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OZET

Amag
Bu ¢alismanin amaci; SH-SY5Y noéroblastoma hiicre hattinda Yabanil tip (WT) ve

mutant Parkin proteinlerinin (Q311R ve A371T) ifadesi sonrasinda olusan fosforilasyon
diizeyindeki degisiklikleri proteomik yaklagimlarla arastirmak, ubikitinlenme ve

fosforilasyon arasindaki ¢apraz etkilesime 11k tutmaktir.

Yontem
Hicrelerden elde edilen protein oziitleri iki boyutlu jel elektoforezi ile ayrigtirildi.

Fosforile olmus proteinler ProQ Diamond boyas: ile tayin edilerek protein spotlar

jellerden kesildi ve ardindan, proteinler MALDI-TOF/TOF analizi ile tanimlandi.

Bulgular
WT ve mutant tetrasiklin indiiksiyonu yapilmis ve yapilmamis hiicrelerden elde

edilen proteinlerden 2D tabanli karsilastirmali spot analizi yapildi. Fosfoprotein boyamasi
sonrasinda jellerde 35+3 fosforillenmis protein spotu, toplamda ise Sypro boyamasi
sonrasinda 215+15 protein spotu goézlenmistir. WT Parkin ifade eden hiicrelerde 10,
mutant Parkin ifade eden hicrelerde ise 6 proteinin fosforilasyon seviyelerinde indiiksiyon

sonrasi artig oldugu goriildii.

Sonug
Beklentimiz WT Parkin indiksiyonunun ubikuitinlasyonunu arttirarak ubikitinlenme

ve fosforilasyon arasindaki capraz etkilesimi baskin hale getirmesi ve dolayistyla dolayh
yoldan fosforilasyon iligkili yolaklarin diizenlenmesi yoniindedir. Nitekim STRING
analizinin PI3BK-AKT yolagini isaret etmesi ubikuitin bagimli fosforilasyon semasinin
degistigini gostermektedir. Diger taraftan mutant Parkin indiiksiyonu sonrasinda
tanimlanan fosforile proteinlerin ise Parkinson hastaligi ve endoplazmik retikulumda
protein islenmesi ile ilgili sonuglar alinmistir. WT ve mutant Parkin eksprese eden
hiicrelerdeki farkli hiicresel yolaklarin 6n plana ¢ikmast mutant Parkin'in normal WT'e

gore farkli fonksiyonu oldugunu gostermistir.

Anahtar Sozcukler: Parkin, SH-SY5Y, 2DE, Protein Fosforilasyonu, ProQ Diamond,
MALDI-TOF/TOF.
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ABSTRACT

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

in SH-SY5Y neuroblastoma cell line after expression of the Wild-type and the mutant
Parkin proteins (Q311R and A371T ). Determination of the changes in phosphorylation
levels upon Parkin expression should allow elucidation of the cross-talk between
ubiquitinilation and phosphorylation.

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

prepared and subjected to 2D gel electrophoresis. Phosphorylated proteins were detected
by ProQ Diamond stain and differentially regulated protein spots were excised from the
gels. Then, the proteins were identified by MALDI-TOF/TOF analysis.

Results
Consequtive phosphoprotein and total protein staining of the gels revealed the

precense of 35+3 phosphoprotein spots and 215+15 total protein spots on the gels. A total
of 16 phosphoprotein spots of which 10 belonged to the WT Parkin expressing cells and of
6 beloged to the mutant Parkin expressing cells were identified as differantially regulated.

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

the cells and stimulate the cross-talk between ubiquitination and phosphorylation. Indeed,
STRING analysis linked the regulated proteins to PI3K-AKT pathway, which is one of the
most important signaling pathways regulating cell division. On the other hand, the results
of phosphorylated proteins which had been identified after an induction of the mutant
Parkin protein were found to be related to Parkinson's disease and endoplasmic reticulum
protein processing. Observation of such difference in indicated pathways upon either the
WT or the mutant Parkin expressions may imply that the mutant Parkin protein is
functionally different then the WT Parkin protein.

Key words: Parkin, SH-SY5Y, 2DE, Protein Phosphorilation, ProQ Diamond, MALDI-
TOF/TOF.
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1. GIRIS

1.1 Protein Arastirmalari ve Proteomiks

Proteinlerin yapilarini, fonksiyonlarini ve birbirileri ile olan etkilesimlerini inceleyen
arastirma alanina “proteomiks” denilmektedir (Anderson ve dig. 1998). Proteomikse iliskin
aragtirmalarin tarihi protein calismalar1 ile baslamis olmasina ragmen, metod olarak
kokenleri 1975’11 yillara uzanmaktadir (Chem 1975). Kelime kokeni olarak ele alindiginda
genomiks, proteomiks gibi terimlerin sonuna eklenen “omik” eki Yunanca’dan “ome”
ekinden gelerek tiimliik, biitiinliik anlam1 kazandirmaktadir. Bu nedenle “genom” bir hiicre
ya da canliya ait tim genleri, “proteom” da tiim proteinleri ifade ettigi sOylenilebilir.
“Proteom” terimi ise ilk defa 1994 yilinda, Avusturalyali biliminsani1 Dr. Marc R. Wilkins
tarafindan, doktora tezinde “belirli bir genomun sentezlemis oldugu biitiin proteinleri”
ifade etmek amaciyla kullanilmistir (Wasinger ve dig. 1995). Genom arastirmalari,
ozellikle de “Insan Genom Projesi’nin tamamlanmasi ile genlerin yapi, fonksiyon ve
ekspresyonlarina ait ayrintili bilgilerin ortaya ¢ikarilmasini saglamistir. Genom Projesinin
bitmesi ile "post-genomik ¢aga" gecilmis ve artik diger -omiks'ler lizerinde daha genis
Ol¢lide durulmaya baglanmistir. Bu alanlarin da baginda hiicrelerin asil fonksiyonel yapilari
olan proteinlere odaklanilanan "proteomiks” gelmektedir. Bir organizmanin proteomu;
dokudan dokuya hatta bir hiicreden diger bir hiicreye g¢evresel faktorler, yas, cinsiyet,
hastaliklar ve fizyolojik durumlar (hiicre siklusu, apoptoz gibi) gibi i¢ ve dig onlarca faktor
ile etkileserek stirekli degisim halindedir (Akpinar ve dig. 2011).

Proteomiks; yeni proteinlerin tanimlanmasi, fonksiyonlari, ekspresyon seviyeleri,
hiicresel lokalizasyonlari, translasyon sonrasi modifikasyonlart (PTM), ii¢ boyutlu yapilar
ve diger proteinlerle olan iligkilerinin ortaya cikarilmasi konular ile ilgilenmektedir.
Proteomiks calismalarinin bir diger amaci da; hiicresel yolaklarda yer alan proteinlerin
belirlenmesi ve bu yolaklarin daha iyi anlasilarak birbirleri ile olan etkilesimlerinin ortaya

¢ikarilmasidir.

Proteomik analizler klinik tani, hastaliklara 6zgii biyolojik belirteglerin bulunmasi,
strese, yaslanmaya, ilaglara karsi verilen cevaplarda ve hastalik durumlarinda degisen

protein profillerinin belirlenmesi ve yeni ilaglarin dizayn edilmesi ile de kendisine yeni
1



uygulama ve arastirma alanlar1 bulmaktadir. Proteomik ¢alismalar1 sayesinde diagnostik ve
prognostik biyobelirteclerin gelistirilmesi, yeni terdpatik hedeflerin bulunmasi ve kisiye
Ozel tedavilerin gelistirilmesi miimkiin olmaktadir (Davidson ve dig. 2005). Kiitle
spektrometresi (MS), sivi kromotogrofisi MS (LC/MS), protein mikroarray teknolojisi ve
diger protein profilleme yontemlerindeki hizli ilerlemeler sayesinde hastaliklara 6zgii
biyolojik belirteclerin belirlenmesinde 6nemli gelismeler gorilmektedir (Khalilpour ve dig.
2016). DNA c¢alismalar ile kiyaslandiginda, proteinler ile ¢alismak ¢ok daha zordur. insan
genomunda en son verilere gore yaklastk 20.000-25.000 protein kodlayici gen
bulunmaktadir (Pertea ve dig. 2010), bununla birlikte bir insan hicresinde ortalama olarak
300.000 ile 500.000 arasinda protein vardir, bu sayiya posttranslasyonel modifikasyonlari
da ekledigimizde say1 ¢ok daha karmagik hale gelmektedir (Cong ve dig. 2002) (Cizim1.1).
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Cizim 1.1. Translasyon sonrasi modifikasyonlar, proteomik c¢esitliligini arttiran kilit
mekanizmalardir. Genom 20.000-25.000 gen igeriyor olsa da proteomun 1 milyondan fazla
proteini kapsadigi tahmin edilmektedir. Transkripsiyonel ve mRNA diizeylerindeki
degisiklikler, transkriptomun genoma oranla artmasina neden olmaktadir. Bununla beraber
sayisiz farkli translasyon sonras1 modifikasyonlar da proteomun, transkriptoma ve genoma

oranla katlanarak artmasina neden olmaktadir.
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Hiicrenin islevi ile ilgili yapilan arastirmalar goz Oniine alindiinda, proteomik
calismalar genomik c¢aligsmalara gore daha avantajlidir. Ciinkii proteinler hiicredeki
isleyislerden bizzat sorumlu fonksiyonel molekiillerdir. Ayrica PTM, RNA editing gibi
regiilasyonlar genom ¢alismalarinda belirlenemez, fonksiyonu ¢ok etkileyen bu degisimler
ve fonksiyonel genomik ¢alismalar1 olarak siniflandirilirken; proteomik c¢aligmalart ise
sadece proteomik yaklasimlar kullanilarak ortaya ¢ikarilabilir. Genomik ¢aligsmalar yapisal,
fonksiyonel ve ekspresyona bagli proteomik calismalar1 ile sinirlanirken; proteomik
calismalar1 yapisal, fonksiyonel ve eckspresyona bagli yaklasimlar sunarak genomik
caligmalara oranla hiicresel islev hakkinda daha aydinlatict bilgiler sunabilmektedir (Baak
ve dig. 2003; Chung ve dig. 2007; Aslam ve dig. 2017) (Cizim 1.2.).
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Cizim 1.2. Sistem Biyolojsi. Sistem biyolojisi; hastaliklarda meydana gelen biyolojik
siirecleri ve patolojik degisiklikleri biitlinsel bir bicimde ortaya koymak icin farkli
molekiiler yapilar arasindaki etkilesimleri analiz etmeye ¢alismaktadir. DNA seviyesindeki
duzenleyici prosesler; RNA'lar, proteinler ve metabolitler de dahil olmak Uzere
molekdllerin ekspresyon seviyesini etkilemektedir. Bu diizenleyiciler, farkli diizenleyici

mekanizmalara ilave olarak etki etmektedir (Barallobre-Barreiro ve dig. 2013).



1.2 Fosfoproteomiks Calismalari

Proteinlere bir veya birden fazla fosfat grubu eklenmesi olaymna fosforilasyon,
eklenen fosfat molekiillerinin uzaklastirilmasina da defosforilasyon ismi verilmektedir.
Fosfoproteomiks ise; proteomiks’in bir alt sahasi olmakla beraber, proteinlerin
translasyonu sonrasi fosforile olmus proteinlerin arastirilmasini konu edinmektedir.
Fosforilasyon proteinlerde gozlenen en yaygin geri donisiimlic PTM'dir (Martin ve dig.
2001) ve hucresel sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde rol oynayan en Onemli
mekanizmlardan biridir. Okaryotlarda 6zellikle protein fosforilasyonu serin (S), treonin (T)
ve tirozin (Y) amino asitleri lizerinden olmaktadir. Bu amino asitler {izerinden fosforile
olan proteinler hiicresel total proteinlerin %30’unu teskil etmektedir (Martin 2001).
Prokaryotlarda ise fosforilasyon Okaryatlardan farkli olarak histidin (H), lizin (K) ve arjin
(A) amino asitleri tizerinden olmaktadir (Cozzon. 1988; Stock ve dig. 1989). Proteinlerin
fosforilasyonu, kinaz enzimleri tarafindan gergeklestirilen fosfat grubunun eklendigi bir
reaksiyon (Ford ve dig. 2007) iken defosforilasyon fosfatazlar tarafindan gergeklestirilen
proteinlerden fosfat gruplarini uzaklastirildigi bir reaksiyondur. Kinazlar ve fosfatazlar
birbirlerinin fonksiyonlarinin tersini yaparak hiicresel olaylarda dengeleyici rol oynarlar.
Fosforilasyon ve defosforilasyon sonucu ¢ofu enzim ve reseptériin yapisinda
(konformasyon) degisim olur, bu degisimler enzim veya reseptdriin hiicresel fonksiyonunu
dolaysiyla hiicrenin kaderini etkilerler. insan genomunda simdiye kadar belirlenmis 518
protein kinaz (Manning ve dig. 2002) ve 150 protein fosfataz (Cohen. 2002) olup, bu
genlerin runleri sayesinde fosforilasyon-defosforilasyon islemleri diizenlenmektedir.
Proteinlerin fosforillenme seviyelerindeki degisimler ile proliferasyon, diferansiyasyon ve
apoptoz gibi pek ¢ok hucresel biyolojik sure¢ kontrol edilebilmektedir. Gergeklestirilen
ekspresyon c¢alismalar1 ile hangi protein ve yolaklarin fosforilasyon sonucunda aktive
olabilecegi ve hangi fosforile proteinlerin potansiyel olarak yeni ilaglar acisindan hedef
olarak kullanilabilecegi anlasilabilmektedir (Lim 2005). Kompleks hastaliklar birden fazla
genden ve dolayisiyla da proteinlerden kaynaklanmaktadir. Kompleks hastaliklarin birden
fazla proteinin farkli seviyelerdeki fosforilasyon diizeylerinden etkilenmesi bu hastaliklarin
gelisimini ve siddetini etkileyen ¢ok c¢esitli biyolojik siireglerin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (Liu 2013).



Fosfoproteomiks deneylerinde ortaya g¢ikan fosforilasyon bagimli sinyal iletisim
aglarinin, ¢esitli  hastaliklarla iligkili olmasi fosforilasyonun hiicresel Onemini
arttirmaktadir. Bu nedenle stabil fosfat degisimlerinin tanimlanmasinin, hastaliklarin erken
teshisi ve etkili tedavisi i¢in dnemli oldugu diisiiniilmektedir (iliuk ve dig. 2013). ilaglar ile
ilgili genom analizlerine bakildiginda kinazlarin tiim olast ilag hedeflerinin yaklagik
%20’sini kapsadigi one siiriilmiiktedir (Hopkins ve dig. 2002; Russ ve dig. 2005). Aslinda
bazi kinaz inhibitorleri kanser tedavisinde yararh ilaglar olarak kabul edilse de; bir takim
serin/treonin kinazlar ve tirozin kinazlar da (TK) riskli hedef olarak gosterilmektedir (Hsu
ve dig. 2011; Klammer ve dig. 2012). Bunun ic¢in de hastalik veya ila¢ uygulamasi
tizerindeki ilk yaklasim, kinaz aktivitesinin dinamikligini izlemektir (Lapenna ve dig.
2009; Solit ve dig. 2010). Fosfoproteomiksin fosfoproteinlerin tipleri ve sayilar ile ilgili
bilgileri arttirabilmesinin yani sira fosfoproteom g¢aligmalarinin en biiyiikk amact; sinyal

yolaklarina dayali tiim fosforilasyon analizlerinin hizli bir sekilde yapilabilmesidir.

1.3. Parkinson Hastahgi

Parkinson Hastalig1 (PH) ilk kez 1817 yilinda James Parkinson’un yazdig1 ‘An assay
on the Shaking Plasy’ adli makalesinde tanimlanmistir (Wirdefeldt ve dig. 2011).
Hastaliga, onu tanimlayan J. Parkinson’un ismi verilmistir (McCall 2009). PH titremeli
felg olarak adlandirilmis ve duyu ile idrak kabiliyetlerinde hasar goriilmedigi halde, kas
giicliniin azalmasi, viicudun hareket halinde olamayan kisimlarinda meydana gelen
istemsiz titreme, govdenin 6ne dogru biikiilmesi ve kisa siirede yiiriiylis hizindaki artig
PH nin belirleyici semptomlaridir. Hastaligin dogal seyri siirecinde olusan diger 6nemli
semptomlar; ayakta durma dengesinin bozulmasi (postural instabilite), hareketin olmayisi
(akinesia), hareketlerde yavaslama (brady kinesia), kas sertligi (rigidite) ve istirahat
tremorudur. Parkinson hastaligi, Alzehimer hastaligindan sonra en sik gorilen ikinci en
yaygin norodejeneratif hastaliktir (Goetz 2011). Diinyada 10 milyon insan bu hastalikla
miicadele etmekte ve her yil binlerce insan bu hastaliga yakalanmaktadir. (Delenclos ve
dig. 2016). PH genellikle 50-60 yaslarinda baslayan yavas seyirli, kronik bir hastaliktir.
Hastalik kendisini 20 yasindan Once gosterirse “Primer juvenil parkinsonizm”, 20-40

yaslar1 arasinda baslarsa geng baslangich (early onset) parkinsonizm olarak adlandirilir.
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Goriilme sikligr kadinlara oranla erkeklerde (E/K: 3/2) biraz daha fazladir (Rijk ve dig.
2000; Foltynie ve dig. 2004; Poorkaj ve dig. 2004).

PH’nin belirtileri; Motor Belirtiler, Non-motor Belirtiler ve Karisik Motor/Non-
motor Belirtiler olmak tizere {i¢ ana kategoride siniflandirilabilmektedir (Dewey 2000;
Dewey 2003; Naidu ve dig. 2008; Rana ve dig. 2001; Kalia ve dig. 2015) (Cizelge 1.3).
Onceleri PH’1 motor sistem hastalig1 olarak bilinse de, son dénemlerde PH motor ve
nonmotor paterni ile ¢gok daha kompleks bir sendrom olarak kabul edilmistir. PH nin bu
kadar zengin ve degisik semptomlar gostermesi, hastaligin erken doéneminde tani ve

tedavisinin gecikmesine neden olmaktadir (Rinne 1989).

Cizelge 1.1 Parkinson hastaliginin motor olan ve motor olmayan klinik belirtileri.

Parkinson Hastahgmin Klinik Belirtilerleri

h 4

Motor Belirtiler

Non-Motor Belirtiler

Karigik Motor ve Non-
Motor Belirtilerler

A 4

A 4

A 4

Tremor- Istirahat halinde el ve
ayakta titreme.

Bradikinezi- Hareketlerin
yavaslamasi.

Rijidite - Kaslarmn istemsiz
kasilmast ve sertligi.

Postural instabilite -Hafif
kamburumsu durus ile 6ne
dogru kii¢iik adunlarla
yurayus.

Hipomimia - Mimik ve ifade
bozuklugu.

Dysarthria -Konusma
bozuklugu.

Hiperhidrozis — Asir1
terleme
Apaty — Duyusal isteklerin
degisimi
Uyku bozukluklar

Sereboik Dermatit- Kuru cilt
ve kepeklenme.

Otonom islev bozuklugu-
Bradikardi, aritmi, kabizlik,
idrar yapma kusurlari.
Biligsel degisiklikler- Kisilik
degisikligi,
psikoz/haliisinasyon

Konusmave yutma

sorunlari.

Sivalore- Tiikriik
salgisinin yutma
sikhigindaki azalmaya
bagh olarak ag1z
kenarmdan disariya
akmasl.




1.3.1. Parkinson Hastaliginin Patolojisi

PH’ nin patalojisi 6zellikle ‘beyin sap1’ beyinin alt kisminda bulunan substansiya
nigra pars kompartmanindaki (SNpC) noronlarin kaybi olarak kendini gostermektedir
(Cookson 2005) (Cizim 1.3). Memeli beyinlerinde ‘nérotransmiter’ olarak kullanilan
dopamini (DO) 1950 yilinda Arvid Carlson bulmustur (Carlsson 1958). Arvid Carlson
beyindeki dopaminin %80'inin bazal gangilianin igerisinde bulundugunu gdstermistir.
Daha sonra, Oleh Horynekiewicz farkli hastalar ile PH beyinleri arasindaki dopaminin
farkin1 stratiumdan daha da ¢ok putamende bulmustur. 1960°da Ehringer ve Hornykiewicz
SN’daki noron kaybinin ve dopamin eksikliginin PH olusumundaki etkisinin farkina
varmiglardir (Polymeropoulos ve dig. 1997). Ayni yilda da PH’na karsi tedavide dopamin
onclsu olan ‘levo-dopa’ (L-3,4-dihyroxyphenylalanine) kullanilmaya baslanilmistir. PH
tedavisinde kullanilan ilaglar bugiline kadar dopaminerjik noéron dejenerasyonunu
engelleme ya da yavaglatma yoOniinde etkili olamayip, yalnizca semptomlari
hafifletmektedir (Vidailhet ve dig. 1999). PH’na neden olan mutasyonlardan farkedilen ve
ilk kesfedilen gen olan SNCA (Alfa-sinuklein geni, Alpha-synuclein), birgok arastirmaci
tarafindan hastaligin etiyolojisinde en Onemli unsur olarak kabul edilen a-siniiklein
proteinini kodlayan gendir. SNCA genindeki Ala53Thr mutasyonunun kalitimsal PH’na
sebep oldugu bilinmektedir (Polymeropoulos ve dig. 1997). Bugiine kadar kalitimsal
formda PH’na sebep olan 18 bdlge belirlenmistir (Kumar ve dig. 2011).

