siniikleine Lys-63’ten coklu ubikuitin molekiilii

eklemektedir (Liu et al, 2002). Alfa-siniiklein’in Lys-63’ten ubikuitinlenmesi
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degredasyonu i¢in gerekli olan Lys-48 ubikuitinlenmesini inhibe ettiginden dolayr UCH-
L1’1n bu aktivitesi alfa-siniiklein birikimi ve ¢okeltileri olusumuna sebep olup dolayisi ile
hiicre i¢in patojenik olabilmektedir (Liu et al., 2002). UCH-LI {izerindeki mutasyonlar PH
ile iliskilendirilmistir (Elbaz et al., 2003). UCH-L1 Parkin ve alfa-siniiklein ile birlikte
LC’de lokalize olabilmektedir (Ardley et al., 2004). Mutant Parkinin ekspresyonunun
indiiklenmesi ile hiicrede UCH-L1 protein seviyesinin 8.49 kat arttig1 goriilmiistiir. Hiicre
icerisinde artan UCH-L1 serbest wubikuitin molekiillerinin artmast demektir.
Ubikuitinasyon ve deubikuitinasyon bir denge halindedir ve bu dengenin bozulmasi hiicre
icin stres durumu yaratabilmektedir. Mutant Parkin’in varligi UCH-L1 ekspresyon
seviyesinini artmasina neden olabilir. Mutant Parkin fonksiyonunu dogru yapamayip yanlis
proteinlere ubikuitin ekliyor ise hiicre bu proteinlerin UPS’e gitmesini engellemek icin
UCH-L1 ekspresyon seviyesini arttirarak deubikuitinasyonu destekleme yoluna gitmis
olabilir. UCH-L1 ekspresyonundaki artis Periquet ve arkadaslarmin Parkin KO fare
beyinleriyle yaptiklar1 proteomiks ¢alismasinda da gosterilmistir (Periquet et al., 2005).
Buna kars1 Choi ve arkadaslarinin PH hasta beyninde yaptiklar1 proteomiks ¢aligmasinda
UCH-L1 seviyesinin diistiigiinii gormiislerdir (Choi et al., 2004).

14-3-3- proteinleri Parkin ile iligkili proteinler olarak bilinen sitoplazmik saperon
proteinlerdir. PH patofizyolojisinde bazilarmin o-siniikleine baglandigi rapor edilmistir
(Ostrerova et al., 1999) ve LC yapisina katilmaktadirlar (Kawamoto et al., 2002). 14-3-3-
proteinleri tiim 0karyotlarda sentezlenen kinazlar, fosfotazlar ve transmembran reseptorleri
gibi birbirinden farkli sinyal proteinlerine baglanmaktadirlar. 14-3-3-proteinleri mitojenik
sinyal transdiiksiyonu, apoptotic hiicre 6liimii ve hiicre dongiisti kontrolii gibi cok 6nemli
diizenleme proseslerinde gorev almaktadirlar (Fu et al., 2000). 14-3-3-zeta, Parkin ile
etkilestiginde Parkin’in aktivitesini negatif olarak diizenlemektedir (Sato et al., 2006).
Parkin KO fare modelinde 14-3-3-C (zeta) miktar1 azalmakta (Periquet et al., 2005) ve
HSP60 ile spesifik olarak interaksiyon halindedir (Satoh et al., 2005). Biz de ¢alismamizda
14-3-3 protein B/a seviyesinin mutant Parkin’in indiiklenmis ekspresyonu ile 6.48 kat
arttigin1 gormekteyiz. Bunun sebebi mutant Parkin’in fonksiyonunu tam olarak yerine
getirememesi ve tipki hiicreler arasi sinyal yolaklarinda karsimiza ¢ikan saperonlar gibi
yanlis katlanmis proteinleri diizenlemek ve néronal hiicrelerin 6liimiinii engellemek amacl
ekspresyon seviyesinin artmasi olarak diigiiniilebilir.