PH’nin patolojik olarak tanisi otopsi sonrasi alinan beyin dokularindaki hiicre
6lumiunden kaynakli depigmantasyon ve Lewy cisimcikleri (LC)’nin bulunmasi ile
yapilmaktadir. LC’leri ilk olarak Heinrich Lewy tarafindan 1929°da substantia inomminata
noronlarinda rapor edilmistir. Daha sonra Treiakov tarafindan SNpC noronlarinda ¢okelti
olusumlart tanimlanarak LC adi verilmistir. LC, alfa-siniiklein (a-SYN) ve ubikuitin
pozitif protein ve lipid ¢okeltileri olarak tanimlanan intrasitoplazmik ¢okeltilerdir (Elibol
2008; Engelender 2008). LC yapisinda a-SYN, ubikuitin ve simdiye kadar belirlenmis
yaklasik 80 protein bilinmektedir (Licker ve dig. 2009). LC’nin en 6nemli komponentinin
a-SYN oldugu bilinmesine ragmen, agregasyonun molekiiler mekanizmasi, biyolojik rolii
ve PH patolojisine etkisi halen belirsizdir. LC’leri SNpC’daki néronlarin sitoplazmalarinda

oldugu gibi korteksteki non-dopaminerjik néronlarda da bulunabilen, merkezi bir ¢ekirdek
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ve bir merkezden yayilan filamentlerden olusan yuvarlak proteinéz yapilardir. Normal bir
kisinin orta beyni ile PH'1 olan bir hastanin orta beyni karsilastirildiginda; PH inin
Substantia Nigra'sinda azalmig pigmentasyon gorulmektedir. Gozlenen belirgin
depigmentasyon solukluk, SNpC'daki noromelanin igeren kompaktasindaki néromelanin
iceren dopaminerjik noronlarin kaybindan kaynaklanmaktadir (Joseph ve dig. 2015)
(Cizim 1.3).

Substantia nigra

Orta beyinden
kesilmis Substantia
~ nigra'nin bir
 kisminin goriintiisii

Parkinson hastaliginda
goriilen substantia
nigraninin azalmasi

Cizim 1.3. Substantia nigra’nin saglikli ve Parkinson hastasi olan bireyler arasinda

Karsilastirilmasi (Joseph ve dig. 2015).

Dopamin, DOPA'nin dekarboksilasyonu yoluyla beynin en iist lobundaki SNpC’de
ve adrenal bezlerde (retilen, katekolamin ailesinin elektroaktif bir nérotransmitteridir.
Beyindeki sinir hiicrelerinde sinyal taginmasindan sorumludur. Dopamin az sayida hiicre
tarafindan iiretilmektedir. Bu hiicrelere 6rnek olarak uyarildiklarinda dopamin salinimi
yapan domaminerjik néronlar (DN) verilebilir (Sharma ve dig. 2005; Kalia ve dig. 2015).
Dopamin, striatuma etki ederek motor hareketlerin uyarilmasinda ve koordinasyonunda
rol oynar. PH’da ise SNpC’daki DA iireten noronlarin kayb1 sonucunda korteksin motor

hareketleri diizenleme kapasitesi azalmaktadir (Kidd 2000). Cizim 1.4’te gosterildigi gibi
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normal nigrostriatal yolagin hiicre govdeleri SNpC’de bulunan dopaminerjik ndronlari
icermektedir. Bu noronlarin uzantilart bazal gangliaya ulasarak, striatumda (putamen ve
kaudat) sinapslar olusturmaktadir. SNpC bdlgesinde bulunan dopaminerjik ndronlarda yani
putamen ve kaudatdaki néromelaninden kaynaklanan normal pigmentasyon gérilmektedir.
No6romelanin siyah kahve rengimsi bir pigmentdir (Fedorow ve dig. 2005). Fakat PH’da
ise; SNpC ile putamen (kesik ¢izgi) ve kaudat (inge ¢izgi) arasindaki nigrostriatal yolak
dejenere olmaktadir. Bdylelikle SNpC’deki dopaminerjik noronlarin  kaybindan
kaynaklanan pigment azalmasi goriilmiistiir (Dauer ve dig. 2003; Fahn ve dig. 2004).

Normal Parkinson hastalig1

N

Putamen
A

| y i
Nigrostriyatabe————» 3
yolak \

Cizim 1.4. Nigrostriyal yolagin hiicre gévdelerinin sematik goriintiisii (Dauer ve dig.
2003).

PH’da noronal hasarin yiiksek korteks yapilarina ulasmadan Once periferik
sinirlerden beyin sapina ve orta beyine yayilim gosteren ve artan bir diizende ortaya ¢iktigi
varsayllmisgtir. PH’nin patolojik olarak klasik tanisi; otopsi sonrast alinan beyin
dokularinda LC bulunmasidir. Her ne kadar LC’lerin igerigi kesin olarak bilinmese de, o-
sinuklein, genetik ve sporadik olarak PH’da mevcut olan LC’lerinin ana bilesenlerinden
biridir. PH’daki noéronal dejenerasyonun nedeni icinde o-SYN’in noronal birikimi
gosterilmektedir (Singleton ve dig. 2016). a-SYN, insan beyninde bol miktarda bulunan bir

proteindir. Kalp, kas ve diger dokularda daha kiigiik miktarlarda bulunmaktadir. Beyinde,
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esas olarak ndron aksonlarinda bulunarak presinaptik terminal yapilarin1 olugturmaktadir.
Bu yapilar da fosfolipid ve proteinlerle etkilesime girmektedirler. Presinaptik terminaller,
sinaptik vezikiillerden norotransmitterleri birakir ve nérotransmitterlerin salinimi néronlar
arasindaki sinyallesme ve normal beyin fonksiyonu i¢in dnemlidir (Xia ve dig. 2002). a-
SYN proteininin, Tirozin Hidroksilaz (TH), Dopamin Aktif Tasiyicis1 (DAT) ve Vezikiiler
Monoamin Tastyicist (VMAT?2) gibi sinir terminallerindeki dopamin igeriginden sorumlu
temel proteinlerle dogrudan etkileserek dopamin metabolizmasini  diizenledigi
bilinmektedir. Bundan dolay1; a-SYN patolojisi dopamin metabolizmasinin bozulmasi ile
iligkilidir ve ndron Olimiine sebep olmaktadir (Caviness ve dig. 2002). PH’nin bir
proteinopati hastaligi oldugu yani bir proteinin yanlis katlanmasi sonucunda olusan bir
hastalik oldugu bilinmektedir (Robinson.,2008). PH gibi diger nérodejeneratif hastaliklar
da proteinlerin yanlis katlanmast ya da ekstraseliiler olusum ile karakterize
edilebilmektedir (Kasap ve dig. 2017). a-SYN proteinini kodlayan SNCA geninin PH
tizerindeki etkisi tam olarak belli degildir. a-SYN’nin ¢oziinebilir agregatlarinin, PH’den
etkilenen noronlar ve LC’leri iizerinde toksik etkisinin olup olmadigi uzun zamandir
tartisma konusudur. Bu etkilerin iki sekilde olabilecegi diisiiniilmektedir: (1) LC’lerin
toksik agregat bi¢imleri tarafindan, (2) LC ve aksonlarinin direkt olarak ndronal hiicre
6lumine yol agmasina bagh olarak (Lill ve dig. 2011). Buna ek olarak Braak ve
arkadaglar1 tarafindan beyindeki a-SYN patolojisinin yayihm ile ilgili iki ana temel
hipotez ileri stiriilmistiir (Braak ve dig. 2003). Bunlardan daha eski olan1 “segici hassasiyet
hipotezi”; daha yeni olani ise “patojenik yayilmis hipotezi”dir. ilk hipoteze gére; a-SYN
ozellikle olumsuz bir etkiye duyarli néronlarin bir alt kiimesinde toplanarak, sonrasinda az
duyarli hiicre formlar1 olusturmaktadir. Bu modelde patolojinin komsu noéronlara
yayilmasina metabolik faktorler ya da cevreleyen patojenik siirecler aracilik etmektedir.
Buna karsin, patojen yayilim hipotezi, bir néronda Uretilen anormal a-SYN proteinleri ya
da agregatlarinin trans-sinaptik olarak komsu bir ndrona aktarilmasi sonucu “prion-protein-
benzeri” olarak tanimlanan bir bigimde baglanmis beyin bdlgelerine yayilim gosterdigini
varsaymaktadir (Brettschneider ve dig. 2015; Walsh ve dig. 2016). Katlanan veya asiri
uretilen a-SYN proteinleri agregat halinde kiimelenerek beynin belirli bolgelerinde néronal
fonksiyonlart bozabilmektedir. Kiimelenen a-SYN toksik seviyede birikip ndronlarin

Olmesine ve dopamin regilasyonunun bozulmasia sebep olabilmektedir (Spira ve dig.
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2001). Yanlis katlanan veya asir1 miktarda iretilen o-siniiklein, slipheli veya gereksiz
gordiigii proteinleri kaldirarak, dopamin tiireten ndron hiicrelerini birbirine yapistirip
onlarin islevlerini bozmaktadir. Sonug¢ta; PH’nin belirtileri ortaya ¢ikmaktadir. Noron
hiicrelerin kaybi, beyin ve kas arasindaki iletisimi zayiflatmaktadir. En sonunda, hareket
mekanizmasi kontrol edilemez hale gelmektedir (Saucedo-Cardenas ve dig. 1998). Yanlis
katlanmig a-SYN proteini, PH olan kisilerin beynindeki bazi néronlarda LC’lerinin 6nemli
bir bileseni olarak bulunmaktadir. LC’leri PH’da noronlarin 6liimiinde rol oynamaktadir
(Gwinn-Hardy ve dig. 2000; Lill ve dig. 2011). PH vakalarinin ¢ogunlugu idiyopatik
olmasma ragmen hastaligin kiigiik bir yiizdesi genetik olarak kalitsal mutasyonlarla ve
ailesellik ile iliskilidir (Dawson ve dig. 2003; Schapira 2008). PH’nin biiyiikk bir
cogunlugunu olusturan sporadik (kisiye 6zel) formu ise hem cevresel hem de genetik
faktorlerin etkilendigi diistiniilen kompleks bir hastaliktir (Gasser 2007). Diger bazi
norolojik hastaliklarda da PH hastaligina benzer semptomlarin ve LC’lerinin birikiminin
oldugu goriilmektedir (Lewy Body Dementia Association:
http://www.lewybodydementia.org/). Buna dayanarak yalniz LC’lerinin varliginin direkt
PH tanisinda kullanilmasi dogru degildir. Bu hastaligin belirtisini tek bir neden iizerinden
degerlendirmek yanlis olur; ¢linkii hastaligin belirtilerinin %70’den fazlasi, dopaminerjik
noronlarin 6liimii beyinde tamamlandiktan sonra hastaligin baslangicindan bir siire sonra

ortaya ¢ikmaktadir.

Cevresel faktor: PH’nin gelisimi tek bir faktdre bagl olarak ilerlememektedir. Premotor
semptomlar Uzerine yapilan arastirmalarin PH etiyolojisinin daha iyi anlasilmasina yol
acabilecegi goriilmiistiir. Premotor semptomlarin, PH’dan Once ara fenotipleri temsil
etmesi, PH gelisiminin erken evrelerinde genetigin ve ¢evrenin rollerini anlamamiza
yardimei olabilmektedir. Ornegin, ndrotoksikantlar veya viriisler, burun boslugundan veya
sindirim sisteminden viicuda girebilir (Hawkes ve dig. 2007) ve duyarl kisilerde, koku
alma ampulii veya enterik sinirlerde Lewy patolojisini baslatabilirler (Doty 2008; Hawkes
ve dig. 2009; Reichmann. 2011). Zamanla bu, hiposmi veya kabizlik gibi premotor
semptomlara yol acar ve sonunda PH ilerleyebilir. Bu nedenle, coklu premotor
semptomlarin varligr ile iligkili ¢evresel ve genetik faktorleri saptamak ve daha da
onemlisi, premotor semptomlarin klinik PH'nin ilerlemesini engelleyebilecek faktorleri

tanimlamak 6nemlidir (Cizim 1.5).
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Cizim 1.5. PH’nin premotor belirtileri ve risk faktorleri. Cevresel veya genetik faktorler,
noroinflamasyon gibi mekanizmalar yoluyla nérodejenerasyon baslatabilmektedir. Duyarl
kisilerde, bu ilk olarak PH klinik baslangicindan yillarca dnce premotor semptomlara
neden olabilmektedir. Eger bu norodejenerasyon etkili bir midahale olmadan devam
ederse, premotor semptomlar sonunda ag¢ik PH’na doniisebilir; Bununla birlikte, kahve
icmek gibi muidahalelerle, bu premotor ilerleme, geri dondurilemez hale gelmeden
durdurulabilir (Chen ve dig. 2013).

Bilim adamlar1 genellikle PH’nin genetik ve cevresel faktdrlerin kombinasyonu
sonucu ortaya ¢iktigin1 kabul etmektedirler. Genlerin ve cevresel faktorlerin iligkisinin
olduk¢a karmasik oldugu bilinmektedir. Pestisit, herbisit ve insektisitlerin (¢ogunlukla
toksinler) PH i¢in g¢evresel risk faktorleri oldugu bilinmektedir (Goldman 2013) (Cizim
1.6). Ornegin, sentetik olarak Uretilen ve pestisitlere yapisal olarak benzeyen 1-metil-4-
fenil 1,2,3,6 tetrahidropiridin (MPTP) bilesiginin bazi organik ¢oziiciilere maruz kalmasi
sonucu PH gelisebilecegi ve eroin bagimlilarinda parkinsonizme neden olan bir ajan
olabilecegi dogrulanmaktadir (Greggio ve dig. 2007). Fakat MPTP toksinine bagh
parkinsonizmin ¢arpict Ozelligi; daha yaygin santral sinir sistemi harabiyeti yapmasi
beklenirken, tamamen PH’nin anatomik ve klinik Ozelliklerini  gdstermesidir
(Przedborskive dig. 1998). PH’da risk faktorii olabilecegi diistiniilen diger faktorler;
ekzojen norotoksinler, karbonmonoksit, karbondisilfid, hidrojen sulfid, eser elementler,

siyanid, vernik incelticileri, organik solventler ve nitrik oksitlerdir (Adler ve dig. 2000).
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Cevreselrisk faktorleri Genetik risk faktorleri

Risk artis1 (TRO >1) Risk artisi (TRO >1)
Pestisit maruziyeti
Gecmis kafa yaralanmalar GBA (TRO>5) VPS13C
INPP5F DDRGK1
el yagam STK39 GPNMB
Beta- bloklayici kullanimi
LRRK2 CCDC62
Tarimsal alanda ¢alisma
Kuyu suyu kullanimi SIPA1L2 MIR4697
BST1 BCKDK-STX1B

RAB7L1-NUCKK1

Risk azalisi (TRO <1) Risk azaligi (TRO <1)

Tatdn Granleri kullanimi SNCA GCH1
Kahveigilmesi MAPT RIT2
NSAID kullanim TMEM175-GAK- FAM47E-SCARB2
Kalsiyum kanal bloklayicilari kullanimi DGKQ FGF20
Alkol tiketimi HLA-DQB1 SREBF1-RAI1
MCCC1
ACMSD-TMEM163

*TRO-Tahmini risk orani

Cizim 1.6. PHnin gelisimi i¢in risk faktorleri Epidemiyolojik arastirmalarin sonuglart,
PHmin gelisme riskini arttiran (TRO> 1) veya azaltan (TRO <I) ¢esitli ¢evresel ortama
maruz kalmalar1 ile ortaya ¢ikarmistir (solda). Genom c¢apinda iliskilendirme
caligmalarinin bulgulari, belirli genlerdeki polimorfizmlerin (sagda) Parkinson hastaliginin
gelisimi i¢in risk olusturan genetik risk faktorlerini tanimlamaktadir. En giicli genetik risk
faktori, 5’in tizerinde bir TRO ile iligkili olan B-glukoserebrosidaz'in Asn370Ser
mutasyonudur. Cevresel ve genetik risk faktorleri arasindaki karsilikli etkilesim {izerinde

calisilmaktadir (Kalia ve dig. 2015).

Genetik faktor: PH’larinin  %85’i sporadik olmakla birlikte, %15’1 ailesellik
gostermektedir ve bunun da %5’lik kism1 Mendel tipi kalitim gostermektedir (Cordato ve
dig. 2004). Cizelge 1.2°de bu giine kadar PH’da tanimlanmis en az 23 farkli genin hastalik
ile olan iliskisi gosterilmektedir (Polymeropoulos ve dig. 1997; Popescu ve dig. 2016).
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Cizelge 1.2. Parkinson hastaliginin genetiginde rol oynayan genler ve kromozomal

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

Lokus Kahtim | Gen Protein Tanmsi Kromo | Kaynak
Sekli Fonksiyonu zomal
bolge
PARK1 oD a-sindklein | Sinaptik Geng baglangigh | 4921- Polymeropou
Parkinsonizm g23 los ve dig.
1997
PARK?2 OR Park2 E3 Ligaz Geng baslangich | 6g25.2- | Kitada ve
Parkinsonizm q27 dig. 1998
PARK3 oD Bilinmiyor Geg baglangichi | 2p13 Gasser ve
Parkinsonizm dig. 1998
PARK4 oD Park4 Geng baslangich | 4p15 Liu ve dig.
Parkinsonizm 2002
PARKS5 oD UHCL Ubikuitin Geg baglangich | 4pl4 Liu ve dig.
hidrolaz/ligaz | Parkinsonizm 2002
PARK6 | OR PINK1 Protein Kinaz | Geng baslangicl | 1p35- Tang ve
Parkinsonizm p36 dig.,2006
PARKY OR DJ-1 Oksidatif Geng baglangicli | 1p36 Tang ve dig.
strese cevap Parkinsonizm 2006
PARKS oD LRRK?2 Protein Kinaz | Ge¢ baslangich | 12g12 Dachsel ve
Parkinsonizm dig. 2010
PARKY9 OR ATP13A2 | Hiicrelerarasi Kufor-Rakeb 1p36 Santoro  ve
katyon sendromu; dig. 2011
homestazin1 ve | Demansli atipik
néronlarin PH
biitiinliigiini
saglamak
PARK10 Gec baglangich | 1p32 Hicks ve dig.
Parkinsonizm 2002; Wan
ve dig. 2014
PARK11 | OD GIGYF2 Geng baglangigl | 2036- Giovannone
Parkinsonizm q37 ve dig. 2003;
Lautier ve
dig. 2008
PARK12 | Risk Geg baglangigh | Xg21- Pankratz ve
Faktor Parkinsonizm 925 dig. 2003
PARK13 | OD OMI/HTR | PINK1/Parkin | Ge¢ baslangigh | 2p13 Whitworth
A2 Parkinsonizm ve dig.
2008;Yun ve
dig. 2008
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PARK14 | OR PLA2G6 Ge¢ Dbaglangich | 22913.1 | Paisan-Ruiz
Distoni ve dig. 2009
Parkinsonizm
PARK15 | OR FBXO07 UPS yolag Geg baglangich | 22912- | Panagariya
Parkinsonizm g13 ve dig. 2007;
Pramidal Ho ve dig.
Sindromu 2008
PARK16 | Risk RAB7L1 Geg baslangigh | 1932 Pihlstrom ve
Faktor Parkinsonizm dig. 2015
PARK17 | OD VPS35 Geg baglangich | 16911.2 | Wang ve dig.
Parkinsonizm 2016
PARK18 | OD EIF4G1 Geg¢ baglangich | 3927.1 Nuytemans
Parkinsonizm ve dig. 2013
PARK19 | OR DNAJC6 Geng baslangich | 1p31.3 Edvardson ve
Parkinsonizm dig. 2012
PARK20 | OR SNYJ1 Gec baslangich | 21922.1 | Chen ve dig.
Parkinsonizm 1 2015
PARK21 | OD DNAJC13 Ge¢ Dbaslangich | 3g22.1 | Vilarino-
Parkinsonizm Guell ve dig.
2014
PARK22 | OD CHCHD2 7p1l.2 Qingsong Hu
ve dig. 2016
PARK23 | OR VPS13C Geng 15922.2 | Lesage  ve
basglangich dig. 2016

Parkinsonizm
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1.3.2. Parkinson Hastahgr’min Tedavisinde Kullanilan flaclar ve Yontemler

Farmakoloji sayesinde PH'daki ilerleyici nérodejenerasyonu durdurulamamasi, derin
beyin stimilasyonu (Deep Brain Stimulation. DBS), norotrofik faktor esaslh terapiler, gen
terapisi, fetal orta beyin transplantasyonu ve kok hiicreye dayali tedavi gibi alternatif
terapotik yaklasimlarin gelismesine neden olmustur. Derin beyin stimulasyonu hastaligin
ileri evrelerinde kullanilamamaktadir. Genellikle beyin hizi diizenleyicisinin subtalamik
cekirdegi veya globus pallidus pars interna'ya (bazal ganglia) cerrahi olarak
implantasyonunu icermektedir. Hiz ayarlayic1 yiiksek frekansli elektriksel darbeler
gondererek PH semptomlarinin hafifleterek bu anti PH ilaglarinin dozunun azaltilmasina
yardime1 olmaktadir. Ilag tedavisi artik etkili ve yan etkileri gérilmeye basladig: ileri
vakalarda derin beyin stimulasyon yontemi uygulanilir. (Marras ve dig. 2008). Parkinson
tedavisinde kullanilan ilaclardan biri olan dopamin 6nclsu levo-dopa, 6zellikle erken
evrelerde kullanildiginda PH tedavisinde oldukca etkili bir ilagtir. Sistemik dolasimi beyin
hlcre dis1 stvisindan ayiran ve PH’ larmin striatumundaki dopamin diizeylerini eski haline
getiren kan-beyin bariyerini gecmektedir. Bununla birlikte, levo-dopa periferik sinir
sistemi tarafindan metabolize olmaktadir bu da diskinezi, ilag kaynakli yararin daha kisa
siirmesi (yipranma) ve uzun siireli levo-dopa ile iliskili on-off pulsatil yanit dalgalanmalar1
gibi sikint1 yaratan yan etkilere neden olmaktadir (Olanow ve dig. 2006; Bronstein ve dig.
2011). Dopamin prekirsori levo-dopa gibi dopamin replasman tedavileri tipik olarak
semptomlarin hafifletilmesinde rol oynasa da, hastalik ilerledik¢e potansiyellerini
kaybetmektedir (Kasap ve dig. 2011; Abeliovich ve dig. 2016). Bugiine kadar semptomatik
tedaviler yapilsa da, hastalifin tamamint ortadan kaldirabilecek bir tedavi

bulunmamaktadir.

1.3.3. Parkinson Hastahg ile ilgili Calismalarda Kullanilan in vitro Model Hiicre
Hatlan

PH’1 kompleks ve multifaktoriyel dogasini taklit etmeye calisan gesitli in vitro

modeller (Hiicre hatlari, Primer Hiicre Kiiltiirleri ya da Lezyon Modelleri gibi)
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bulunmaktadir. Bu modeller sayesinde, PH’nin patojenik mekanizmasi ve bu mekanizma

ile ilgili gen/proteinler belirlenmeye ¢alisilmaktadir:

Primer Tirozin Hidroksilaz Noronlar (Primary TH neurons).
Primer Kortikal ve Hipokampal N6ronlar (Primary cortical and hippocampal neurons).
Primer insan Fibroblastlari (Primary human fibroblasts).

SH-SYSY Hiicre Hatt1 (SH-SY5Y Cell Line).

Norodejenerasyon ¢alismalari  igin  hicresel modeller icerisinde Oncelikle
katekolaminerjik insan noéroblastoma hiicre hatti (SH-SY5Y) tercih edilmektedir. SH-
SY5Y hucreleri SK-N-SH hucrelerinin Gglincu alt klonudur ve simpatik adrenerjik ganglia
orijinli néroblastoma metastazi olan hastanin kemik iligi biyopsisinden elde edilmistir
(Biedler ve dig. 1973). Bu hucreler tirozin ve dopamin-B-hidroksilaz eksprese
edebildiklerinden dolayr dopamin (DA) ve norepinefrin (NA) sentezleyebilmektedirler
(Oyarce ve dig. 1991). Ayrica DA homoestazin1 diizenleyen ve sadece dopaminerjik
ndronlarda sentezlenen dopamintransporter (DAT) ve DA reseptorlerini ifade etmektedir
ve bu hiicrelerde DA saklama vezikdlii 6zelligi bulunmaktadir. Bu 6zelliklerinden dolayi
SH-SY5Y hiicre hattinda, hiicreler aras1 ortama dopamin eklenmesiyle sitoplazmik DA

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

Laboratuvarimizda daha Once yapilan galigmalarda transfeksiyon ile SH-SY5Y
Mutant ve Yabani Tip (WT) stabil hiicre hatlar1 olusturulmus ve erken baslayan PH’na
sebep olabilen Parkin proteinine ait iki mutasyonun (Q311R ve A371T) ndroblastoma
hiicre proteomu iizerindeki etkisi arastirnlmistir (Ozgiil ve dig. 2013). Mutantlardan biri
olan Q311R Parkin’in RING1 domaininde; A371T ise IBR domaininde yerlesmektedir.
RING1 bolgesindeki Parkin mutasyonlar1 E2 baglanma aktivitesini ve IBR bolgesindeki
Parkin mutasyonlari ise proteinin yapisal biitlinliigiinii ve stabilitesini bozabilmektedir. Bu
nedenle, bu mutasyonlarin Parkin proteini ve Parkin ifade eden hiicreler tizerindeki etkileri
aragtirtlmistir (Riley ve dig. 2013). Mutasyonlar ve hastalik arasinda bir baglanti
kurulmaya ¢alisilmistir. Calismalar sirasinda elde edilen verileri karsilastirabilmek igin WT
Parkin proteini kontrol olarak kullanilmistir. Bulgular mutant Parkin proteininin E3

ubikuitin ligaz aktivitesini kaybetmeden yabani tip Parkin proteinine gdre hicrenin
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nikleusunda daha fazla konumlandigini, hiicre igerisinde pargalanmadan daha uzun siire
kaldigini, hiicre tarafindan farkli sekilde translasyon sonrasi degisimlere tabi tutuldugunu
ve hiicre proteomunu farkli sekilde etkiledigi goriilmiistiir. Ozellikle mutant Parkin protein
ekspresyonunun hiicreyi strese sokarak saperon protein sentezini arttirmasi, bulunan
ekspresyonu degismis bazi proteinlerin PH ile iliskisinin bilinmis olmasi ile dogrulanmistir
(Ozgiil ve dig. 2013). Deneylerimizde laboratuvarimizda daha 6nce iiretilmis olan yukarida
bahsedilen WT ve mutant SH-SY5Y hiicre hatlar1 kullanilmastir.

1.4. PARK 2 Geni ve Parkin Proteini

Kromozomun 6q 25-27 bolgesinde bulunan PARK2 lokusu ilk defa Japon bir ailede
bulunmustur. Erken baslayan otozomal ressesif “Juvenil Parkinsonizm” (ARJP) olarak da
tanimlanmistir (Kitada ve dig. 1998). 1998’den beri PARK?2 geni ile alakali bir ¢ok
mutasyon bulunarak, bu mutasyonlarin parkinsonizmle iliskili olabilecegi ileri stiriilmiistiir
(Kasap ve dig. 2009; Walden H ve Mugit 2017). PARK2 geni insanda en buyiik 2 genden
biri olmakla beraber, 12 ekzondan olusmus ve biiyiikligii 1.4 Mbg’dir. Kodladigi Parkin
proteini ise E3 ubikitin ligaz aktivitesine sahiptir. Parkin proteinin ¢ogunlugu sitozolde, bir
kismi1 ER’da (Endoplazmik Retiklum), mitokondride ve cekirdekte lokalize olmaktadir.
Parkin, hedefi olan proteinlere ubikuitin ekleyerek onlar1 pargalanmak Uzere proteozoma
gondermektedir (Belin ve Westerlund 2008; Farrer ve dig. 2001). Parkin proteini 465
amino asit uzunlugunda, 52kD biiyiikliigiindedir. N-terminalinde ubikuitine benzer bir
domain (UBL), C-terminalinde “Ring finger” (RBR)(RING1-IBR-RING2) motifi igeren
domain ve bunlarin arasinda da iki bolgeyi birbirine baglayan ara segment bulunmaktadir
(Shimura ve dig. 2000). N-terminali iki ¢inko iyonunu baglar ve gapraz baglantili RBR
icine katlanir, C-terminali ise tek ¢inko iyonu icermektedir (Eisenhaber ve dig. 2007). N-
terminalinde bulunan UBL bdlgesi (1-76 amino asit arasi) ubikuitin ile amino asit
seviyesinde % 62 oraninda benzerlik gostermektedir (Kitada ve dig. 1998). Ayrica UBL
bolgesi Parkin ekspresyonun kontroliinde (Finney ve dig. 2003), substrat tanima (Shimura
ve dig. 2000) ve 26S proteazom alt tnitesi olan Rpn10 ile etkilesim agisindan da 6nemlidir
(Sakatave dig. 2003). UBL ve RINGO domainleri Parkin geninin aktivitesinden ziyade
aktivitenin dizenlenmesi igin gereklidir. Cinko kiskaghi RINGO domaini RBR

domainlerinin i¢ kismina bagli segmentinde yan-yana (N-terminalinde) bulunmaktadir.
18


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walden%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28408429
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muqit%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28408429

Parkin baskilayic1 elementi (REP); IBR ve RING2 domainleri arasinda bulunmaktadir
(Cizim 1.7). Parkin-aracilig1 ile ger¢eklesen ubikitinlenmede E2 enzimleri ilk 6nce RING1
domainine yonlendirirler ve tasidiklar: yiikli ubikitinlenme son olarak substratin birincil
amino grubuna izo-peptid bagi olusumu araciligi ile transfer edilmeden once RING2
domaininde katalitik sisteine (C431) transfer olurlar. RINGO inhibe olmus Parkinin kendi
icinde katlanmasi sonucunda RING1 ve RING2 arasma gelir ve RINGI aktivitesini
inhibe eder (Cheng-Wu Zhang ve dig. 2016). Aymi zamanda, kapatilmis konformasyon
ayrica putativ E2 baglari REP gelismesini saglayip promotorunu benimser, E2 bdylece
RING1’in isini engeller (Trempe ve dig. 2013; Wauer ve Komander 2013 ). PINK1,
Parkinin UBL domaininindeki Serine65 (S65) Uzerinden fosforile olmasini saglar.
Ubikuitin  fosforillenmesi ile RING1’in birlikte goérev almasi, UBL’nin RINGI1
domaininden uzaklagmasi ve Parkinin yapisinin yeniden diizenlenmesi saglanilarak Parkin
aktivasyonu gergeklestirilir (Cheng-Wu Zhang ve dig. 2016). Yapilan diger ¢alismalarda
Parkin aktivasyonunun iki basamakli bir siire¢ oldugu yani UBL domaninin serin 65 (S65)
bolgesinden fosforillenmesi (Matsuda ve dig. 2010; Kondapalli ve dig. 2012; Shiba-
Fukushima ve dig. 2012) ve aymi tarafta ubikuitin fosforillenmesi (Kane ve dig. 2014,
Koyano ve dig. 2014) gerceklestigi bilinmektedir. Ilgingtir ki; fosforillenmis Parkin Ubl
domaini RING1’den kopmaya meyilli iken; fosforillenmis ubikuitinin ise RING1’e olan
meyili artmaktadir. Bu yiizden de Ubl ve ubikuitinin benzer isaretli dizileri paylasmalarina
ragmen, RINGI ile aralarindaki iletisim Parkin’in fosforillenmesi ile zit olarak
diizenlenmektedir. Ubl’nin RING1’ den (S65 fosforillenmesini takiben) ayrilmasi ve
RINGI1’den histidin (H302) kalintisinin ayrilarak fosforillenmis ubikuitine baglanmasi
sonucu, Ubl domaininin yapisinda konformasyonal degisiklige yol acarak Parkin inhibe
olmus halinden uzaklagtirir (Cizim 1.7) (Cheng-Wu Zhang ve dig. 2016). Parkin’in
hiicrede bir ¢ok substrati tanimlanmig olup, bunlarin olas1 patojenik  etkileri

arastirilmaktadir.
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Cizim 1.7. Parkin proteininin mutasyona ugramis bolgeleri ve yapisal dizenlenmesi
(Cheng-Wu Zhang ve dig. 2016).

1.5. Post-Translasyonal Modifikasyonlar

Proteinlerin bir ¢cogunun yapisal ve islevsel 6zelliklerinin tamamlanabilmesi igin
translasyonlar1 sonrasinda bazi modifikasyonlara ugradiklari bilinmektedir. Hucreler bu
mekanizmay1 kullanarak igsel ve digsal faktorlere karsi protein ekspresyonu seviyesini
diizenlemek yerine bazi proteinleri translasyon sonrasi modifikasyon (PTM) ile modifiye
ederek cevap vermektedirler (Ozgiil 2012). PTM’ler, proteinlerin amino asit rezidiilerine
kovalent olarak baglanarak ilgili proteinlerin konformasyonlarinin, aktivitelerinin ve
etkilesime girecegi diger protein partnerleri ile olan iligkilerini degistiren biyokimyasal
modifikasyonlardir (Walsh 2006). Modifikasyon i¢in kullanilan molekiiller, protein
uzerindeki belirli amino asitlere modifikasyona bagli olarak degisen enzimler araciligr ile
baglanmaktadir (Blom ve ark. 2004). Bu tip modifikasyonlara 6rnek olarak; fosfat ve metil
gibi kiiclik molekiillerin ya da karbonhidrat ve lipid gibi biiyiik ve karmasik molekiillerin
baglanmas1 verilebilmektedir. PTM’lar1 gergeklestiren enzimlerin sayist  binleri
bulmaktadir (Yalgin 2012 ve Hunter 2007). Asagida proteinlere fonksiyon

kazandirilmasinda ve gen ekspresyonunun cesitlenmesinde rol oynayan, Okaryotik
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hiicrelerde sik karsilasilan ve nispeten daha detayli ¢aligilan farkli formlardaki PTM lerden

bahsedilmis ve bu tezin konusu olan fosforilasyon tizerinde durulmustur.

Fosforilasyon; sinyal iletisiminde kullanilan proteinlerin regiilasyonunu ve organizmanin
bltun yolaklarini etkilemektedir (Yalgin 2012). En yaygin goriilen geri donlistimlii PTM,
fosforilasyondur (Johnson ve dig. 1993). Genomik dizilemeler sonucunda tiim okaryotik
genlerin %4’ liniin, fosforilasyonu katalizleyen kinazlar1 kodladig1 gosterilmistir ( Lopez ve
dig. 2012). Eksprese edilen tiim 6karyotik proteinlerin yaklasik 1/3°Untin belirli noktalarda
fosforilasyona ugradigt ve protein fosforilasyonunun ubikitinlenmede rol oynadigi
belirtilmistir (Hubbard ve dig. 1993). Fosforilasyon bir¢cok hicresel olayda
(metobalizmada, hemostazda, transkripsiyonel ve translasyonel modifikasyonlarda,
proteinlerin degredasyonunda, hiicre sinyalinde ve haberlesmesinde, farklilagsmasinda ve
hiicrenin hayatta kalmasinda) rol oynamaktadir (Lopez ve dig. 2012; Hubbard ve dig.
1993). Memeli hcrelerindeki proteinlerin  %30’u  kinaz enzimleri tarafindan
fosforillenmektedir (Jacob ve dig. 2011).

Asetilasyon; bir proteine asetil grubunun (CH3CO) baglanmasidir. Proteinler enzimli
islemlerde ve enzimsiz islemlerde de asetillenebilmektedirler (Tom 2010). Hiicre
biyolojisinde asetilasyon proteinlerin modifikasyonunda ¢ok Onemlidir ve proteomiks
calismalarda memeli proteinlerinde 1000°den fazla asetillenmis protein tanimlanmaktadir
(Choudhary ve dig. 2009; Fritz ve dig. 2012; Tom 2010) Asetilasyon; hem translasyon
sirasinda hem de PTM olarak yani translasyon sonrasinda meydana gelebilmektedir.
Asetilasyona ugrayan proteinlere 6rnek olarak; Histonlar, p53 ve Tubilin verilebilmektedir
(Zhao ve dig. 2010). Histonlarin asetilasyonu, gen transkripsiyonunu ve DNA
replikasyonunu etkilemektedir. Cekirdek histonlarin (6rn; H3) N-ucu kuyruklarinda Lizin
birimlerinin yan zincirlerine asetil gruplarinin eklenmesi, Histon molekiillerinin DNA ile
etkilesimini zayiflatarak gen transkripsiyonunu ve replikasyonunu aktife etmektedir
(Lodish ve dig.2008).

Metilasyon; proteinlerin metil transferaz enzimleri tarafindan Arjinin ve Lizin amino
asitleri Gzerinden metillenmesidir (Walsh 2006). Metilasyonun, proteinin aktivitesini ve

yapisint etkiledigi bilinmektedir (Rattan ve dig. 1992). Histon gibi DNA ya baglanan
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proteinlerin metilasyonu iyi bilinmektedir. Histon kuyruklarinda Lizin 9 da metillenme gen

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

Glikozilasyon’a ugrayan proteinlerin ¢ogunlugu endoplazmik retikulum’da (ER)
sentezlenmektedir. Glikozilasyon sayesinde proteinlerin ER’da katlanip ii¢ boyutlu
yapisin1 kazanmalari, proteinlerin gerekli hiicre i¢i kompartmanlara tasinmalari ve
hiicrelerin  birbirleri ile etkilesiminde taninma noktalar1 olarak gOrev almalari

saglanmaktadir (Cooper 2000).

Ubikitinlenme; 76 amino asitten olusan ubikuitin adi verilen proteininin hedef proteine
kovalent olarak baglanmasi ile gergeklesmektedir (Fuchs ve dig. 2006). Hedef proteine
Lizin amino asidi aracilig ile baglanan kiiciik bir protein olarak enzimatik {i¢ asamali bir
reaksiyonun olusumuna neden olmaktadir. Bu reaksiyonlar; El1, E2, E3 enzimleri
tarafindan gergeklestirilmektedir ve neticesinde proteinler proteosom yolagina girerek

degrade olmaktadirlar (Hershko ve dig. 1998).

1.6. Protein Fosforilasyonu ve Ubikitinlenme

Fosforilasyon; proteine veya baska bir organik molekiile fosfat grupunun (PO4)
eklenmesi ile meydana gelmektedir. (Humphrey ve dig. 2015; Korkuc ve dig. 2016).
Fosforilasyon proteinlerin termodinamik ve kinetik olarak yapisini etkilemektedir. Bir
fosforil grubunun eklenmesi, proteine iki negatif yik ilave ederek proteinin katalitik
aktivitesini ve substrat baglanma etkisini degistirebilmektedir (Lopez ve dig. 2012).
Fosforilasyon ile bircok proteinin fonksiyonu ve aktivitesi; enzimler sayesinde kontrol
edilebilmektedir. Tipk: bir ‘molekiiler anahtar’ gorevi gérmektedir. Protein fosforilasyonu
ozellikle hiicresel olaylarda Onemli roller oynamaktadir. Diger bir taraftan da,
fosforillenmis ‘doniisiimlii-reversible’ olan proteinler; hem prokaryotik hem de dkaryotik
organizmalarin 6nemli bir diizenleyici mekanizmasi olarak gorev almaktadir (Levene ve
dig. 1906; Lipmann ve dig. 1932; Burnett ve dig. 1954; Cozzone. 1988; Stock ve dig.
1989; Chang. 1998; Barford ve dig. 1998). Protein fosforilasyonunun temel anlami;
hiicresel proteinlerin bulunduklar1 bir halden diger baska bir hale gecerek aktivitesini
degistirmektir. Dolayisiyla; protein fosforilasyonu biyolojik sistemlerin bir¢ok sinyal

iletisim yolaklar1 icin mevcut ‘molekiiler anahtar’ gibi nitelendirilmektedir.
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Insan genomunda bulunan genlerin yaklasik %20’si sinyal iletiminde gérev alan
proteinleri kodlamaktadir (Van 2003). Bu proteinler arasinda hiicre membraninda yerlesen
reseptorler, G-proteinler ve sinyal ileten enzimler bulunmaktadir. Tirozin kinazlar (TK),
adenozin trifosfat (ATP) yapisinda bulunan fosfat atomunun polipeptitlerdeki tirozin
rezidilerine transfer edilmesinde rol oynamaktadir. insanda en az 90 TK ve 43 TK benzeri
gen bulunmaktadir. Bunlar hiicresel proliferasyon, diferansiyasyon, hiicrenin canliligi ve
hicre hareketliligi gibi 6nemli diizenleyici fonksiyonlarda rol almaktadir. Membranda
bulunan proteinlere reseptor tirozin kinazlar (RTK) denilmektedir. Reseptor yapisindaki
TK’lar ekstraseliiler alana ligandin baglanmasi ile aktive olmaktadir. Sonugta reseptor
oligomerleri olusur, sitoplazmik membrana bitisik olan bolgenin inhibitor etkinligini
ortadan kaldirarak ve kinaz aktivasyon bdlgesindeki regilator tirozin molekilunin
otofosforilasyonu gergeklestirir. Bu degisiklikler neticesinde kritik amino asit reziddlerinin
yeniden dilizenlenmesi gercekleserek artmig katalitik aktivite meydana gelir ve
otofosforilasyon sonucu sinyal proteinlerini hiicre membranina toplayarak coklu sinyal
yolaklarin1 aktive ederek sinyal proteinleri i¢in baglanma bolgeleri olusturmaktadir

(Schlessinger 2000) (Cizim 1.8).

|

1.Sinyal dimeri baglanir

Reseptor tirozin kinaz ’

Ekstraseliiler Matriks

Texte

Sitozol

7

Tirozin Kinaz Alans

INAKTIF — N AKTIF AKTIF
2 Kinaz aktivitesi oy A A
stimule ediir 3. Dnyllllcrln 4. !Iucrc quupm(unlnrm fosfo-tirozine
fosforillenmesi baglanma bolgeleri

Cizim 1.8. Reseptor tirozin kinaz aktivasyonu.
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Serin fosforilasyonu en sik goriilen fosforilasyon 6rnegidir, bunu da treonin amino asidi

izlemektedir. Tirozin fosforilasyonuna daha nadir rastlanilmaktadir (Cizim 1.9).

il
O=p—o0"
OH o]
I ATP ADP + Pj I
CHg \ A GH2
—N—C—G— —N—C—C—

H H O
/ serine

| [ il
H H o

phosphoserine

serine/threonine Icl'"
protein kinases o—P—0O-
CHg CIJ
| ATP ADP + Pj
\ HC—OH H(::— CHg
e —_ —_ _
DR 5§
H H M M
threonine phosphothreonine
o
Il
Cl‘—l|=— o-
tyrosine OH ) o
protein kinases i ATP ADF + Pj
cle CHo
—MN—Cc—C— _ N——C—
| ] ! ) i I
H H (o] H H o
tyrosine phosphotyrosine

Cizim 1.9. Serin, treonin ve tirozin amino asitlerinin fosforilasyonlari.