Heterojen niiklear riboniikleoprotein A/B proteini hiicrede fazla miktarda

bulunan niiklear proteinlerden biridir. hnRNPs A/B birka¢ tane RNA baglanma motifleri
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ile RNA’y1 sarmaktadir ve noronlarda kritik rolleri bulunmaktadir (Kashima et al., 2007).
htRNPs A/B proteinleri DNA replikasyonu ve tamiri, telomer diizenlenmesi,
transkripsiyon, pre-mRNA splising ve mRNA’nin niiklear-sitoplazmik eksportunda
(Brumwell et al., 2002; Pollard et al., 1996) gorev gormektedirler (He and Smith, 2009).
Villa ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aliymada Alzheimer hastalarmin lenfosit hiicrelerinde
hnRNPA1 ekspresyonunun arttigir goriilmiistiir (Villa et al., 2011). Berson ve arkadaglar1
Alzheimer hastalarinin entorhinal korteksinde hnRNP A/B seviyesinin azaldigini gostermis
ve bunun nedeni de asetilkolin sinyalinin azalmasina baglamislardir. Ayrica farelerde
hnRNP A/B knockdown durumda alternatif splicing bozuklugunun indiiklenmesi ve primer
noronlarda dentrit kaybi rapor edilmistir (Berson et al., 2012). Davison ve arkadaslar1 2DE
proteomiks ile HEK293 hiicrelerinde indiiklenmis Parkin ekspresyonunda hnRNPK
seviyesini 9.1 kat azalmis bulmuslardir (Davison et al., 2009). Yaptigimiz caligmada ise
yabani tip Parkin’in ekspresyonunun indiiklenmesinin hnRNP A/B protein seviyesini 3.76
kat arttirdig1 goriildii.

Yabani tip Parkin’in ekspresyonunun indiiklenmesi Junction plakoglobin protein
seviyesini 1.92 kat arttirmistir. JUP ve ya gama-katenin olarak da bilinen bu protein major
sitoplazmik proteindir ve intermediate junction ve desmosomlarin bilesenidir (Ruiz and
Birchmeier, 1998).

Mitokondriyal proteinlerden olan orta-zincir spesifik asetil-CoA dehidrogenaz
(ACAD) yabani tip Parkin indiiklenmesi ile ekspresyon seviyesi ise 2.56 kat artmistir.

ES1 protein homolog proteinleri N-terminal dizisinde mitokondri hedef dizisi
iceren zebra baligi ES1 dizisi ile yiiksek homoloji gosteren insan ES1 proteininin
fonksiyonu tam olarak bilinmemesine ragmen fetal Down sendromlu beyin defekti olan
ornekler ile yapilan proteomiks ¢alismasinda ekspresyon seviyesinin ¢ok yiiksek oldugu ve
Down Sendromu tanisinda aday protein olabilecegi soylenmistir (Shin et al., 2004). Bizim
calismamiz da yabani tip Parkin indiiklenmesi ile ekspresyon seviyesi 1.81 kat artmustir.

Mitokondriyal metabolizma yolaklarinda gorev goren proteinlerden ATP sentaz
altiinite D (ATPSH) mutant Parkin ekspresyonunun indiiklendigi hiicrelerde artmisken,
Metilkrotonil-CoA karboksilaz beta zinciri (MCCB) yabani tip Parkin ekspresyonunun
indiiklendigi hiicrelerde artmistr. Daha once PH ile de iligkilendirilen ATPSH
mitokondriyal bir enzimdir ve ATP sentezini katalizlemektedir (Xun et al., 2008). Mutant
hiicrelerdeki enerji ihtiyacnin ¢oklugu bu proteindeki artmis ekspresyon seviyesi ile
karsilanabilmektedir. Basso ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢calismada PH hasta beyini SN
bolgesinde ATP sentaz altlinite D proteininin arttig1 gdosterilmistir. (Basso, 2004).
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Literatiirde Parkinson hastasinin post mortem beyin SN bdlgesinde kompleks 1
aktivitesinin diisiik oldugu belirlenmistir. Fakat beynin diger bolgelerinde normal oksidatif
fosforilasyon aktivitesi gostermektedir (Gu et al, 1998; Orth and Schapira, 2002).
Mitokondriyel enzimlerin ekspresyon seviyelerinde azalmadan dolayr PH’da bu enzimlerin
inhibisyonu ile iliskili olarak diisiik aktivite rapor edilmistir (Mizuno et al., 1990).