Tirozin fosfoproteinleri antikorlarla daha kolay saflastirildigi i¢in kismen daha iyi
bilinmektedirler (Lopez ve dig. 2012). Protein fosforilasyonu, fosfat dondrleri olarak
guanozin trifosfat (GTP) veya ATP kullanarak protein kinazlar tarafindan katalize
edilmektedir. ATP veya GTP nin Y ucunun fosforil grubu, Tirozin veya Serin/Treonin

Kinazlar tarafindan sirasiyla Tirozin, Serin veya Treonin alkol gruplaria aktarilir. Sadece

ATP’nin  bol bulundugu hiucre ic¢i c¢evredeki proteinler ‘donisiimlii-reversible’

fosforilasyon tarafindan diizenlenirken; hiicre dis1 matriste bulunan proteinler

diizenlenememektedir (Lenaz ve dig. 2012). Protein fosfatazlar ise fosfat zincirinin
hidrolizini katalize ederek fosforil gruplarinin koparilmasini saglarlar. Bireysel PTM tirleri
protein regiilasyonlarina karakteristik bir sekilde katkida bulunabilmektedir (Korkuc ve
dig. 2016). Proetom ¢aligmalarinda birbirine neden olan en yaygin PTM ler fosforilasyon
ve ubikitinlenmedir. Fosforilasyon ve ubikitinlenme arasinda bir¢ok “cross regulation”
yani  “capraz regllasyon” oldugu bilinmektedir. Ubikitinlenme ise protein
degredasyonunda 6nemli rol oynamasinin yani sira (Hunter 2007) homeostaz, DNA

tamiri, protein sinyalizasyonu ve trafigini de etkiledigi bilinmektedir (Mukhopadhyay ve
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dig. 2007; Chen ve dig. 2009). Proteinlerin ubikitinlenmesinin bilinen en iyi fonksiyonu;
ilgili proteinlerin 26S proteazomlar tarafindan parcalanmak {izere bir sinyal gorevi
gormesidir (Krueger ve dig. 2006). 26S proteozom sitoplazmada ve cekirdekte bulunan
multikatalitik bir proteazdir (Yerlikaya 2004). Bu sekilde bir proteinin proteazomda
parcalanmasi igin genellikle birden fazla ubikuitinin yani poliubikuitinin u¢ uca kovalent
olarak baglanmasi gerekmektedir. Poliubikitinlenme; ubikuitin proteinleri Uzerindeki
spesifik bir Lizin amino asiti (¢ogunlukla Lizin48) aracilig1 ile olmaktadir (Kutuk ve dig.
2008; Shaheen ve dig. 2010). Bu islem ardarda ii¢ farkli enzim aragiligi ile
gerceklesmektedir. Ubikuitin, yikilacak olan proteinlere baglanmadan once ilk olarak
Ubikuitin Aktive Edici enzime (E1) transfer edilmektedir. Aktive edilen ubikuitin daha
sonra benzer sekilde E1 enziminden, Ubikuitin Konjugasyon enzimindeki (E2) bir Sistin
amino asidine aktarilmaktadir. E2 enzimleri yikilacak olan proteinlere ubikuitin
molekdlund Ubikuitin Ligaz (E3) enzimi yardimi ile direkt olarak aktarir ya da ubikuitin
E3 enzimine aktarildiktan sonra substrat proteinlere aktarilmaktadir (Jentsch 1992;
Hershko ve dig. 1980). Son olarak da ubikuitin hedef proteindeki Lizin48 amino asidine
aktarildiktan sonra diger bir ubikuitin molekili buna eklenir ve benzer reaksiyonlar
tekrarlanarak hedef proteinin tizerinde bir poliubikuitin zinciri sentezlenmektedir (Chau ve
dig. 1989). Ubikuitin-proteozom sistemi hiicre igindeki hasarli, yanlis katlanmis ve kisa
Oomiirlii proteinlerin yikiminda 6nemli roller oynamaktadir. Ubikuitin yolaginin ¢esitli
hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir. Bunlarin arasinda genetik kokenli
PH’1 gibi norodejeneratif hastaliklar arasinda ataksi ve Alzheimer hastaligi 6rnek olarak
verilebilmektedir (Huang ve dig. 2010).

1.7. Parkin Proteini ile PINK1 Arasindaki iliski

Parkin proteinini kodlayan PARK2 (Parkin RBR E3 Ubikuitin Protein Ligaz, Parkin
RBR E3 Ubiquitin Protein Ligase) genindeki mutasyonlar, DJ1 (Protein Deglikaz (Protein
Deglycase), Parkinson Hastalig1 Protein 7 (Parkinson disease protein 7, PARKY)) (Valente
ve dig. 2004) ve PINK1°’de de (PTEN ile indlklenen putatif kinaz 1, PTEN-induced
putative kinase 1) (Bonifati ve dig. 2003) mutasyonlar gorulebilmektedir. Bu genlerde
meydana gelen birka¢c mutasyon aciklanarak, hepsinin Dopamin replasman tedavisine yanit

veren ‘Erken Baslangi¢ Parkinsonizm’ ile iliskili oldugu belirtilmistir. Resesif iletilen
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‘Erken Baglangi¢hi Familyal PH’daki vakalarin yaklasik % 50°si PARK2’ deki homozigot
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Kitada ve dig. 1998; Hattori ve dig. 2004). Erken
Baslangigh resesif PH’nin ikinci en biiyiik nedeni; PTEN ile indiiklenen putatif kKinaz 1
(PINKT1)’deki homozigot mutasyonlardir (Valente ve dig. 2004; Tan ve dig. 2007). Ayrica
PARK2 veya PINK1’deki heterezigot mutasyonlar “Ge¢ Baglangi¢gli” PH’ nin gelisiminde
rol oynayan onemli risk faktorleri olarak belirtilmistir (Hattori ve dig. 2004; Tan ve dig.
2007). PARK2 ve PINKI1’deki mutasyonlarin PH’1 ile iligkili olduguna dair genetik
kanitlar olmasina ragmen, norodejenerasyonu tetikleyen patojenik mutasyonlarin
molekiiler mekanizmalari heniiz tam olarak anlasilamamistir (Sha ve dig. 2010). PARK?2
geni bircok dokuda ve hiicre tipinde ifade edilerek yani eksprese olarak 465 amino asitlik
sitozolik E3 ubikuitin-protein ligazi kodlamaktadir (Kitada ve dig. 1998; Hattori ve dig.
2004). PINK1 dopominerjik ndronlar igeren, birgok dokuda ve hiicre tipinde ifade edilen
581 amino asitlik mitokondriyal Serin/Treonin Kinaz’t kodlamasiyla bilinmektedir.
PINK1’in kinaz 6zelligi ile oto-fosforile olabildigi de gosterilmistir (Hoepken ve dig.
2007). Birgok c¢alismada rekombinant PINK1 proteininin kinaz aktivitesi in vitro olarak
gosterilmistir ve PINK1’in kinaz aktivitesi i¢in sitoprotektif fonksiyonunun gerekli oldugu
bilinmektedir (Petit ve dig. 2005). Su anki verilere dayanarak; PINK1'in mitokondriyal ve
sitozolik substrat proteinlerinin fosforilasyonu yoluyla sitoprotektif etki gosterebildigi
saptanmigtir. PINK1 ve Parkin birlikte mitokondri membran potansiyeli, kalsiyum dengesi,
krista yapisi, solunum aktivitesi ve mitokondriyal DNA (mtDNA) biitiinltigiinii koruyarak
aksonlarda mitokondrinin tasmimi gibi noktalarda diizenleyici gorev {istlenmektedir
(Bueler 2010). PINK1’in kinaz aktivitesi gosterdigi i¢in mitokondride oksidatif strese karsi
koruyucu bir roliiniin oldugu bulunmustur. PINK1’in mitokondri hedef dizisi igermesinden
dolayr sitoplazmada da varhigi gosterilmistir. PINK1 mitokondrinin dis zarinda
bulunmasina ragmen PINK1’e ait kinaz domainin bir kismi sitozolde de lokalize
olmaktadir (Zhou ve dig. 2008). Aslinda Parkin veya PINKI1’deki homozigot
mutasyonlarin PH’nin otozomal resesif sekilde meydana gelmesine neden olmasi; bu
proteinlerin normal fonksiyonunun, hiicrenin ve o&zellikle de dopaminerjik ndronlarin
hayatta kalabilmesi agisindan gerekli oldugu gostermistir. Drosophila’da yapilan genetik
caligmalarda Parkin veya PINK1’in fonksiyonunun kaybedilmesinin kisitl yasam siiresi,

motor eksiklikleri, mitokondriyal anomaliler, kanat kaslarinin ve dopaminerjik néronlarin
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dejenerasyonunu igeren benzer bir fenotipe yol agtig1 sdylenmistir (Wang ve dig. 2006;
Yang ve dig. 2006). Memeli hicrelerinde yapilan galismalarda Parkin ve PINK1 arasinda
fonksiyonel bir bag oldugu ve PINK1’in Parkin’i fosforile ettigi belirtilmektedir (Um ve
dig. 2009; Xiong ve dig. 2009). Fakat, PINK1-Parkin etkilesiminin hiicresel roliiniin
belirsizligi ve PINK1 araciligiyla Parkin fosforilasyonunun, Parkin E3 ligaz fonksiyonunu
diizenleyip, diizenlemedigi konusu halen daha tam olarak bilinememektedir (Sha ve dig.
2010). Yapilan ¢alismalarda bu genler arasindaki baglantilar Drosophila’daki fonksiyon
kaybinin modellemesi ile belirlenmistir. PINK1’in hasar gérmesi ¢ok farkli fenotiplere yol
acmaktadir. Daha da 6nemlisi; hasar gormiis PINK1’in Parkin tarafindan kurtarilmasi bu
iki genin ayni yolakta oldugunu géstermistir (Clark ve dig. 2006; Park ve dig. 2006).
Yapilan ¢alismalarda mitokondri morfolojisinin kontroliinde PINK 1/Parkin’in birlikte islev
gordiigii ve herhangi birinde bir islev kaybi1 oldugunda mitokondri morfolojisinin
bozuldugu goriilmektedir (Dodson ve dig. 2007; Chu 2010). Parkin/PINK1 yolaginin
amacinin anlasilabilmesi i¢in Parkin’in mitokondriyal roliiniin incelenmesi gerekmektedir.
Parkin genelde sitozolik olmasina ragmen eger organel membran potensiyelini kaybederse,
Parkin’in mitokondriyal yiizeyde toplandigi ve mitofajiyi tesvik ettigi bilinmektedir
(Narendra ve dig. 2008). Parkin’in depolarize mitokondriyi mitofajiye tesvik etmesinin
nedeninin; hicreyi apoptozdan kurtarmak igin oldugu diistiniilmektedir. Bu konuda ileri
stiriilen molekiiler etkilesim mekanizmasinda Parkin’in mitokondriye ¢ekilerek, PINK1’in
rolline isaret edilmektedir. Genelde tiim dizi sentezlenen PINK1 mitokondri i¢ zarina
yerlesmektedir. PINK1’in putatif transmembran domainini, mitokondrinin i¢ zarinda
lokalize olan PARL (Mitokondriyal intramembran proteaz PARL; Mitochondrial
intramembrane cleaving protease PARL) keserek 52 kDa formundaki PINKI1’i
olusturmaktadir (Deas ve dig. 2011). Birgok negatif sonuglarin rapor edilmesine ragmen;
PINK!I’in direk olarak Parkin’i fosforile edebilecegi diisliniilmektedir. in vitro Kinaz
Analizi’nde Yabani tip (WT) PINK1’in, Yabani tip (WT) Parkin’i fosforile ettigi
gosterilmistir. SH-SYSY hiicrelerinde asir1 ifade edilmis Parkin fosforilasyonunun WT
PINKY’in asir1 ifadesi ile arttigi; PINK1 geni susturulmasi ile de azaldigi gosterilmistir
(Sha, D ve dig. 2010). Yapilan diger bir ¢alismada ise; BE(2)C insan ndroblastoma
hiicrelerinde Parkin’in yiiksek oranda korunmus olan Thr175 rezidiistiniin spesifik olarak

PINK1 tarafindan fosforile edildigi gosterilmistir. Ayrica bu fosforilasyonun
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Drosophila’da Parkin’in mitokondriyal translokasyonu igin kilit rol oynadigi da

gosterilmistir (Kim ve dig. 2008).
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2. AMAC

Bu tez ¢alismasinda amacimiz; WT ve mutant tip Parkin proteini ifade eden SH-
SY5Y noroblastoma hiicre hatlarinda, Parkin indiiksiyonu yapilmis ve yapilmamis
durumlarinda proteinlerin total proteomda fosforilasyon seviyesinde meydana gelen
degisimleri 2D tabanli proteomik yaklagimlar kullanarak saptayabilmektir. Dolayisiyla bu
calisma; Parkin proteininin ubikitinlenme kapasitesinde meydana gelebilecek degisimin,
proteinlerin fosforilasyon diizeyleri lizerine etkisinin anlasilmasiyla, ayrica ubikitinlenme
ile fosforilasyon arasindaki var olabilecek iliskiyi ortaya koyarak ileride yapilacak olan
proteom ¢aligmalarina da bir 6n zemin kazandirmay1 amaglamaktadir.

Bu amacla; SH-SYS5Y hiicre hattinda Parkin eksprese eden Yabanil (WT) ve Mutant
tip hucrelerde, fosforile olmus proteinler floresan fosfospesifik PROQ Diamond boyasi
kullanilarak boyandi, fosfoproteom analizi yapildi. Bunun ardindan SYPRO Ruby boyasi
kullanilarak da total proteom mukayesesi yapildi. Fosforilasyon seviyeleri farklilagan

proteinler MALDI TOF/TOF analizine tabi tutularak tanimlandi.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3. 1. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tampon ¢ozeltiler Cizelge 3.1°de verildigi sekilde hazirlandi.

Cizelge 3.1. DeneylerdeKullanilan Tampon Cozeltiler ve Hazirlaniglart.

(6 X Loading Dye)

Glycerol (% 99,7), % 10
SDS, R-Mercaptoethanol,
% 0,5 (w/v) Bromphenol

blue

Tampon Cozelti Ad1 Konsantrasyonu ve Hazirlanisa
Miktari

Tris.HCI pH 8.8 1,5M 100 ml 18,15 g Tris tartilarak 80ml distile suda
¢oziildii. HCIl ile pH 8.8’¢ ayarland1 ve
100ml’ye tamamlandi.

Tris.HCI pH 6.8 0,5 M 100 mi 6 g Tris tartilarak 80 ml distile suda
¢ozulda. HCl ile pH 6.8’¢ ayarland1 ve 100
ml’ye tamamlandi.

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

SDS % 10 10 ml 1 g SDS tartilip 10 ml distile suda ¢6zuldi
ve oda sicakliginda saklandi.

Amonyum Persilfat | % 10 10 ml 1 g APS tartilip 10 ml distile suda ¢ozulda.

(APS) Filtre edildi ve +4°C’de saklandi.

6X Yiikleme boyasi 0,5 M Tris-HCI pH 6.8, | 1 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6.8, 2 ml Glycerol

(% 99,7), 1,6 ml % 10 SDS, 0,4 ml B-
04 m % 05 (w/h)
Bromphenol blue 2,6 ml distile su ilave
edildi.

Mercaptoethanol,

Akrilamid/Bisakrilamid

% 30 100 ml

29,2 g Akrilamid, 0,8 g Bisakrilamid
tartilip 100 ml distile suda ¢ozuldi. Filtre
edildi ve +4 °C’de sakland.
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SDS-PAGE  Yiiriitme | 5X, 300 ml 45 g Tris, 21,6 g Glisin ve 1,5 g SDS

Tamponu distile suda cozulerek 5X tampon 1X ‘e
seyreltildi.

SDS-PAGE % 40 Metanol, % 10| 40 ml Metanol ve 10 ml Asetik Asit

Sabitlestirici  Soliisyon | Asetik asit, 100 ml karistinlarak distile su ile 100 ml’ye

(Fiksatif) tamamlandi

Western Blot Transfer

100 ml

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

Tamponu (0,375 ml % 10 SDS’den) tartilarak 100 ml
distile suda ¢ozuldi.
TBS-TpH 7.6 25 mM Tris.HCI, 150 | 2,42 gr Tris, 8 gr NaCl, 1 ml Tween20
mM NaCl, pH 7.2 % 0,1 | 900 ml distile suda ¢ozildi. pH 7.6’ya
Tween20 1L ayarlandiktan sonra 1L’ye tamamlandi. 1ml
Tween20 eklendi.
Ponceau S Boyama | % 0.1 (w/v) 0.1gr Ponceau S ve 0.5 ml Asetik Asit
Solusyonu karistirtlarak 100 ml distile suda ¢6ziildii.

Bloklama Tamponu
(Western Blot)

% 510 ml

5 g sit tozu (Blotting Grade Blocker Non-
Fat Dry Milk (Bio-Rad, ABD)), 10 mL
TBST i¢inde ¢ozildi ve filtre kagidindan
gegirilerek kullanildi.

HyperFilm  Developer | Kodak RP X-OMAT LO | Ureticinin tavsiye ettigi sekilde hazirlandi.
Solisyonu (Carestream Health, | 140 ml distile su, 50 ml solisyon A, 2 ml
Belgika) solisyon B ve 2 ml solisyon C ile
karistirilarak kullanildi.
HyperFilm Fiksleme | Kodak RP X-OMAT LO | Ureticinin tavsiye ettigi sekilde hazirlandi.
Solisyonu (Carestream Health, | 140 ml distile su, 50 ml solisyon A ve 10
Belcika) ml soliisyon B ile karigtirilarak kullanildi.
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2DE-Rehidrasyon Ornek

Tamponu

8 M Ure, 50 mM DTT, %
2 (w/v) CHAPS, % 0.2
(w/v) Amfolit pH 3-10, %
0,001 Bromofenol mavisi
50 ml

24 gr Ure, 1 gr CHAPS, 0.385 gr DTT, 250
ul Amfolit (% 40) ve 0,5 mg Bromofenol
mavisi karigtirtlip distile su ile 50 ml’ye

tamamlandi.

ProQ Diamond Boya
Uzaklastirma Soliisyonu

50 mM Sodyum Asetat
pH 4, %20 Asetonitril

50 ml 1 M Sodyum Asetat pH4’den, 200
ml Asetonitril ile karistirtlip distile su ile

1000 ml’ye tamamlandi.

MOPS tampon 500 ml 104,6 gr Mops, 60.7 gr Tris, 9,989 SDS,
0,5M ETDA karigtirip distile su ile 500
ml’ye tamamlandi.

2D IPG Stripleri Yikama | 6 M Ure, 0,375 M | 90.15 gr Ure, 62.5 ml 1.5 M Tris.HCI pH

Tamponu-I Tris.HCI pH 8.8, % 2|88 5 gr SDS, 50 ml Gliserol, 5 g DTT

SDS, % 20 Gliserol, % 2 | karistiriip ~ distile  su ile 250 ml’ye
(w/v) DTT tamamland.
2D IPG Stripleri Yikama | 6 M Ure, 0,375 M | 90,15 gr Ure, 62,5 ml 1,5 M Tris.HCI pH
Tamponu-II Tris.HCI pH 88 % 2| 8.8, 5 gr SDS, 50 ml Gliserol, 6,25 gr iyoda
SDS, % 20 Gliserol,% 2,5 | Asetamid karistirilip distile su ile 250
(w/v) Iyoda Asetamid ml’ye tamamlandi.

Asetonitril % 20 10 ml 20 ml Asetonitril 80 ml distile suya eklendi
ve oda sicakliginda saklandi.

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

¢0ziildii ve oda sicakliginda saklandi.
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3.2. Hicre Kulturu

Bu calismada; laboratuvarimizda daha once 104S217 no’lu TUBITAK projesi
kapsaminda olusturulan Yabanil tip ve Mutant tip Parkin (Q311R ve A371T mutasyonlar1)
genlerini stabil olarak ifade edebilen SH-SYS5Y hiicre hatti klonlar1 kullanildi.

3.2.1. Hucrelerin Buyattlmesi

SH-SYS5Y Yabanil tip (WT) ve SH-SY5Y Mutant (AE) hiicreler standart blyitme
sartlarinda kiiltiire edildi. Hiicreler MEM Earle’s (Multicell, Katolog No 320026CL,
Kanada), % 10 tetrasiklin iceren FBS (Capricorn, Katalog No FBS-TET-12A, South
America), 0.1 pg/pl Penisilin/Streptomisin (Gibco, Katalog No14140122, ABD), 2.8 mM
L-Glutamin (Multicell, Katalog No 609065EL, Kanada) karisimi igeren besiyerinde
37°C’de % 5 CO, atmosfer nemde buyutuldi. Hicre besiyerleri her 3 giinde bir yenilendi

ve hicrelerin yogunlugu % 75’e ulastiginda hiicreler pasajlandi.

3.2.2. Hiicrelerden Saklama Alinmasi

Hiicreler azot tankinda saklamaya alinmadan once yavas sekilde 1s1 diistirme yontemi
kullanilarak donduruldu. Bu amagla hazirlanan besiyeri, % 70 MEM, % 20 FBS ve % 10
DMSO igerecek sekilde hazirlandi. Dondurma islemi 6ncesi tiim taban yiizeyini kaplamis
(% 80-90 confluent) hicreler Uzerindekibesiyeri uzaklastirildi ve iki kez kalsiyum
magnezyum icermeyen PBS (Biochrome, Ingiltere) soliisyonu ile yikandi. PBS
uzaklastirildiktan sonra kiiltiir kab1 igerisine 1 ml % 0.25 Tripsin / EDTA (Biochrome,
Ingiltere) soliisyonu eklendi ve soliisyonun iyice ylizeye yayilmasi saglanarak yaklasik
7-10 dakika 37°C’de inkiibatdrde bekletildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir kab1 igerisindeki
hicreler 10 ml PBS ile toplandi ve 10 dakika 400xg’de + 4°C’de santrifiij edildi. Santrifij
sonrasi istte kalan PBS uzaklastirildi ve hiicrelerin bulundugu ¢okelti dondurma besiyeri
(% 70 MEM, % 20 FBS ve % 10 DMSO) ile ¢ok yavas bir sekilde karistirildi. Hucreler
sayildi vedaha Onceden hazirlanarakhiicre adi ve tarih yazilmig olan dondurma tiipleri

(cryovial) igerisine hertlipe 5x10° hiicre gelecek sekilde bolindi. Tapler - 80°C’de kyro-
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freezer saklama kabinda (Nalgene, ABD) bir gece bekletildikten sonra sivi azot tankina

yerlestirildi.

3.2.3. Hucrelerin Coézlulmesi

Hicrelercozulmek (zere azot tankindan ¢ikarildiktan sonra cryotipin dogrudan
37°C’deki su banyosu igerisine daldirilmasiyla ¢6zuldu. Hucreler ¢ozuldukten sonra ¢cozme
besiyerine alinarak i¢indeki DMSO uzaklastirildi. Cozme besiyeri 8 ml MEM igerisine
yavas ve damla halinde eklenmis 2 ml FBS’den olusmaktadir. Karistirilmadan hazirlanan
besiyere eriyen hicreler yavas ve damla halinde eklendikten sonra 10 dakika 400 xg’de
+ 4°C’de santrifiij edildi. Coken hiicreler antibiyotik igermeyen kiiltiir besiyerinde bir gece
blyuttldu. Ertesi glin hicrelerin besiyeri uygun antibiyotik igeren ile degistirildi ve

hicreler yeterli yogunluga ulasana kadar besiyerleri her ti¢ giinde bir yenilendi.

3.2.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Deneylerde kullanilacak hiicrelerin yogunlugu ~ % 75’e ulastiginda bulunduklari
kiiltiir kabindan kaldirilarak daha biiyiik ya da daha fazla sayida kiiltiir kaplarina ekildi.
Kisaca, steril PBS ile yikanan hiicreler yapistiklart yiizeyden % 0.25 Tripsin/EDTA
muamelesi ile kaldirild1 ve PBS varliginda santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi olusan hiicre

cokeltisi buytyecekleri besiyerinde ¢oziilerek uygun kiiltiir kaplarina aktarildi.

3.2.5. Hiicrelerin Sayilmasi

Hicreler % 75 yogunluga ulastiktan sonra sayim islemi yapildi. Steril PBS ile
yikanan hiicreler yapistiklart yiizeyden %0.25 Tripsin/ EDTA muamelesi ile kaldirilarak
PBS varliginda 2000xg’de 10 dakika + 4°C’de santrifiij edildi. Hucrelerin canhilik sayisini
belirlemek igin % 0.4 Tripan mavisi (Sigma, ABD) kullanildi. Tripan mavisini kullanma
amacimiz canli ve Olii hiicreleri birbirinden ayirabilmektir. Canli hiicreler bozulmamis
hiicre zarlara sahiptirler ve tripan mavisi canlt hiicreleri boyayamaz, 6li hiicreler ise
hiicre zarmma sahip olmadiklar1 i¢in boyalar1 emerler. Dolayisiyla o6li hiicrelerin

sitoplazmas1 mavi renkte boyanmaktadir, canli hiicrelerin  sitoplazmasi ise
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boyanmamaktadir. Hiicrelerin yasayabilirliginin dogru bir sekilde gdsterilmesini saglamak
icin hiicre 6rnegi de dahil tiim reaktifler sayim i¢in hiicre slispansiyonunun seyreltilmis bir
numunesini hazirlamadan 6nce oda sicakligina isitilmalidir. PBS veya serumsuz besiyeri
kullanilarak 1yi karistirilmig tek hiicre siispansiyonunun uygun bir seyreltisi
hazirlanmalidir. Ardindan konsantrasyonu dogru bir sekilde goriintiilemekve seyreltmeyi
yapmak icin en az 20 uL hiicre siispansiyonu kullanilmalidir. Ornek olarak; 10 Kat
seyreltme hazirlamak i¢in ilk 6nce mikro santrifiij tiipline veya 96 plakali bir plate’e 80 pL
PBS veya serum igermeyen besiyeri eklenmektedir. Ardindan, 20 pL'lik iy1 karistirilmis
hiicre siispansiyonu tiip veya plate’e aktarilmaktadir. 20 uL % 0.4 Tripan Mavisi Uzerine
iyi karigtiritlmis ve seyreltilmis hiicre stispansiyonundan 20 pL eklendi (Uygun seyreltme
thoma lam kare basina 50-100 hiicre veren bir hiicre konsantrasyonuna neden olmaktadir.
10 kat seyreltme ile baglanilmas1 6nerilmektedir ancak uygun seyreltme faktorii, baslangic
orneginde bulunan yaklasik hiicre sayisina bagli olarak degiskenlik gostermektedir.
Hiicrecanliliginin dogru bir sekilde goriintiilenebilmesi igin, hiicrelerin canliligi zamanla
azalacagindan, hiicreler boyamaya 15 dakika icinde dahil edilmektedir). Thoma lami
(Marienfeld, Almanya) alkol ile temizlenerek diiz bir yiizeye konuldu ve lamel ise sayim
alan1 cercevesinin lizerini Ortecek sekilde yerlestirildi. Thoma laminin her iki yaninda
bulunan kanallarin ortasinda kalan sayim alaninda lamelin lam ile birlestigi noktanin tam
orta noktasindan hiicre soliisyonu (yaklagik 10 puL) yavas¢a sayim alanina pipetle verildi.
Binokiiler 1s1k mikroskobuna Thoma lami yerlestirildikten sonra mikroskobun 10x
objektifinde renksiz (canli) ve renkli (6li) hiicreler ayri ayri sayildi. Sirasiyla, Thoma
lammin dort dis karesinde olan hiicreler sayildi, iist ve sag perimetrelerdeki olanlarsa
sayllmadi, alt ve sol perimetrelerdeki hiicreler de sayildi (Cizim3.1). En az 100 hicre
sayllmalidir (Thoma lamindaki karede yaklasik 100'den fazla veya daha az hiicre varsa,
daha biiyiik veya daha diisiik seyreltme faktorii kullanilarak yeni bir seyreltilmis numune
hazirlanilmalidir). Seyreltilmis numunedeki toplam canli hiicre/mL sayisini elde etmek i¢in
asagidaki denklem kullanildi:

Toplam canli hiicre sayisi/mL = (kare basina ortalama canli hiicre sayis1) x seyreltme
faktoric x 10*. Seyreltilmis numunedeki toplam hiicre/mL sayisii elde etmek igin,
yukaridaki ile ayn1 denklem kullanilmalidir, ancak toplam hiicre sayimi1 hem canli hem de

canli olmayan hiicreleri icermektedir. Seyreltilmemis alikotta toplam hiicre/mL sayisini
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elde etmek i¢in yukaridaki gibi seyreltme faktorii diizeltilmelidir. Canli hiicrelerin yuzdesi

asagidaki denklem kullanilarak belirlenebilmektedir:

Canli hiicre sayis1 x 100

Canli hiicreler (%) =
anlt hicreler (%) Canli hiicre sayis1 + canli olmayan hiicre sayisi

1 Dogruluk ve tutarlilik
| saglamak icin sayma sistemi

! ; | | mwe = &— () Ustvesol
gizgilerin
: ortasina
Y| 6 ‘1 degen
! hucreler
-+ - 0] %, dahil
( e edilir.
. Alt ve 8ag
izgilerin
it B ¢ o X rtasina
| degen
i . @) . hiuicreler
O o dahil
‘ ’ ) edilmez.

X

|

|| e

Cizim 3.1. Thoma laminin karelerinin i¢erisindeki boyanmis hiicrelerin sayimi.

3.3. Klonlamalar
3.3.1. SH-SY5Y Hiicre Hattinin in Vitro Ortamda Buyuttlmesi ve T-Rex Sistemi

SH-SYS5Y  hiicreleri in vitro ortamda gen transfeksiyonu kolay yapilabilen
hiicrelerdir. Norodejeneratif hastaliklarin in vitro ortamda molekiiler mekanizmalarin
calismak i¢in bu hiicre hatt1 sik olarak kullanilmaktadir. Ancak bu hiicrelere yapilan gen
transfeksiyonlarindan (gerek transient gerek stabil olsun) kaynaklanan protein
ekspresyonlari kontrolsiiz olmaktadir. Baska bir ifade ile transfekte edilen gen hicrede
sanki bir “house-keeping” gen gibi surekli olarak proteine ¢evrilir. Boyle bir yaklagimla
yapilan deneylerden elde edilen sonuglar higbir zaman hiicre icerisindeki fizyolojik
durumun temsilcisi olamamaktadir ve bu yontemle elde edilen deneysel veriler
yorumlanirken dikkatli olmak gerekmektedir. Ornegin stabil olarak transfekte edilmis ve

kontrolstiz olarak eksprese edilen bir proteinin hiicrede endoplazmik retikulumda
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toplanmas1 proteinin hiicrede lokalize oldugu bolgeyi gosterebilecegi gibi proteinin asir
miktarda sentezlenip protein ¢okeltileri olusturmasindan da kaynaklanabilmektadir. Bu
nedenle protein ekspresyon caligmalarinda bahsedilen sorunlarla karsilasmamak ic¢in daha
onceden kontrolli gen ekspresyonu elde etmek icin kullanilan TRex-plazmit sisteminden
yararlanilmistir (Invitrogen,ABD). Bu sistem iki temel plazmid vektorii icermektedir
(PCDNAG/TR ve pCDNA4/TO). Bu plazmidlerden ilki (pCDNA6/TR) TetR adi verilen
bir represor proteini kodlarken diger vektor (pCDNA4/TO) ilgi duyulan genin klonlandigi
vektor olmaktadir (Cizim 3.2).

1. Tlgilenilen genin indiiklenebilir
ekspresyon vektoriine ligasyonu

Inducible 2 ind_l'ildenellailir ekspltesg'uu \'e!:tl'irii ve
Expression _ pcDNAS/TR'm memeli hiicrelerine
Vector birlikte transfeksiyonu

— + Tetracycline »
—> —> 1 L — @
3. Tetrasiklinin eklenmesi hibrid CMV/Tet02 4. Eksprese olan protein
— promoteri haskilanmasm durdurur ve ile ilgili analizler

ilgilenilen genin ekspresyonu indiiklenir

Cizim 3.2. TRex-gen ekspresyon sistemi (Invitrogen, USA) ve ¢alisma prensibi.

pCDNAG/TR uzerinden eksprese edilen Tet-R proteini ikinci vektor Gzerinde
bulunan TetR operatoriinii baglayarak gen ekspresyonunu durdurmaktadir. Ancak ortama
tetrasiklin antibiyotigi eklendigi zaman, bu antibiyotik TetR proteinini baglamakta ve TetR
proteininin diger vektor lizerindeki baskilayict 6zelligini ortadan kaldirmaktadir. Baska bir
ifadeyle; ikinci vektor Uzerine klonlanan genin ekspresyonu tetiklenmekte ve gen hiicre

tarafindan eksprese edilmektedir. (Cizim 3.3).
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1. Tet represir (tetR) proteini kiiltiir
hiicrelerinde pcDNAG/TR tarafindan
eksprese edilir.

2. TetR homodimerleri inducible ekspresyon
vektirii iizerindeki Tet operatir 2°ve
baglamr ve ilgilenilen geni
transkripsivonunu baskalar.

3. flave edildikten sonra Tetrasiklin
(tet) TetR homodimerlerin baglamr.

4. Tet’in TetR homodimerlerine haglanmas: ﬁ

sonucu TetR'da konformasyonel degisiklik olur
ve Tet operatdr dizisinden ayrihir. Biylece
ilgilenilen genin transkripsiyonu indiiklenir. TATA TetO: TetOx gene of interest

Cizim 3.3. Gen ekspresyonunun durdurulmasi.

Bu tezde kullanilan SH-SYSY hiicreleri TetR proteinini kodlayamadiklarindan
dolay1 bu hiicreler 6nceden TetR-igeren hiicreler haline getirilmistir. Bu nedenle SH-SY5Y
hicrelerine pCDNAG6/TR vektorii transfekte edilmistir. Transfekte edilen hucrelerden
pPCDNAG/TR vektorini alan ve genomuna entegre eden hiicreler blastasidin varliginda
seleksiyona tabi tutulmustur. Daha sonra, yaklasik bir aylik bir seleksiyon doneminden
sonra kiiltiir tabaklar1 lizerinde olusan koloniler tek tek koloni-yakalayici silindirler
araciligr ile secilip yeni kiiltiir tabaklarinda biiylimeye alinmistir. Kiiltlir tabaklarinda
% 70-80 yogunluga ulasan hiicrelerden pasajlar yapilmis, yapilan pasajlardan protein izole
edilmistir. Ardindan, izole edilen proteinler anti-TetR antikoru kullanilarak Western blot
analizine tabi tutulmustur. Béylece Western blotlama sonucunda TetR-proteinini en yiiksek

seviyede eksprese eden SH-SYSY hiicre hatt1 6nceden belirlenmistir.
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3.3.2. Yabanil Tip ve Mutant Tip Parkin Proteinini Tetrasiklin Kontrolii Altinda
Eksprese Edilen Stabil Hiicre Hatlarinin Olusturulmasi

TetR" hale getirilmis olan SH-SYSY hiicreleri yabamil ve mutant tip Parkin
proteinlerini eksprese edebilen hiicre hatlar1 haline ¢evirilerek, yabanil tip Parkin proteini
PCDNAA4/TO vektoriine klonlanmistir. Bunun igin kan 6rneklerinden RNA izolasyonu ve
cDNA sentezi yapilmistir. PARK?2 geni, sentezlenen cDNA’lar (uzun-PCR metodu ile) ve
EcoRI-BamHI uglar1 tasiyan primerler kullanilarak cogaltilmis ve dizilenmistir. Dizi
analizi sonrasinda mutasyon olmadigindan (yabani tip) emin olunan PCR urtniini EcoRI-
BamHI endonukleazlar1 ile kesime tabi tutup aymi sekilde EcoRI-BamHI endonukleaz
enzimleri ile kesilmis olan pCDNA4/TO vektoriine ligasyon yapilarak yerlestirilmistir.
Sonrasinda, E. coli DH10B hiicrelerine transformasyon yapilarak klonlar elde edilmistir.
Bu klonlardan biri segilerek, klondan transfeksiyon kalitesinde plazmid elde edebilmek
icin endotoksin icermeyen plazmid izolasyonu yapilmistir. Bu plazmitin 20 pg’1t SH-SY5Y

hiicrelerine transfekte edilerek hiicreler seleksiyona tabi tutulmustur.

Seleksiyon sireci sonunda koloni olusturan hiicreler Western blot metodu
kullanilarak yabani tip Parkin ekspresyonu igin taranmustir. Indiiksiyon sonrasi en fazla
miktarda Parkin sentezleyen hicre ise ‘SH-SY5Y WT Parkin® klonu olarak
isimlendirilmistir. Ayn1 islemler tetrasiklin kontrolii altinda mutant Parkin genini eksprese
eden SH-SYS5Y hiicrelerini olusturabilmek igin de tekrarlanmistir (Kasap ve dig. 2009;
Ozgiil ve dig. 2015).

3.4. Fosfoproteomiks Calismasi i¢cin Kalikulin A Muamelesi

Hiicre kiiltliriinde hiicrelerin yogunlugu ~ % 75’e¢ ulagtiginda WT ve AE'nin
ekspresyonlarinin yapilabilmesi i¢in hiicre kiiltliriine tetrasiklin (Tet 1pl/Iml) eklenerek
indiiksiyon yapildi. Daha sonra WT ve AE hiicre hatlari indiiksiyon yapilmislar “ ind ”
(Tet-induced) ve indiksiyon yapilmamiglar “unind” (Tet-uninduced) olarak kendi
icerisinde iki ayr1 gruba ayrild1 (Cizim 3.4). 24 saat stiren indiksiyon ve kultirden sonra
hlcreler besiyerini uzaklastirmak amaciyla soguk PBS ile 3 kez yikandi. Ardindan iki

hiicre hattininda ind ve unind gruplarina, serum igermeyen besiyeri igerisine 50 nM
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serin/treonin fosfotaz inhibitdri olan Kalikulin A eklenip hicreler bu besiyeri ile 35 dakika
normal kiiltiir sartlarinda inkibe edildi. Kalikulin A guclu bir fosfataz inhibitortdur.
Serin/treonin protein fosfataz 1 (PP1) ve apoptozisin kontroliinde gorev alan protein
fosfataz 2A (PP2A) aktivitelerini inhibe etmektedir. Bizim de Kalikulin A’y1 kullanma
amacimiz indiiksiyon yapilmis ve yapilmamis olan her iki hiicre hattindaki fosforile olan

amino asitler arasindaki farkliliklar1 gozlemlemektir.

SH-SY5Y WT Hlicre Hatti SH-SY5Y AE Hicre Hatti

WT "unind" WT "ind" i AE "ind"

Kalikulin A Kalikulin A Kalikulin A Kalikulin A

WT "unind" AE "unind"

Cizim 3.4. WT ve AE SH-SY5Y hiicre hatlarina indiiksiyon yapildiktan sonra Kalikulin A

eklenmesi.

40



3.5. Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi
3.5.1. SH-SYS5Y Hiicrelerinden Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Okaryotik hiicrelerden protein oziitleri kimyasal ve fiziksel olmak (zere
gerceklestirilecek deneysel yaklagim dogrultusunda farkli metodlar ve tamponlar
kullanilarak hazirlandi. Kimyasal pargalanma i¢in 2D-Rehidrasyon érnek tamponu (8 M
ure, % 2 (w/v) CHAPS, 50 mM DTT, % 0.2 3-10 ampholyte, % 0.001 bromfenol mavisi)
kullanirken, fiziksel par¢alanma i¢in Blut Blander (Next Advance, ABD) cihazi ve 0.1 mm
cam boncuklar (Glass Beads Next Advance, ABD) kullanildi.

Istenilen yogunluga ulasan hiicreler ii¢ kez soguk PBS ile yikandiktan sonra, PBS
varliginda hiicre kaziyici (Scrapper, ABD) ile kiiltiir kaplarindan kaldirilan hiicreler 1500
xg’de 10 dakika + 4°C’de santrifij edilerek yikandi. Coken hiicrelere 1:3 oraninda (v/w)
2DE-Rehidrasyon tamponu, % 1 fosfataz inhibitor 2/3 kokteyl (Sigma Aldrich, ABD) ve
hiicre yogunlugunun yarist kadar 0.1 mm cam boncuk ilave edildi. Karisim vortex ile
homojen hale getirilerek “safe-lock” tiipe (Eppendorf, ABD) alindi. Ardindan hiicreler Blut
Blander ile sirastyla hiz kademesi 8'de 5 dakika ve hiz kademesi 5'de 3 dakika + 4°C’de
fiziksel pargalamaya tabi tutuldu. Ardindan 15000 xg’de 15 dakika + 4 °C’desantrifiij
edildi. Sivi fazda kalan protein oziiti LoBind tiiplerde (Eppendorf, ABD) diisiik

hacimlerde béltnerek (alikotlar) sivi azotda dondurularak - 80°C’de saklandh.

3.5.2. Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Protein miktarlarini 6lgmek i¢in Bradford Assay (Bradford, 1976) yontemi kullanildu.
Olgiilecek protein dziitiinden 1 pl almarak 19 pl standart tamponu ile karistirildi. Karisim
uzerine 1ml 1X Bradford Reagent (Bio-Rad, ABD) eklenerck vortexlendi ve karanlikta 5
dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan o6rnekler Nanodrop (Thermo
Scientific, ABD) ile 595 nm’de 6l¢iildii. Orneklerin 6lgiilen protein konsantrasyonlar1 daha
once 595 nm’ye gore hazirlanmig BSA standart egrisi ile karsilastirilarak hesaplandi.Her
ornek i¢in Ol¢iimler 3 defa tekrarland1 ve bu tekrarlarin ortalamalarindan elde edilen

sonuglar protein 6rneklerinin konsantrasyonlari olarak kabul edildi.
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3.5.3. Proteinlerin Cokturulmesi

Protein &rneklerinin IPG striplerde iyi fokuslanabilmesi ve 2D jellerde daha iyi
aymrima tabi tutulabilmesi i¢in tuzlardan, lipidlerden, deterjanlardan, nukleik asitlerden ve
fenolik birlesikler gibi kirleticilerden temizlenmesi gerekmektedir. Bu amag¢ igin “BioRad
ReadyPrep 2-D Clean-up Kit” i (Bio-Rad, ABD) kullanilarak proteinler ¢oktirildd.
Coktiirme islemi kit protokoliine uygun olarak gergeklestirildi, protokol su sekilde
Ozetlenebilir. Konsantrasyonu 1-500 ug arasinda, final hacmi 100 pl olan protein 6rneginin
her biri 1.5 ml lik mikro santrifiij tiipe aktarildi. Protein 6rnegine 300 ul ¢Oktlirme
soliisyonu 1 eklendi, iyice vorteks yaparak 15 dk buzda bekletildi. Karigimin tizerine 300
ul ¢oktiirme soltsyonu 2 eklendi, iyice vorteks yaparak 15 dk buzda bekletildi. Sik1 bir
pellet olusturma amaciyla yiiksek hizda (> 12000 x g) 5 dk +4°C’de santrifiij yapild.
Santrifiij sonunda pelletler dagilmadan hemen buz {izerine aktarildi. COken proteinlerden
stvi kisim dikkatli bir sekilde ayrildi. Ardindan pelletin Gstiine 40 pl yikama reaksiyon
solisyonu 1 ekleyip yiiksek hizda (> 12000 x g) 5 dk +4°C da santrifiij edildi. Santrifij

sonrast yikama reaksiyon soliisyonu pipetle uzaklastirildi.