Fosforilasyon proteomun yaklasik iicte birinde gerceklesmekte olan translasyon
sonrast bir degisimdir (Cohen, 2001). Fosforilasyon databankalar1 (PhosphoSitePlus,
PhosphoELM ve Phosida) insan proteomununda yaklagik 100 000’den fazla fosforilasyon
bolgesi oldugunu sdylemektedir. Bu kadar fazla fosforilasyon bolgesi olmasma ragmen
tanimlanan fosfoproteinler oldukca az miktarda bulunmaktadir (Kalume et al.,2003;
Reinders and Sickmann, 2005). Ornegin sinyal yolaklar1 ile ilgili proteinlerin yaklasik %
1-2 kadar1 fosforillenmis formda bulunmaktadir (Schlessinger, 1993).

Amino asitler 4 farkli sekilde fosforillenmektedir. Fosfat grubunun serin, treonin ve
tirozin amino asitlerinin hidroksil gruplarina baglanmasi ile O-fosforilasyon, histidin ve
lizin amino asitlerine baglanmasi ile N- fosforilasyon, sistein amino asitine fosfat grubunun
eklenmesi ile S-fosforilasyon ve aspartik asit ve glutamik asit amino asitlerine baglanmasi
ile acil-fosforilasyon seklindedir. Fosforilasyon bir ¢ok sinyal transdiiksiyon prosesleri
yaninda proliferizasyon, farklilagma ve apopitoz gibi hiicresel prosesleri diizenlenmektedir.

Hiicre icerisindeki sinyal yolaklarmin Parkinson Hastaligi ile iliskisini
anlayabilmek amaci ile hiicrenin fosforilasyon statiisiindeki degisiklikler incelenmektedir.
Bu tez kapsaminda yapilan fosfoproteom calismasi ve analizler sonucunda 13 proteinde
anlamli degisim goriildii. Yapilan Canonical yolak analizi sonucunda ekspresyon profili
degisen bu fosfoproteinler glukoneogenesis 1, glikoliziz I, mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu ve siikroz dejenerasyonu gibi enerji metabolizmasini etkileyen yolaklar ile
iligkili bulunmustur. IPA analizi de belirlenen tiim bu proteinlerin de Ubikuitin C ile
iliskilendirildigi goriilmiistiir.

Yabani tip Parkin eksprese eden hiicrelerde Alfa-enolaz (ENO1), Fruktoz bifosfat
aldolaz A (ALDOA), Stres indiiklenmis fosfoprotein 1 (STIP1), Delta(3,5)-Delta(2,4)-
dienol-CoA izomeraz (ECHI1), Tioredoksin bagimli peroksit rediiktaz (PRDX3), ATP
sentaz alt {nite alfa (ATPA) ve Karakterize edilmemis protein C9orf78 (CI078)
proteinlerinin ekspresyon seviyesi artmistir. Mutant tip Parkin eksprese eden hiicrelerde ise
Paraspeckle component 1 (PSPC1), Heterojen niiklear riboniikleoprotein D (HNRPD),
Heterojen niiklear riboniikleoprotein D benzeri (HNRDL), Okaryotik translasyon baslatma
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faktorii 4H (IF4H) ve Aktin sitoplazmik 2 (ACTG) proteinlerinin ekspresyon seviyesi

artmis iken Vimentin (VIM) proteininin ekspresyon seviyesi azalmaistir.