Pellet Ustiine 25 pl ReadyPrep proteomik ultura saf su ekleyip, 10-20 saniye vorteks
edildi. Ardindan 1 ml yikama reaksiyon soliisyonu 2 (6nceden -20°C’de bir saat
bekletiliyor) ve 5 ul katk: soliisyonu eklenip, 1 dakika vorteks edildi. Tiipler -20°C’de 30
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda 10 dakikadan bir 30 saniye vorteks yapildi.
Inkiibasyon bitikten sonra, tiipler yiiksek hizda Sdakika santrifiij edildi. Stv1 kism1 dikkatli
sekilde uzaklastirildi. Tiplerin kapagin1 5 dk oda sicakliginda agik bekleterek kurutuldu.
Pellete 2-D rehidrasyon tamponu igerisinde ¢ozilerek yiiksek hizda oda sicakliginda 5dk
santrifiij edildi. Son olarak protein Ornekleri temizlendikten sonra yeni tiipe aktarilip

kullanma amaciyla -80°C da dondurup kaldirilirdi.

3.5.4. Fosfoproteinlerin Saflastirilmasi

Kompleks hiicre lizatlarindan fosforillenmis proteinlerin 6zel olarak saflastirilmasi
icin “PhosphoProtein Prufication Kit” i (QIAGEN, Almanya) kullanildi. Cizim 3.5de

kisaca gosterildigi gibi fosforillenmis olan proteinler, kolonda bulunan fosfoprotein
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saflastirma recinesine karsi yliksek sekilde baglanirken, fosforile olmayan proteinler
regineye baglanmaz ve bu nedenle kolonda tutulamayarak gecerler (flow-through). Kolona

bagli kalan fosfoproteinler ise uygun yikamalar ile fraksiyonlar halinde toplanirlar.

Fosfoprotemlerin saflastinlmas:
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Cizim 3.5. Fosfoprotein saflagtirma prosediirii (PhosphoProtein Prufication Handbook
QiaGen 2002).

Fosfoproteom c¢alismasi igin ayni sartlarda ¢ogaltilan hiicrelerin besiyerleri
uzaklastirildi ve kazici vasitasi ile hiicreler toplanildi. 20 mM HEPES pH 7.4’le iki kez
yikandi. Yiiksek hizda (> 15000 x g) 5 dk +4°C’de santrifuj edildi. Santrifij sonunda
pelletler dagilmadan hemen buz iizerine aktarildi. Coken hiicrelerden sivi kisim dikkatli
bir sekilde ayrildi. Hafif pipetleme ile 10" hiicreye karsilik olan hiicre pelletinin tizerine 5
ml Proteaz inhibitorleri ve Benzonaz Nikleaz iceren liziz tamponu eklendi. (CHAPS
iceren Fosfoprotein liziz tamponundan 5 ml alip bir adet fosfataz inhibitor tableti ve 10 pl
Benzonaz stok sollsyonuna ilave edilip karistirildi.) Ardindan +4°C’de 30 dk inkiibe
edildi ve her 10 dk’da bir vorteks yapild. Inkiibasyon sonras: hiicre lizat1 10000 x g’de
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+4°C’de 30 dk santrifiij edildi. Santrifiij sirasinda fosfoprotein saflastirma kolonu
hazirland1 (Cizim3.6). Kolonun icerisindeki tampon disariya aktarildi. Her bir kolon 4
ml % 0.25 CHAPS iceren fosfoprotein liziz tamponu eklenerek yikandi. (35 ml
FosfoProtein Lizis Tamponu ve 75 ul CHAPS Stok Cozeltisine (% 10 [w/v]) 875 ul
CHAPS Stok Cozeltisi (% 10 [w/v]) 3 ml FosfoProtein Ellisyon Tamponu ilave edilerek
nihai bir konsantrasyon elde edildi. Her iki tamponda % 0.25 (w/v) CHAPS nihai bir
konsantrasyon saglandi.). Siipernatant toplandi ve protein konsantrasyonu olgiildii. Bundan
sonraki fosfoprotein saflastirma c¢alismalar1 oda sicakhiginda gergeklestirildi (15-25°C).
Protein lizatindan 2.5 mg protein alinarak protein konsantrasyonu 0.1 mg / ml olacak
sekilde % 0.25 CHAPS igeren fosfoprotein liziz tamponu ile dilie edildi (son hacim 25
ml). Protein konsantrasyonu kit icin uygun hale getirilirken, fosfoprotein saflastirma
kolonu hazirland1 (Cizim3.6). Kolonun igerisinde bulunan tampon akitildi ve her bir
kolona 4 ml % 0.25 CHAPS igeren fosfoprotein liziz tamponu eklenerek kolonlar yikandi.
[k 6nce lizatin yaris1 (12.5 ml) fosfoprotein saflastirma kolonunun iist haznesine bosaltild1.
Hemen hemen tiim lizat kolona girdiginde, lizatin ikinci yarisin1 ekleyerek herhangi bir
giic uygulanmaksizin kolondan gegirildi. Bu adim yaklasik 50 dakika siirmesi fosforile
olmus proteinlerin tam olarak baglanmasi icin yeterli siire saglamaktadir. Kolondan akip
gecen ilk fraksiyon fosforile olmamis proteinleri igermektedir (flow-through fraction).
Tum flow-through uzaklastirmak i¢in % 0.25 CHAPS iceren fosfoprotein liziz
tamponundan 6 ml ekleyip kolon yikandi. Kolona baglanan fosfoproteinleri indirip
toplamak icin ise % 0.25 CHAPS iceren fosfoprotein elusiyon tamponundan 500 ul kolona
eklendi. Eliisyon asamasi 4 kez tekrarlanarak kolona baglanan tiim fosforillenmis
proteinler toplanildi. Elusyonlar sonunda konsantrasyonu 5 ayri fraksiyonda iyice diliiye
olan fosfoproteinler birlestirildi ve cut-off limiti 5 kDa’luk 3 ml'lik Stirred Cell (Amicon,
Millipore, ABD) kullanilarak konsantre edildi ve 6rnekler toplanarak -80°C’ye kaldirildi
(Cizim 3.7).
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Cizim 3.6. Fosfoprotein saflagtirma kolonu Cizim 3.7. Orneklerin filtre edilmesi.
her bir 6rnek i¢in hazirlandi.

3.5.5. PeppermintStick Fosfoprotein Markori

Bu tezde yapmis oldugumuz Fosfoproteom c¢aligsmalarinin tamaminda fosforile olmus
proteinlerin molekiiler agirlik standartlarii gostermek icin PeppermintStick Fosfoprotein
(Molecular Probs, ABD) markorii kullanildi. PeppermintStick fosfoprotein markort Cizim
3.8’de gosterildigi gibi molekiiler agirligi 14.400 ila 116.250 dalton arasinda degisen,
fosforile olan ve fosforile olmayan proteinlerin bir karisgimidir. Poliakrilamid jel
elektroforezi ile ayirim yapildigi zaman markoriimiizde iki adet fosforile olan, dort adet ise
fosforile olmayan protein banti gozilkkmektedir. Bu markoriin molekiiler agirlik olarak
kullanilmasinin yani sira fosforile olmus proteinlerin tayin edilmesinde pozitif ve negatif

kontrol olarak da kullanilmaktadir.
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Cizim 3.8. PeppermintStic Fosfoprotein Markorl; ProQ Diamond boyast ile boyandiginda
fosforile olmus protein bandi géziikkmektedir (Mavi bant). PeppermintStic Fosfoprotein

Markorii. SYPRO Ruby boyasiyla boyandiginda ise jeldeki tiim proteinlerin bandi

goziikmektedir (Kirmizi bant).

— 116,25

— 66,20C

— 45,00C

— 23,60l

— 18,000

— 14,400

3.5.6. SDS-PAGE Protein Jel Elektroforezi

Proteinleri molekiiler agirliklarina gore ayirmak igin kesintili SDS poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanildi. Yiikleme ve ayirma jeli olmak iizere iki
kisimdan olusan bu jel sistemi Cizelge 3.2°de verilen kimyasallar kullanilarak hazirlandi.
Cizelge 3.2.°de verilenden farkli jel yiizdesi kullanilacak ise konsantrasyon hesaplanmasi

icin http://www.changbioscience.com/calculator/sdspc.htm web adresinden faydalanildi.

Cizelge 3.2. SDS-PAGE igerigi ve kullanilan kimyasallarin oranlart.

Kullanilan Kimyasallar

Ayirma Jeli (% 12)

Yukleme Jeli ( % 4)

dd H,O

3.3ml

3 ml

1.5 M Tris, pH 8.8 2.5 ml -

0.5M Tris pH 6.8 - 1.25 ml
% 10 SDS 100 pl 50 ul
% 30 Akrilamit/BisAk 4 ml 670 pl
%10 APS 100 pl 50 ul
TEMED 5ul 5 ul
Toplam 10 ml 5ml
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Ayirma jeli 50 ml'lik Falcon tip icerisinde hazirlandiktan sonra kendinden 1mm
aralikli (spacer) kalin ve ince camlar arasina dokiildii ve tizerine nazikge izopropanol (300
ul) konularak jelinyiizeyinin diizlesmesi saglandi ayrica hava ile olan temasi da engellendi.
Bu sekilde polimerizasyon hizlandirildi ve ayni1 zamanda piirlizsiiz bir yiizey elde edildi.
Ayirma jeli polimerize olduktan sonra izopropanol dokuldi ve jelin yuzeyi saf su ile
yikandi. Jel lizerinde cam plakalar arasinda kalan su kurutma kagidi yardimiyla tamamen
uzaklastirildi. Yiikleme jeli hazirlanarak polimerize olmus ayirma jelinin zerine dokildi
ve cam plakalara uygun 1 mm genisligindeki teflon tarak yerlestirildi. Yiikleme jeli de
polimerize olduktan jeller ya hemen kullanild1 ya da daha ileride kullanilmak iizere nemli
kurutma kagidi ile sarilarak +4°C'de saklanildi. SDS jeller yiiriitillecegi zaman cam
plakalar elektrotlarin bulundugu Tetracell elektroforez (BioRad, USA) tanklarina
yerlestirildi. Elektroforez tanklari uygun seviyeye kadar 1X SDS-PAGE yuritme tamponu
konularak yiiriimeye hazir hale getirildi. YUklenmek istenen protein 6zutlerinin Gzerlerine
6X yukleme tamponundan (0.5 M Tris-HCI pH 6.8, Glycerol % 99.7), % 10 SDS, (-
Mercaptoethanol, % 0.5 (w/v) Bromphenol blue, dH,O) 1X olacak sekilde eklenerek
95°C’deki su banyosunda 4 dakika kaynatilarakproteinlerin ileri denatiirasyonlari saglandi.
Kaynatma siiresi sonunda ornekler buza alindi ve kisa bir santrifiij sonras1 mikropipet
yardimiyla jel icerisindeki kuyucuklara yiiklendi. Jel, 180V akim verilerek 60 dakika
boyunca ydrituldd. Ydrimesi tamamlanan jel camlar arasindan c¢ikarilarak yapilacak
caligmaya gore ya % 40 metanol % 10 asetik asit fiksasyonu ardindan boyandi ya da

western blot i¢in kullanildi.

3.5.7. Western Blotlama

Protein 6rnekleri SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarina gore ayrildi ve nitroseliiloz
membrana transfer edilerek hedef protene 6zgu antikorlarla analiz edildi. Western transferi
igin yar1 kuru sistem olan Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, ABD) cihazi
kullanildi. SDS-PAGE jeli cam plakalar arasindan transfer tamponun igerisine alinarak
yaklasik 10 dakika bekletildi. Bekleme esnasinda nitroselilloz membran ve Whatman
kagitlar1 da transfer tamponunda 1slatildi. Siire sonunda transfer cihazinin demir levhalar
arasina alttan liste dogru sirasiyla 2 kat Whatman kagidi, nitroseliiloz membran, jel, 2 kat
Whatman kagidi olmak iizere (—) ve (+) kutuplara dikkat edilerek katmanlar halinde
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yerlestirildi. Katlar arasinda hava kabarcig1 olmamasina dikkat edilerek 25 V sabit akimda
30 dakika boyunca transfer gergeklestirildi. Transferin ardindan membran proteinleri
boyayan Ponceau S boyasi ile boyanarak western transferinin kalitesi kontrol edildi.
Protein bantlar1 gbzlendikten sonra boya saf su ile yikanarak uzaklastirildi ve membrane
% 5 NFDM/TBS-T bloklama tamponu ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi bloklama tamponu uzaklastirilarak sirastyla 15, 5, 5 dakika olmak
tizere 3 kez TBS-T ile yikandi. Ureticinin tavsiye ettigi diliisyonda birincil (Cizelge 3.3)
antikor TBS-T igerisinde hazirland1 ve membran bu tampon icerisinde +4°C’de gece boyu
nazikce calkalanarak inkilbe edildi. Ertesi giin 6nceki yapilan TBS-T ile yikama islemi
tekrarland1 ve ireticinin tavsiye ettigi ikincil antikor TBS-T igerisinde seyreltildi ve
membran bu tampon igerisinde 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
yikama islemi tekrarlanarak baglanmayan antikorlar uzaklastirildi. Goriintiilemede yiiksek
duyarlilikta sinyal tiretebilen kemiliiminesans (Biorad, ABD) kullanildi. Kemilliminesans
goruntileme icin  Immun-Star HRP Peroxide c¢ozeltisi ve Immun-Star HRP
Luminol/Enhancer ¢ozeltisi 1:1 oraninda karigtirilarak membran yilizeyine konuldu ve
yiizeyin tamaminin ¢ozelti karigimi ile temas etmesi saglandi. Membran stre¢ film arasina
aliarak fazla sivi pegete yardimi ile uzaklastirildi. Goriintiileme i¢in hazirlanan membran
Hypercasette (Amersham, Biosciences) igerisine sabitlendi. Karanlik odada membran
tizerinde olusan 1s1may1 algilayabilecek yiiksek duyarlikli bir X-Ray filmi yerlestirildi.
Sinyalin filmi yakmasi i¢in 1-3 dakika beklendi. Bekleme siresi sonunda film membran
tizerinden alinarak HyperFilm developer soliisyonunda 1 dakika yikanarak olusan bantlar
izlendi. Ardindan saf su ile yikandi ve HyperFilm fiksasyon soliisyonunda 1 dakika
bekletilerek goriintli sabitlendi. Fiksasyon sonrasi film saf su ile yikanarak godzlenen

bantlar analiz edildi.
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Cizelge 3.3. Western Blot analizinde kullanilan primer (1°) ve sekonder (2°) antikorlarin

listesi.
1° Antikor 2° Antikor
R-Actin Mouse (Santa Cruz, | Goat IgG Anti-Mouse HRP Conjugate
ABD) (1:1000) (Biorad, ABD) (1:20000)

Parkin  (H-300): sc-30130 | Goat IgG Anti-Mouse HRP Conjugate
(Santa Cruz, ABD) (1:1000) | (Biorad, ABD) (1:20000)

3.6. Kullanilan Proteomiks Yontemler
3.6.1. 2DE- Jel Elektroforezi

Okaryotik hiicreler toplanip protein oziitleri hazirlandiktan sonra konsantrasyonu
olgiilerek 2DE jel elektroforezi ile ayrima tabi tutuldu. Orneklerin birinci boyuttaki
aymmmmlart 11 cm’lik pH 3-10 linear IPG stripler (pH 3-10 ReadyStrip, BioRad)
kullanilarak yapildi. Oncelikle her bir &rnekten 250 pg protein almarak toplam hacmi 200
ul olacak sekilde tizerlerine 2DE rehidrasyon 6rnek tamponu eklendi. Ayrica bu karigima
son konsantrasyonlart % 1 TBP ve % 1 ampholyte striplerin pH araligina uygun olarak
(BioRad, ABD) eklenerek vortexlendi ve drneklerimiz birinci boyutta fokuslanmaya hazir
hale getirildi. Ornekler fokuslama 6ncesi rehidrasyon icin rehidrasyon traylerine konularak
tizerlerine uygun stripler dikkatlice yerlestirildi. Rehidrasyon trayleri PROTEAN IEF
(Biorad, ABD) cihazina yerlestirilerek 20°C 1sida 30 dakika protein Orneginin strip
tarafindan emilmesi beklendi, ardindan striplerin kurumasini ve 6rnegin buharlagsmasini
engellemek amaciyla 2-3 ml kadar mineral yag: striplerin (zerine eklendi ve gece boyu
pasif rehidrasyona devem edildi. Rehidrasyonun ardindan IPG stripler Gzerlerinde kalan
mineral yag miimkiin oldugunca uzaklastirilarak fokuslama trayine alindi. Striplerin iistii
yeniden mineral yag ile kapatilarak izoelektrik fokuslamaya gecildi. PROTEAN IEF
(BioRad, ABD) fokuslama cihazinda IPG striplere adim adim artan voltaj programi
uygulanarak 20°C’de odaklamaya tabi tutuldu. Odaklama igin, ti¢ adimli; 250 V’de 20
dakika, 8000 V’de 2 saat 30 dakika ve ardindan 32000 Vhr programi kullanildi. Fokuslama
sonrasinda stripler 2DE stripleri yikama tamponu I (6 M ure, 0.375 M Tris.HCI pH 8.8, %
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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) iyodaasetamid) ¢ozeltileri
icerisinde 20’ser dakika siireyle calkalanarak yikandi. Izoelektrik noktasina gore birinci
boyutta ayrimlar1 tamamlanan 6rneklerin ikinci boyuttaki ayrimlart % 12 Bis-Tris precast
jel (Biorad, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. Fokuslanmig IPG stripler jellere
yerlestirildiler, Peppermintstick marker bir elektrowick'e emdirilerek uygun sekilde IPG
striplerin yanina jeller icerisine yerlestirildi ve ardindan MOPS buffer bulunan tanklarda

elektroforeze tabi tutuldu.

3.6.2. Fosfoproteinlerin ProQ Diamond ile Boyanmasi

Ikinci boyutta ayrimdan sonra jeller zel boyama kaplarina alindi. Yalnizca fosforile
olmus proteinleri gorintileyebilmek igin jeller boyama detaylar1 Cizelge 3.4’te verildigi
sekilde ProQ Dimond prosediiriine gére boyandi. Jellerin gorintulenmesi UV kaynagi
kullanilarak VersaDoc MP4000 sistemi (BioRad, ABD) ile gerceklestirildi. Ardindan ayni1
jeller tim proteinlerin goriintillenmesi amaci ile de detaylar Cizelge 3.5°te verilen Sypro
Ruby ile boyandi. Fosfoproteinlerin ve total proteinlerin karsilagtirmali analizleri PDQuest
Advanced programi kullanilarak yapild:. Istatistiksel olarak anlamli olan spotlarm kesimi

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

Cizelge 3.4. Fosfoproteinlerin ProQ Diamond boyasi ile boyanma prosediirii.

Kullanilan Kimyasal

ProQ Diamond Tris-Glisin Jelleri i¢in

Cozeltiler
% 50 Metanol
% 10 Asetik Asit
Ultra Saf Su

100 ml, 30 dakika
100 ml, gece boyu
100 ml, 10 dakika 3 kez

Adim 1: Fiksasyon

Adim 2: Yikama

Adim 3: Boyama (karanlik)

ProQ Diamond Boyasi

60 ml, 60-90 dakika

Adim4: Boyanin ¢ikarilmasi

(karanlik)

% 20 Asetonitril
50 mM Sodyum Asetat pH 4

80-100 ml, 30 dakika 3
kez

Adim 5: Yikama (karanlik)

Ultra Saf Su

100 ml, 5 dakika 2 kez
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Cizelge 3.5. Sypro Ruby ile boyama prosedurd.

SyroRuby Kullanilan Tris-Glisin Jelleri
Kimyasal Cozeltiler icin
Adim:1 Fiksasiyon % 50 Metanol Distile su ile 100 ml'e
% 7 Asetik Asit tamamla 30 dk
Adim:2 Yikama 100 ml distile su 3 kez 10 dk

Adim:3 Boyama (karanlik) Sypro Ruby boyast | 30 ml gece boyunca

Adim:4 Boyanin ¢ikarilmasi | % 10 Metanol % Distile su ile 100 ml'e
(karanlik) 7TAsetik Asit tamamla 30 dk

Adim:5 Yikama (karanlik) 100 ml distile su 2 kez 5 dk
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3.6.3. Jel icindeki Proteinlerin Tripsin ile Kesimi (In-Gel Digestion)

SyproRuby boyasi ile boyanmis protein spotlari, SDS jellerden Spot-cutter otomatize
robotik sistem (BioRad, ABD) ile kesilerek 96 kuyucuklu kesim tabaklarina yerlestirildi.
Protein spotlar1 yani jel pargalar teker teker 96 kuyucuklu kesim tabaklarindan alinarak
0.5 mI’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinarak,iireticinin tavsiye ettigi sekilde, In-gel Tryptic
Digestion Kit (Thermo Scientfic, ABD) ile muamele edildi. Protein spotlar1 150 pl % 40
asetonitril ve % 60 amonyum bikarbonat (50 mM pH 8.0) ¢ozeltisi (yikama tamponu) ile
15 dakikalik periyotlarla yikandi. Boya uzaklastirildiktan sonra spotlar tizerine 50 mM’lik
TCEP c¢ozeltisi eklendi ve 60°C’de 10 dakika inkiibe edilerek disiilfid baglarinin kirilmasi
saglandi. Ardindan ¢6zelti pipet yardimiyla ¢ekilerek atildi ve baglarin tekrar kurulmamasi
icin oda sicakliginda, karanlikta 1 saat alkilleme reaksiyonu gerceklestirildi. Alkilleme
reaksiyonu icin 10 mM’lik Iyodo Asit Amit (IAA) kullamildi. Bu islemin ardindan spotlar
tekrar yikama tamponu ile 15 dakika yikandi. Ardindan yikama tamponu uzaklastirildi ve
spotlarin {izerine asetonitril eklenerek 15 dakika boyunca dehidrasyon sagland.
Dehidrasyonun sonunda asetonitril pipet yardimiyla uzaklastirildi ve spotlarin {izerine 10
ng/ul olacak sekilde 25 ul tripsin sollisyonu eklenerek 37°C’de geceboyu kesim yapildi.
Ertesi sabah, kesim isleminin ardindan, {ist sivilar temiz tiiplere aktarildi. Tiiplerde kalan
spotlarin tlizerine % 10’luk TFA c¢ozeltisi eklenerek tiipteki sivinin tamami kesim
reaksiyonunun alindig1 tiiplerle birlestirildi. Peptit parcalarinin  bulundugu kesim
reaksiyonu speed-vakum (Eppendorf, Almanya) cihazi ile yaklasik 45 dakika 60°C’de
2500xg hizda cevrilerek kurutuldu.

3.6.4. Peptit Orneklerinin MALDI TOF/TOF Analizi icin Hazirlanmasi

Speed vakum cihazindan alinan peptit 6rnegi % 0,1°lik 10 pl TFA soliisyonu ile
¢ozildii. Peptit pargalar1 ireticinin tavsiye ettigi sekilde ZipTip kolonuna baglandi.
Protokol kisaca su sekilde uygulanmistir: ilk énce ZipTip kolonu 10 pl asetonitril ile 3 kez
yikanarak 1slatildi. Ardindan da 10 ul % 0.1 TFA soliisyonundan 3 kez gegirilerek peptit
baglanmasi oncesi kolon dengelendi. Dengeleme sonrasi peptitlerin kolona baglanmasi igin
ornekler ZipTip kolonundan yavasca 20 kez gecirildi. Baglanma sonrast kolona
baglanmayan peptitleri uzaklastirmak amaci ile 10 pl % 0.1 TFA ile kolon 3 kez aspire
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edildi. Baglanan peptitler 1.4 pl Matriks (a-Cyano-4hydroxycinnamic) soliisyonu
kullanilarak indirilmis edildi ve MALDI Plate’e yerlestirildi.

3.6.5. MALDI TOF/TOF Analizi

Ziptip sonrast MALDI plate’e yerlestirilen 6rneklerin AbSciex 5800 MALDI-TOF-
TOF (MS/MS) cihazinda analizleri yapildi. MALDI TOF/TOF bir kitle spektrometresi
olup lazer 15181 kullanarak iyonize ettigi peptitleri vakumlu bir tiip igerisinde ayristirdiktan
sonra kutle/yiik (m/z) oranlarina ve peptitlerin amino asit dizilimlerine gore tanimlamaya
yardimci olmaktadir. Cihazdan elde edilen verilerin online MASCOT data bankasindan
PROTEIN PILOT programi kulanilarak hangi proteine ait olduklar1 belirlendi. Elde edilen
proteinler arasindaki biyolojik iligskiyi ortaya koymak ve iligkili yolaklar1 belirlemek i¢in
ise STRING ve PANTHER programlar1 kullanildi.

MALDI kalibrasyonu olarak eksternal veya internal kalibrant kullanildi ve her bir
spektrum igin ortalama 200 lazer vurusu kullanildi. Elde edilen tiim spektralar (m/z), arama
parametreleri; bir hatali kesim bolgesi, fiksed modifikasyon olarak carbamidomethyl
(cysteine), degisken modifikasyon olarak Met oksidasyonu, peptid yuki +1, monoizotopik
kiitle degerleri, peptid kiitle tolerans1 £50 ppm, fragment kiitle tolerans1 +£0.25 Da olarak
belirlenerek MASCOT bilgi bankasinda analiz edildi.

3.6.6. Analizlerde Kullanilan Yazilimlar ve Veri Bankalari

PD Quest Advanced Programi (Bio-Rad, ABD)

Bu yazilim sayesinde jeller iizerinde hem fosfoprotein boyasi ile boyanan
fosfoproteinler hem de total proteom boyasi sonrasi boyanan proteinler analiz edildi. Yine
bu yazilim sayesinde yerleri belirlenen protein spotlari otomatik spot kesici (BioRad)

sayesinde otomatize olarak kesildi.

SwissProt (http://web.expasy.org/)
Bu data bankalar1 tanimlanan proteinlere ait fonksiyonel bilgilerin elde

edilmesi,amaciyla kullanildu.
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Mascot Programi (www.matrixsciencce.com)
MALDI TOF/TOF analizi sonucu elde edilen peptidlere ait rakamsal m/z oranlarini

kullanarak protein tanimlamada kullanildi.

STRING Analizi (http://string-db.org)
Tanimlanan proteinlerin birbirleri ile olan etkilesimlerini ve hangi hiicresel yolaklar

igerisinde yer aldiklarini ortaya koymak icin kullanildi.
Panther (http://pantherdb.org/)

Tanimlanan proteinlere ait metabolik islev, molekiiler fonksiyon, KEGG analizi gibi

biyolojik islevlerine yonelik analizlerin yapilmasinda kullanildu.
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4. BULGULAR
4.1. SH-SYSY Hiicre Hatlarindan WT ve Mutant Parkin Ekspresyon Goriintiilenmesi

Bu tez galismasinda amacimiz WT ve mutant tip Parkin proteini ifade eden
ndroblastoma hiicrelerinde protein fosforilasyon seviyesinde meydana gelen degisimleri

2D tabanli proteomik yaklagimlar kullanarak saptayabilmektir.

Bu amagla yaptigimiz ilk deneyde laboratuvarimizda daha once olusturulmus SH-
SYS5Y hiicre hatlarinin WT ve mutant Parkin ekspresyon kapasitelerini anti-Parkin antikoru
ve WB yaklagimi kullanarak test edildi. Hucreler kultirde % 70 yogunluga geldikten sonra
Tet ile 16 saat boyunca indiiklendi. Indiiksiyon sonrasinda toplanilan hiicrelerden Parkin

ekspresyonunu gosterildi (Cizim 4.1).

Mutant WT
ind unind ind unind

| =1
Parkin . -

Aktin pe—— —_— S— —

Cizim 4.1. WT ve mutant Parkin ekspresyon eden SH-SYS5Y hiicre hatlarinin anti-Parkin
antikoru ile WB analizleri. Anti-Aktin antikoru esit yiiklemenin kontrolii olarak

kullanilmistir (kontrol).

Hiicrelerin 16 saat Parkin ekspresyonu sonrasinda hem WT ve hem de mutant Parkin
proteinlerini beklenen seviyede eksprese ettikleri ve ekspresyonun hiicrelerce siki kontrol
altinda tutuldugu goriildii. Bu siki kontrol bize fosfoproteom seviyesindeki degisikliklerin

Parkin ekspresyonu sonrasinda takip edilebilecegini gosterdi.
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Bu sonuglardan sonra kiiltiire edilen hiicrelerden hazirlanan protein 6ziitleri ile SDS-
PAGE jel elektroforezi yapildi. Elde edilen jeller protein fosforilasyon seviyesini
gorebilmek i¢cin ProQ Diamond fosfoprotein boyasi ile boyandi. Karsilastirma amagh ayni
jeller total protein boyasi olan Sypro Ruby ile boyandi (Cizim 4.2). ProQ Diamond ile
boyanan jellerde normalizasyonu saglayabilmek ve boyamanin dogru yapildigindan emin
olabilmek igin igeriginde iki adet fosforillenmis protein bulunan Peppermint Stick marker
kullanildi. ProQ Diamond ile boyanan jellerde Sypro Ruby ile boyanan jellere nispeten ¢ok
daha az sayida protein bandi goriildi. Bu sonu¢ bize ProQ Diamond’in fosfoproteinleri
secici olarak boyadigini gosterdi. Bu bulgu deneyleri bir sonraki adima tagima konusunda

yeterli bir bulgudur.

ProQ Diamond Boyama SyproRuby Boyama
. WT Mutant . WT Mutant
Pappermint Pappermint
Stick ind unind ind unind Stick ind unind ind unind
TS e— m—
= 116.25
— e
66.2
45 — 45
=
—
236 W 236 -
18 - -
.
2 - - - o s . M

Cizim 4.2. Hucre kilttrinden elde edilen proteinlerin fosforilasyon seviyesini gorebilmek
icin SDS jeller ProQ Diamond fosfoprotein boyasi ve bir de total protein boyasi olan Sypro
Ruby ile boyandi.

Bir sonraki adimda karsilastirmali proteom analizine imkan veren 2D jel
elektroforezi calismalarma baslanildi. ilk yapilan deneylerde 11 cm’lik pH3-10 pre-cast
jeller (BioRad) kullanildi. Ydrdtilen 2D jellerin ProQ Diamond ile boyamalarinda
istenilen ¢oziiniirlilkte protein ayirimi gozlemlenemedi. Aymi jeller Sypro Ruby ile

boyadiginda ise ¢oziiniirliiglin ¢ok daha iyi oldugu tespit edildi (Cizim 4.3).
56



ProQ Boyamasi Sypro Boyamasi

3 pH 10 3 pH 10

T ——

i

Cizim 4.3. Yapilan ve iyi sonug vermeyen ilk 2D jellere ait ProQ ve Sypro boyamalari.

Bu ¢o6ziiniirlik problemini asabilmek icin hazir jeller yerine c¢oziiniirliigli daha
yiiksek oldugu diistiniilen laboratuarimizda hazirladigimiz 7 cm’lik % 12’lik SDS-PAGE
jeller kullanildi. Ancak bu denemeden elde edilen sonuglar da ¢oziiniirliik ag¢isindan yeterli
degildi.

2D jellerde c¢oziiniirliigii arttirmak igin protein Oziitlerinin temizlenmesi yolu
denendi. Bu amagcla proteinler TCA-aseton coktirmesine tabi tutuldular ve coken
proteinler dogrudan 2D jel rehidrasyon tamponunda ¢Ozulerek birinci ve ikinci boyutta

ayrigtirildilar (Cizim 4.4).
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Cizim 4.4. TCA-aseton ¢oktirmesine ile elde edilen proteinlerin 2D jel elektroforezi.

2D jellerin ¢Oziiniirligiinde artig goriilmesi nedeni ile bundan sonraki
kargilagtirilmali ~ fosfoproteom  analizlerinde proteinlerin ~ dnceden  ¢oktiiriilerek

hazirlanmasina ve 2D jellerde yiiriitiilmesine karar verildi.

4.2. WT Parkin ifadesi sonrasi fosfoprotein profilindeki degisiklikler

Bu amacla WT Parkin eksprese eden ve etmeyen hiicrelerden elde edilen protein
oziitleri hazirlandi, proteinler coktiiriilerek 2D jellerde yiiriitiildii. Jeller 6nce ProQ
Diamond fosfoprotein boyasi ile boyandi, jel goriintiileri kaydedildi ve sonrasinda total

protein boyasi olan Sypro Ruby ile boyandi (Cizim 4.5).
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3 pH 10

Pro-Q
Diamond
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Cizim 4.5. WT Tet indiiksiyonu yapilmis (ind) ve yapilmamis (unind) hiicrelerden elde edilen proteinlerin, ProQ ve Sypro boyamasi yapilmig
2D jelleri.
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PDQuest Advance yazilimi kullanarak yapilan spot karsilastirmasi sonrasinda 9 adet
proteinin fosforilasyon seviyelerinde indiiksiyon sonrasi artis oldugu goriildii. Bu
regiilasyon seviyeleri arasindaki farkin net bir sekilde gosterilebilmesi i¢in bu spotlara ait
ProQ Diamond boyamalar: ile Sypro Ruby boyamalari karsilastirildi. Regulasyonun
oldugu ProQ boyamalarinin total protein boyasi olan Sypro Ruby’de olmamasi beklendi.
Regiilasyon gozlenen spotlar tek tek incelendiginde degisimlerin sadece ProQ

boyamalarinda oldugu dogrulandi (Cizim 4.6).

SH-SY5Y WT hiicre hatti
ProQ Boyamasi Sypro Ruby Boyamasi
Tetind Tet unind Tetind Tet unind

ANP32A

HNRPDL

HSP90AA1
HSP90AB1

NASP

PPM1G

TUBA1B
TUBB

YWHAE

HSPD1

Cizim 4.6. WT ind hiicrelerinde ekspresyon seviyesinde artis gézlenen protein spotlarinin

ProQ ve Sypro boyamalarinin yakin plan karsilastirilmalari.

WT Parkin indiiksiyon sonrasi artis gozlenen spotlar jellerden kesildikten sonra

MALDI TOF/TOF analizi ile tanimland1 (Cizelge 4.1. Cizim 4.7).
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Cizelge 4.1. WT Parkin indiiksiyonu sonrasi elde edilen fosfoproteinlerin MALDI TOF/TOF sonuglari.

SSP | AC No | Protein Molekuler | MALDI | Beklenme Eslesen pl Dizi Tanim
No Ad1 Agirhgi Skoru Skoru Peptidler Eselesmesi
(Da) (Expectation) (%)

4606 | PO7900 | HSP9OAAL | 84607 | 525 6.4¢-049 42 |a94| 43 gHOeztISEZCk protein HSP

5603 | P08238 | HSP9OABL | 83212 337 4,00E-30 27 |497| 28 g'g_festg“k protein HSP

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

4407 | PO7437 | TUBB 49639 623 16-058 40 | 478 64 Tubulin beta chain

2504 | P49321 | NASP 85186 224 8.1e-019 23 | 426 22 Nuclear autoantigenic
sperm protein

2606 | 015355 | PPM1G 59235 125 6.4-009 17 | 428 31 Protein phosphatase 1G

6203 | 014979 | HNRPDL | 46409 144 8,10E-11 14 |9s9| 19 | Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein D-like

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

1109 | P39687 | ANP32A 28568 267 4,00E-23 17 3,99 38 nuclear phosphoprotein 32
family member A

5510 | P10809 | HSPD1 61016 395 6.46-036 20 |57 g | U IDE S SR OO
mitochondrial
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MALDI TOF/TOF tablosunda alinan sonuglar (i) en iyi protein skoruna (ii) beklenti
degerine (iii) eslenen peptid sayisina ve (iv) belirlenen protein dizi miktarma gore
degerlendirildi. Bu degerlendirmeler 1s18inda tanimlanan tiim proteinlerin istatistiksel
olarak anlamli olduklar1 goriildi. Ayrica tanimlanan proteinlere ait protein molekiler

agirliklar jel iizerinde gozlemlenen protein agirliklar ile eslesebildigi gézlendi.

3 pH 10

# g

1

-
- -

)
116.25 i i

e

e 8 W rrpeiy ""‘

66.2 Né\SP

HSPD1 s
- HNRPDL -~
TUBA1B TUBB .

e VHAE
P32A

236

NP3

o
144 (S -

Cizim 4.7. WT ind hiicrelerde tanimlanan spotlarin 2D jellerdeki konumlari.

Tanimlanan proteinler i¢in yapilan Swissprot/Uniprot veri bankasi aragtirmasinda bu

proteinlerden 10 tanesinin fosforilasyona ugradiginin daha o6nce bilindigi belirlendi
(Cizelge 4.2)

62



Cizelge 4.2. WT Parkin indiiksiyonu sonrasi tanimlanan fosfoproteinlerin Uniprot veri

bankasina gore fosforilasyon yerleri.

Tammlanan | UniProt PTM Fosforillenmis residiiler ve yerleri

proteinler No.

HS90A P07900 Fosforilasyon | Fosfotreonin 5,7. Fosfoserin 231, 252, 263, 476, 641.
Fosfotirozin 313,492

HS90B P08238 Fosforilasyon | Fosfoserin 226, 255, 261, 307, 445, 452, 532,
669,718. Fosfotreonin 297. Fosfotirozin 301, 305,
484

TBA1B P68363 Fosforilasyon | Fosfoserin 48, 232, 439

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

NASP P49321 Fosforilasyon | Fosfotreonin 123, 170, 390, 464, 477, 490, 683.
Fosfoserin 127, 176, 189, 191, 244, 299, 321, 397,
408, 421, 451, 497, 503, 662, 705, 706, 726, 745,
751, 756

PPM1G 015355 Fosforilasyon | Fosfotreonin 122. Fosfoserin 183, 527

HNRDL 014979 Fosforilasyon | Fosfoserin 241

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

ANP32 P39687 Fosforilasyon | Fosfotreonin 15. Fosfoserin 17, 158

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

4.3. Mutant Parkin Ifadesi Sonrasi Fosfoprotein Profilindeki Degisiklikler

Bu amacla mutant Parkin eksprese eden ve etmeyen hiicrelerden elde edilen protein

ozitleri hazirlandi, proteinler ¢oktiiriilerek 2D jellerde yiiriitiildi. Jeller 6nce ProQ

Diamond fosfoprotein boyasi ile boyandi, jel goriintiileri kaydedildi ve sonrasinda total

protein boyasi olan Sypro Ruby ile boyandi (Cizim 4.8).
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AE “unind” AE“ind”

pH

Pro-Q

45 _ A
Diamond

236

Sypro
Ruby

236 —

18 —
144 _

Cizim 4.8. Mutant (AE) Tet indiiksiyonu yapilmis (ind) ve yapilmamis (unind) hiicrelerden elde edilen proteinlerin, ProQ ve Sypro boyamasi
yapilmis 2D jelleri.
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PDQuest Advance yazilimi kullanarak yapilan spot karsilagtirmasi sonrasinda 6 adet
proteinin fosforilasyon seviyelerinde indiiksiyon sonrasi artis oldugu goriildii. Bu
regiilasyon seviyeleri arasindaki farkin net bir sekilde gosterilebilmesi icin bu spotlara ait
ProQ Diamond boyamalar1 ile Sypro Ruby boyamalari karsilastirildi, regiilasyonun oldugu
ProQ boyamalarinin total protein boyasi olan Sypro Ruby’de olmamasi beklendi.
Regiilasyon gozlenen spotlar tek tek incelendiginde degisimlerin sadece ProQ

boyamalarinda oldugu dogruland: (Cizim 4.9).

SH-SY5Y Mutant hiicre hatti

ProQ Boyamasi Sypro Ruby Boyamasi
Tetind Tet unind Tetind Tet unind

ACTB N
CKB

ENO1

HSPATA

NPM1T

P4HB

Cizim 4.9. Mutant ind hiicrelerinde ekspresyon seviyesinde artis gozlenen protein

spotlarinin ProQ ve Sypro boyamalarinin yakin plan karsilastirilmalari.

Indiiksiyon sonrasi artis gdzlenen spotlar jellerden kesildikten sonra MALDI

TOF/TOF analizi ile tanimland1 (Cizim 4.10, Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Mutant Parkin indiiksiyonu sonrasi elde edilen fosfoproteinlerin MALDI TOF/TOF sonuglari.

SSP AC No | Protein Molekuler | MALDI Beklenme Skoru | Eslesen pl Dizi Tanimi
No Adi Agirhgi Skoru (Expectation) Peptidler Eselesmesi
(Da) (%)

Heat shock 70

5509 | P08107 | HSPALA 70009 641 1,60E-60 23 5,48 22 kDa protein
1A/1B
Protein

3410 | PO7237 P4HB 57081 735 6.4e-070 42 4,76 55 disulfide-
isomerase
Actin,

5308 | P60709 | ACTB 41710 396 5.1e-036 22 5,29 46 .
cytoplasmic 1
Creatine kinase

5309 | P12277 CKB 42617 568 3.2e-053 34 5,34 59 S

4309 | P06748 NPM1 32555 235 6.4e-020 13 4,64 40 Nucleophosmin

6406 | P06733 ENO1 47139 369 2.6e-033 25 7,01 43 Alpha-enolase
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Pappermint
Stick 3 — pH 10

116.25

66.2

HSPA1A

45

18‘ :
144 t__ -
—

Cizim 4.10. Mutant ind hiicrelerde tanimlanan spotlarin 2D jellerdeki konumlart.
Tanimlanan proteinler igin yapilan Swissprot veri bankasi arastirmasinda bu
proteinlerden 5 tanesinin fosforilasyona ugradiginin daha once bilindigi belirlenirken bir

adet proteinin bu data bankasinda fosforilasyonuna iligkin bilgi bulunmadig1 belirlendi
(ACTB) (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Tanimlanan fosfoproteinlerin Uniprot veri bankasina goére

fosforilasyon

yerleri.

Tammlanan | UniProt PTM Fosforillenmis residiiler ve yerleri

proteinler No.