Fosforillenmis Alfa enolaz ekspresyonu yabani tip Parkin eksprese eden
hiicrelerinde 3.91 kat artmistir. Alfa enolazin Tyr(43)’den fosforillenmesi transgenik ALS
hayvan modellerinin spinal kordu ile yapilan proteom analizi ¢alismalasinda gosterilmistir
(Casoni et al., 2005). Baz1 arastrmacilar alfa enolazin hidrofobik domaininin internal
sinyal dizisi olarak gorev yaptigini sdylerken bazilar1 post translasyonal fosforilasyonun
membran kontrolii ile iligkili oldugunu diisiinmektedirler (Cooper et al., 1984). Alfa
enolazin fosforillenmis formunun PH ile iliskisi daha 6nce rapor edilmemistir.

Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA izomeraz (ECH1) hiicresel fonksiyon olarak
enerji Uretiminden sorumlu bir protein olup ya§ metabolizmasinda yag asidi beta
oksidasyonunda gorev almaktadir (FitzPatrick et al., 1995). Hiicrede yabani tip Parkin
ekspresyonunun artmasi fosforillenmig ECH1 ekspresyon seviyesinin 20.41 kat artmasina
sebep olmustur. Bu veri Parkin ekspresyonunun enerji metabolizmasi iizerine etkisini
gostermektedir.

Hiicre iskeleti proteinlerinden olan vimentin ve aktin sitoplazmik 2
proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin mutant Parkin eksprese eden hiicrelerde degistigi
goriildi. Davison ve arkadaslar1 HEK293 hiicrelerinde indiiklenmis Parkin
ekspresyonunun vimentin seviyesini belirlenemeyecek seviyede azalttigini gérmiislerdir
(Davison et al., 2009). Bu calismada ise yabani tip Parkin indiiklenmesi ile fosforillenmis
vimentin ekspresyon seviyesi 2.05 kat azalmistir. Vimentinin daha once Parkinin
mitokondrideki oksidatif hasarina karsi o bdlgeye lokalizasyonunda etkilesim ortagi

oldugu rapor edilmistir (Mugqit et al., 2004).

Tioredoksin bagimh peroksit rediiktaz (PRDX3) peroksidaz aktivitesine sahip
bir protein olup antioksidant fonksiyonu bulunmaktadir ve mitokondride lokalize
olmaktadir. Basso ve arkadaslar1 2DE proteomiks yaklagimi ile Parkinson hasta ve kontrol
gruplarmin SN proteomunu analiz ettiklerinde peroksiredoksin 2 ve thioredoksin
ekspresyonunun PH hasta grubunda ciddi oranda artmis oldugunu belirtmislerdir (Basso et
al., 2004). Peroksiredoksinler kendini feda eden antioksidantlar olup ROS oksidasyonunu
katalizlemek  yerine  direk olarak ROS ile reaksiyona  girmektedirler.
Yaptigimiz calismada da yabani tip Parkin indiiklenmesi ile fosforillenmis peroksiredoksin
III ekspresyon seviyesinin 9.23 kat arttig1 goriildii. PH ile iliskili olan LRRK2 genindeki

mutasyonlarm peroksiredoksin 3 fosforilasyonunda artisa sebep olmaktadir ve bu azalmis
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peroksidaz aktivitesi ile iliskilidir (Angeles et al., 2011). Proteomiks yaklasim kullanarak
peroksiredoksin III’iin Alzheimer hastalig1 ve Down sendromu hastalarinin frontal corteks
bolgelerinde ekspresyon seviyesinin azaldigi rapor edilmisir ( Kim et al.,2001).

Simdiye kadar fosfoproteomiks caligmasi ile belirledigimiz bu bir ¢ok proteinin PH
ile iliskisi belirlenmemis ve calisilmamistir. Fakat belirledigimiz bu proteinlerin IPA
analizi sonucunda Ubikuitin C etrafinda toplanmasi ubikuitinasyon yolag: ile iligkili
olmasina baglanabilir. Parkin’in sinyal yolaklar1 iizerine etkisi daha 6nce ¢alisilmamis ve
bu yolakta etkilestigi proteinler tam olarak belirlenmemistir. Belirlenen her proteinin

sinyalizasyon tizerine etkili ve PD olusumunda 6nemli bir faktor olma ihtimali vardir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Mutant Parkin proteini yabani tip Parkin proteini ile karsilastirmali olarak
molekiiler diizeyde karakterize edilmistir. Proteinlerin hiicre icerisindeki lokalizasyonlar1
belirlenmis, post-translasyonel olarak hangi modifikasyonlara tabi kaldiklar1 belirlenmis ve
proteinler saflastirilarak aktiviteleri in vitro ubikuitinasyan assay ile karsilastirilmistir.
Noroblastoma SH-SYS5Y hiicre hattinda eksprese edilen yabani tip ve mutant Parkin
proteinlerinin hiicrenin tiim protein profilini ne sekilde degistirdigi hiicre igerisindeki hangi
proteinlerin ekspresyon pofillerini arttirip-azalttigin1 ve bu degisen ekspresyon profiline
sahip proteinlerin hangi hiicresel yollar1 kullandig1 gosterilmistir. Ayrica fosfoproteomiks
calismalar1 ile de yabani tip ve mutant Parkin protein ekspresyonunun hiicrede hangi
proteinlerin fosforilasyonunu etkiledigi ve fosforilasyon statiisiindeki degisiklikler
incelenmistir.

Bu c¢alismada belirlenen ve ekspresyon seviyesi degisen proteinlerin Parkin ve PH
ile olan iligkisini anlayabilmek i¢in ¢alismalar yapilmalidir. Uzun vadede ise bu
proteinlerin fare modellerinde KO edilerek PH’ya yol acip agmadikler1 test edilebilir.
Ayrica bu proteinlerin /n vitro olarak Parkin tarafindan ubikuitine edilip edilmedikleri test
edilebilir. Buna ek olarak bu proteinlerin Parkin ile etkilesip etkilesmedigi immun

¢Oktiirme ¢alismalari ile test edilebilinir.
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7. EKLER

bla promoter

Amp(R) CMV promoter (with TetOs)
CMV forward primer
TATA box

TetR binding sites
Primer FGFPHind
Hindlll (g79)

GFP

Primer RGFPBam
Primer Park2FBam2

BamHI (1702)

BCEP Park? CDS

pUC origin

SV40 pA

Zeo(R)

EMT promoter Primer Park2REco

SV40 early promoter EcoRI(z024)

f1 origin BGH reverse primer

BGH pA

Ek 1. pcDNA4/TO-GFP-Park2 mutant / yabani tip rekombinant plazmit klonuna ait vektor
haritas1. Harita Vector NTI (Invitrogen, ABD) ile hazirlanmistir. CDS: Coding Sequences
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T7 Promoter
Profinity eXact affinity tag
HindIII (310)

Tag-Park2 CDS

lacl

EcoRI(1722)
pPAL7-Park2 Yabani/Mutant Ti

=17 Terminator

7278 bp

bla (ampR)

ori

Ek 2. pPAL7- Park2 mutant / yabani tip rekombinant plazmit klonuna ait vektor haritasi.
Harita Vector NTI (Invitrogen, ABD) ile hazirlanmistir.
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m.:.\Q r; /laclq

Rep Origin 2 /&__maIE expression cassette

PMAL-c4X-Park2 Y bﬁﬁm

8017 bp

Rep Origin 1

Primer Bind 1
pMALPark3F Primeri
EcoRI (2606)

MBP-Park2 CDS

bla

bla
malE expression cassette
HindlIII (4100)
pMAL-Park3R Primeri

Ek 3. pMAL-c4X-Park2 mutant / yabani tip rekombinant plazmit klonuna ait vektor
haritasi. Harita Vector NTI (Invitrogen, ABD) ile hazirlanmistir.
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