HSP71 P08107 Fosforilasyon Fosfoserin 631, 633. Fosfotreonin 636

PDIA1 P07237 Fosforilasyon Fosfoserin 357

ACTB P60709 - -

CKB P12277 Fosforilasyon Fosfoserin 4, 199, 309. Fosfotreonin 35, 322.
Fosfotirozin 125

NPM1 P06748 Fosforilasyon Fosfoserin 4, 10, 43, 70, 125, 137, 139, 227,
242, 243, 254, 260. Fosfotreonin 75, 95, 199,
237,279

ENO1 P06733 Fosforilasyon Fosfoserin 27, 254, 272, 291. Fosfotirozin 44,
287

4.4. Fosfoproteinlerin Zenginlestirilmesi ve 2D Analizi

ProQ Diamond fosfoprotein boyasi ile yapilan analizlerin yanilgi paymnin olmasi
nedeni ile yukaridaki deneylerin bulgularinin dogrulanmasi gerekmektedir. Bu amagla iki
farkli yaklasim kullanilabilir. Bu yaklagimlardan birincisi immiin-¢oktirme metodu
kullanilarak fosfoproteinlerin anti-serin, anti-treonin ve anti-tirozin antikorlar1 ile
coktiirilmesi ve c¢oken proteinlerin tanimlanmasidir. Ancak bu yaklagimda c¢oktiirme
kosullarina bagli olarak (kullanilan tween20 konsantrasyonu gibi) 0zglin olmayan
proteinlerin tanimlanmasi yiiksek olasiliktadir. Ikinci yaklasim ise fosfoproteinlerin
titanium dioxide (TiO2) kolon kullanilarak zenginlestirilmesi ve kolondan indirilen
(indirilmise) fosfoproteinlerin tanimlanmasidir. Bu tez kapsaminda kolon zenginlestirme
metodu kullanilmis, zenginlestirilen fosfoproteinler iki boyutlu jel iizerinde ayirima tabi

tutulmus, jeller ProQ Diamond boyasi ile boyanarak fosfoproteinler goriiniir hale

getirilmistir (Cizim 4.11).
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Fosfoproteom Kiti Eltisyonlar

Pro-Q Diamond SyproRuby

3 pH 10 3 pH 10

250
130

100
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| 55
Flow-through
35
25

15
10

250
130

- 100
70

55
ElGsyonlar

i 35
- 25

Cizim 4.11. Fossfoprotein zenginlestirmesi sonrasi elde edilen fraksiyonlara ait 2D jellerin ProQ ve Sypro boyamalari.
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Cizim 4.11°de de goriilecegi lizere, kolona baglanmayan (flow-through) ile yapilan
2D jeller ProQ ile boyandiginda herhangi bir fosfoprotein spotu géziikmemekte, bunun
aksine kolona baglanip da kolondan indirilen (eliisyon) fosfoproteinler ise ProQ boyasi ile
gorliniir hale gelmektedir. Aynmi jellerin kontrol amacgli Sypro boyasi ile boyanmasi

sonrasinda her iki jelde de total protein spotlar1 goriiniir hale gelmistir.

Beklentimiz kolondan indirilen proteinler arasinda daha 6nce karsilastirmali proteom
analizinde tanimladigimiz ve fosfoprotein olarak diislindiiglimiiz proteinlerin bulunmasi
yoniindedir. Bu amagla kolondan indirilen fosfoproteinler ile yapilan jelden 34 protein

spotu kesildi ve bunlar MALDI TOF/TOF ile tanimland1 (Cizelge 4.5, Cizim 4.12).
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Cizelge 4.5. Fosfoprotein zenginlestirme kolonu kullanilarak elde edilen fosfoproteinlerin MALDI TOF/TOF analizi sonuglari.

AC No Protein Molekuler | MALDI | Beklenme Eslesen pl Dizi Tanim
Ad1 Agirhg Skoru | Skoru Peptidler Eslesmesi
(Da) (Expectation) (%)
092688 ANP22B 28770 21 1. 70E402 5 304 8% AC|d|c.Ieucme—r|ch nuclear phosphoprotein
32 family member B
P04264 KRT1 65999 109 2.60E-07 19 8.15 30% Keratin, type Il cytoskeletal 1
P39687 28568 45 0.58 10 3.99 28% Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein
ANP32B .
32 family member A
Q9H1K1 ISCU 17926 29 27 7 9.54 53% Iron-sulfur cluster assembly enzyme ISCU,
mitochondrial
5 - - — =
Q9P291 ARMCX1 49150 30 23 10 9.32 21% Arma}dlllo repeat-containing  X-linked
protein 1
P04264 KRT1 65999 91 1.60E-05 18 8.15 36% Keratin, type Il cytoskeletal 1
P13645 KRT10 58792 60 0.018 17 5.13 20% Keratin, type | cytoskeletal 10
5 - - - - -
Q9Y6G9 DYNCILIL 56544 19 2.40E+02 6 6.01 12% Cyt_oplasmlc dynein 1 light intermediate
chain 1
5 - -
000264 PGRMCL 21658 74 0.00088 10 4.56 29% Membrane-associated progesterone

receptor component 1
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P24534 EEF1B2 24748 231 1.6e-019 16 4.5 29% Elongation factor 1-beta
Q13765 NACA 23370 149 2.60E-11 10 4,52 28% Nascent polypeptide-associated complex
subunit alpha
P06748 NPM1 32555 267 4.00E-23 24 4.64 44% Nucleophosmin
095400 37623 55 0.06 7 4.49 15% CD2 antigen cytoplasmic tail-binding
CD2BP2 .
protein 2
P49321 NASP 85186 116 5.10E-13 22 4.26 22% Nuclear autoantigenic sperm protein
Q13610 PWP1 55793 102 1.30E-06 22 4.6 24% Periodic tryptophan protein 1 homolog
P14314 PRKCSH 59388 278 3.20E-24 30 4.33 32% Glucosidase 2 subunit beta
P29692 EEF1D 31103 349 2.60E-31 25 4.9 39% Elongation factor 1-delta
Q9H1K1 ISCU 17926 20 2.20E+02 4 9.54 13% Iron-sulfur cluster assembly enzyme ISCU,
mitochondrial
P07910 33650 275 6.40E-24 22 4.95 42% Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins
HNRNPC
cl/c2
P07910 33650 292 1.30E-25 28 4.95 37% Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins
HNRNPC
Ccl/c2
P68363 TUBA1B 50120 406 5.10E-37 35 4,94 50% Tubulin alpha-1B chain
P08238 | HSP90AB1 83212 537 4.00E-50 41 4.97 45% Heat shock protein HSP 90-beta
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Q00839 | HNRNPU 90528 237 4.00E-20 25 5.76 17% Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U

P33316 DUT 26690 52 0.14 12 9.65 34% Deoxyuridine 5'-triphosphate
nucleotidohydrolase, mitochondrial

P23528 CFL1 18491 63 0.0093 12 8.22 43% Cofilin-1

P10644 PRARIA 42955 112 1.30E-07 16 5.27 27% cAMP-dependent protein kinase type I-
alpha regulatory subunit

P20042 EIF2S2 38364 257 4e-022 30 5.6 43% Eukaryotic translation initiation factor 2
subunit 2

P61978 HNRNPK 50944 364 8.10E-33 34 5.39 46% Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K

P61978 HNRNPK 50944 282 1.3e-024 24 5.39 38% Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K

Q9BWF3 RBM4 40289 344 8.10E-31 30 6.61 51% RNA-binding protein 4

QouUQ80 PA2G4 43759 121 1.6e-008 18 6.13 19% Proliferation-associated protein 2G4

Q14103 HNRNPD 38410 140 2.00E-10 21 7.62 28% Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
DO

P25789 PSMA4 29465 297 4.00E-26 19 7.57 53% Proteasome subunit alpha type-4

Q14103 HNRNPD 38410 106 5.1e-007 18 7.62 29% Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein

DO
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Cizim 4.12. Fosfoprotein zenginlestirme kolonu kullanilarak elde edilen fosfoproteinlerin

tanimlama sonrasi 2D jel iizerindeki konumlari.

Tanimlanan proteinler igin yapilan Swissprot veri bankasi arastirmasinda, bu

proteinlerden 27 tanesinin fosforilasyona ugradigi goriildii. Bunlarin arasindan dort tanesi
(NASP, HSP90, HNRPD, NPM) karsilastirmali fosfoprotein analizinde tanimladigimiz

proteinler arasinda bulunmaktadir. Dolayisiyla bu deney sonucu bize karsilastirmali

fosfoprotein analizlerinin giivenilir olduguna isaret etmektedir (Cizelge 4.6). iki adet

proteinin ise bu data bankasinda fosforilasyonuna iligkin bir bilgi yoktur.

Cizelge 4.6. Zenginlestirme sonrasi elde edilen fosfoproteinlerin Uniprot veri bankasina

gore fosforilasyonlarin yerleri.

Tammlanan | UniProt | PTM Fosforillenmis residiiler ve yerleri
proteinler No.

ANP22B Q92688 Fosforilasyon | Fosfoserin 158. Fosfotreonin 244
KRT1 P04264 Fosforilasyon | Fosfoserin 18, 21, 66, 344
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ANP32B P39687 Fosforilasyon | Fosfotreonin 15. Fosfoserin 17, 158

ISCU Q9H1K1 - -

ARMCX1 Q9P291 - -

KRT1 P04264 Fosforilasyon | Fosfoserin 18, 21, 66, 344

KRT10 P13645 Fosforilasyon | Fosfoserin 14, 16, 42, 53,56,170

DYNCI1LI1 | Q9Y6G9 Fosforilasyon | Fosfoserin 07, 398, 405, 412, 419, 421, 427, 487, 510, 516.
Fosfotreonin 213, 408, 512, 513, 515

PGRMC1 000264 Fosforilasyon | Fosfoserin 54, 57, 181. Fosfortreonin 74

EEF1B2 P24534 Fosforilasyon | Fosfoserin 8,42,95, 106, 174. Fosfotreonin 88, 93

NACA Q13765 Fosforilasyon | Fosfoserin 43, 132, 166, 186, 191,203. Fosfotreonin 159, 161

NPM1 P06748 Fosforilasyon | Fosfoserin 4, 10, 43, 70, 125, 137,139, 227, 242, 243, 260.
Fosfotreonin 75, 95, 199, 219, 234, 237, 279

CD2BP2 095400 Fosforilasyon | Fosfoserin 46, 49, 188, 194, 195

NASP P49321 Fosforilasyon | Fosfotreonin 123, 170, 390, 464, 477, 490, 683. Fosfoserin 127,
176, 189, 191, 244, 299, 321, 397, 408, 421, 451, 497, 503, 662,
705, 706, 726, 745, 751, 756

PWP1 Q13610 Fosforilasyon Fosfoserin 50, 57, 59, 485, 494. Fosfotreonin 21, 55, 86

PRKCSH P14314 Fosforilasyon | Fosfoserin 24, 89, 168,383, 390, 434

EEF1D P29692 Fosforilasyon | Fosfoserin 37, 44, 60, 86, 106, 119, 133, 162. Fosfotreonin 73,
129, 147

ISCU Q9HIK1 | - -

HNRNPC P07910 Fosforilasyon | Fosfoserin 113, 115, 121, 162, 166, 233, 238, 239, 241, 253,
260, 299, 306. Fosfotreonin 109

HNRNPC P07910 Fosforilasyon | Fosfoserin 113, 115, 121, 162, 166, 233, 238, 239, 241, 253,
260, 299, 306. Fosfotreonin 109

TUBAI1B P68363 Fosforilasyon | Fosfoserin 48, 232, 439

HSP90AB1 P08238 Fosforilasyon | Fosfoserin 246, 255, 261, 307, 445, 452, 669, 718 Fosfotreonin
297, 479. Fosfotirozin 301, 305, 484

HNRNPU Q00839 Fosforilasyon | Fosfoserin 59, 66, 267, 271. Fosfotreonin 286, 532, 582
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DUT P33316 Fosforilasyon | Fosfoserin 88, 99

CFL1 P23528 Fosforilasyon | Fosfoserin 3, 8, 156. Fosfotreonin 25. Fosfotirozin 68, 140
PRAR1A P10644 Fosforilasyon | Fosfoserin 3, 77, 83, 101, 258. Fosfotreonin 75
EIF2S2 P20042 Fosforilasyon | Fosfoserin 2, 13, 67, 105, 158, 218. Fosfotreonin 31, 36, 111

HNRNPK P61978 Fosforilasyon | Fosfoserin 36, 75, 116, 214, 216, 284, 379, 420. Fosfotreoin 39.

Fosfotirozin380

HNRNPK P61978 Fosforilasyon | Fosfoserin 36, 75, 116, 214, 216, 284, 379, 420, Fosfotreoin 39.

Fosfotirozin380

RBM4 Q9BWF3 | Fosforilasyon | Fosfoserin 86, 309

PA2G4 Q9UQ80 | Fosforilasyon | Fosfoserin 2, 335, 361. Fosfotreonin 366, 386

HNRNPD Q14103 Fosforilasyon | Fosfoserin 71, 80, 82, 83, 190, 271. Fosfotreonin 91, 127, 193

PSMA4 P25789 Fosforilasyon | Fosfoserin 13, 75, 173

HNRNPD Q14103 Fosforilasyon | Fosfoserin 71, 80, 82, 83, 190, 271. Fosfotreonin 91, 127, 193

Not: Tamimlanan protenilerden iki tanesinin (-) fosforilasyonuna iligkin bir bilgi data bankasinda yoktur.

4.5. WT ve Mutant Parkin indiiksiyonu Sonrasi Artis Gézlenen Fosfoproteinlerin

Yolak Analizleri icin STRING Programinin Kullanilmasi.

WT Parkin indiiksiyonu sonrasinda ekspresyonunda artis bulunan 9 fosfoprotein
kendi iclerinde STRING analizine tabi tutulduklarinda HSP90AA1, HSP90ABI,
TUBAI1B, TUBB ve HSPDI1 proteinleri arasinda bir etkilesim oldugu ortaya ¢ikmistir
(Cizim 4.13.A ). Parkin ve PINK1 ile olan iliskinin de ortaya konulmasi amaci ile analize
disaridan bu iki protein de dahil edilmis ve analiz tekrarlanmistir. Parkin ve PINK1’inde
bir 6nceki STRING analizinde iliski igerisinde olan proteinler ile ayni1 gruba dahil oldugu
ortaya c¢cikmistir (Cizim 4.13.B). Yapilan bir diger analiz ise, bizim tanimladigimiz
proteinler arasinda olmayan, fakat ayni hiicresel yolaklarda bulunabilecek diger proteinleri
de STRING analizine eklemek olmustur, bunun i¢in etkilesim sayisi arttirtlmis ve analiz
tekrarlanmistir.  Etkilesim sayis1 arttirildiginda tanimlanan proteinlerden NASP ve
PPM1G’nin de olusan yeni etkilesim aginin icerisinde yer aldig1 goriilmiis ve daha genis

bir hiicresel yolak ortaya ¢ikmistir (Cizim 4.13.C).
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Cizim 4.13. WT Parkin indiiksiyonu sonrasinda artmig bulunan 9 fosfoproteinin STRING

analizi.

Mutant Parkin indiiksiyonu sonrasinda artmis bulunan 6 fosfoprotein kendi iclerinde
STRING analizine tabi tutulduklarinda ise HSPA1A, P4HB, ACTB, ENO1 ve CKB
proteinleri arasinda bir etkilesim olustugu ve NPM1’in bu grupta yer almadig1 gozlenmistir

(Cizim 4.14.A). Parkin ve PINK1 ile olan iliskinin de ortaya konulmasi amaci ile analize
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disaridan bu iki protein de dahil edilmis ve analiz tekrarlanmistir. Parkin ve PINK1’ninda
daha once iliski igerisinde olan proteinler ile ayni gruba dahil olmadigi bunun yerine
NPM1 ile iliskiye gectigi analiz sonucu ortaya ¢ikmustir (Cizim 4.14.B). Yapilan bir
sonraki analiz yine, bizim tanimladigimiz proteinler arasinda olmayan fakat ayni hiicresel
yolaklarda bulunabilecek diger proteinleri de STRING analizine eklemek olmustur. Bunun
icin etkilesim sayisi arttirllmis ve analiz tekrarlanmistir. Etkilesim sayisi arttirildiginda
tanimlanan proteinlerden hepsinin de olusan agin igerisinde yer aldig1 goriilmiis ve daha

genis bir hiicresel yolak ortaya ¢ikmistir (Cizim 4.14.C).

HSPAIA

UBE2L3

GPR37

Cizim 4.14 Mutant Parkin indiiksiyonu sonrasinda artmis bulunan 6 fosfoproteinin

STRING analizi.
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4.6. WT Parkin ve Mutant Parkin ifadesi Sonras1 Tamimlanan Proteinlerin

Arttirllmis Etkilesim A8 Sonrasi Yapilan PANTHER Analizi.

WT Parkin ifadesi sonrasi tanimlanan proteinlerin etkilesim ag1 sonrasi yapilan

PANTHER analizinden elde edilen sonuglar Cizelge 4.7'de verilmistir.

Cizelge 4.7. WT Parkin indiiksiyonu yapilan hiicrelere ait PANTHER analizi tablosu.

BiYOLOJIK ISLEV

Yolak ID Yolak Tanimi Gozlenen gen sayisi FD orant
G0.0009408 Is1 stresine cevap 6 4,00E-05
G0.1901215 Noron 8luminin negatif regulasyonu 6 4,00E-05
G0.1902176 Oksidatif stres indiiklenmis apoptosisin regiilasyonu 4 4,00E-05
G0.1903377 Oksidatif stres indiiklenmis noronal apoptosisin regiilasyonu 3 4,00E-05
G0.0006457 Protein katlanmasi 6 7.66e-05
MOLEKULER FONKSIYON

Yolak ID Yolak Tanim Gozlenen gen sayisi FD oram
G0.0051087 Saperon baglama 5 1.6e-05
G0.0019899 Enzim baglama 11 2.95e-05
G0.0030235 Nitrik oksit sentaz reglilator aktivite 3 2.95e-05
G0.0031625 Ubikuitin protein ligaz baglama 6 5.83e-05
G0.0023026 MHC smuf II protein kompleks baglama 3 0.000104
HUCRESEL BILESEN

Yolak ID Yolak Tanimi Gozlenen gen sayisi FD orant
G0.0043209 Myelin kilif 5 0.000938
G0.0005829 Sitozol 13 0.00154
G0.0097413 Lewy cisimcigi 2 0.00361
G0.0042995 Hiicre projeksiyonu 9 0.00614
G0.0016234 Inkliizyon cisimcigi 3 0.0102
KEGG YOLAGI

Yolak ID Yolak Tanim Gozlenen gen sayisi FD oram
5215 Prostat kanser 4 0.00055
4151 PI3K-Akt sinyal yolag1 5 0.00207
4621 NOD-like reseptor sinyal yolag: 3 0.00207
5200 Kanser sinyal yolagi 5 0.00207
4914 Progesteron yardimiyla oosit olgunlagmasi 3 0.00465
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Mutant parkin ifadesi sonrasi tanimlanan proteinlerin artirilmis etkilesim ag1 sonrasi

yapilan PANTHER analizinden elde edilen sonuclar Cizelge 4.8'de verilmistir.

Cizelge 4.8. Mutant Parkin indiiksiyonu yapilan hiicrelere ait PANTHER analizi tablosu.

BiYOLOJIK iSLEV
Yolak ID Yolak Tanimu Gozlenen gen sayisi FD orani
G0.0042417 Dopamin metabolik isleyisi 4 7.23e-05
G0.1900407 Oksidatif stresse hiicre yanitinin diizenlenmesi 4 0.00047
G0.0031647 Protein stabilitesinin diizenlenmesi 5 0.000667
G0.0042053 Dopamin metabolik isleyisinin diizenlenmesi 3 0.000667
Kiigiik molekiiller tarafindan protein modifikasyonunun
G0.1903322 diizenlenmesi 5 0.000667
MOLEKULER FONKSIYON
Yolak ID Yolak Tanimi Gozlenen gen sayisi FD oran1
G0.0019899 Enzim baglama 11 3.9e-06
G0.0031625 Ubikuitin ligaz baglama 6 2.5e-05
G0.0005515 Protein baglama 15 2.74e-05
G0.0042802 Benzer protein baglama 8 0.000342
G0.0055106 Ubikuitin-protein transfer diizenleyici aktivite 2 0.00933
HUCRESEL BiLESEN
Yolak ID Yolak Tanim Gozlenen gen sayisi FD orani
G0.0097413 Lewy cisimcigi 2 0.00453
G0.1902494 Katalitik kompleks 7 0.00453
G0.0030529 Ribonukleoprotein kompleks 6 0.00521
G0.0000785 Kromatin 5 0.00527
G0.0016234 Inkliizyon cisimcigi 3 0.00527
KEGG YOLAGI
Yolak ID Yolak Tanimi Gozlenen gen sayisi FD orani
5012 Parkinson Hastalig1 6 4.4e-07
4141 ER’da protein islenmesi 4 0.00153
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5. TARTISMA

Ubikitinlenme proteinlerin proteozomlarda par¢alanmasi i¢in kullanilan bir
isaretleyici olarak gorev yapmaktadir. Detaylar1 bilinen bu gorevinin yaninda
ubikitinlenme sinyal iletimi, enzimatik aktivasyon, endositoz, protein trafigi ve DNA
tamiri gibi protein parcalanmasi ile iligskisi olmayan metabolik proseslerde rol aldigi da
bilinmektedir (Fujiwara ve dig. 2008; Kao 2009). Parkin proteininin ubikitinlenme
olayindaki rolii iyi bilinmektedir. Gegtigimiz birka¢ yil icerisinde ubikitinlenme ile
fosforilasyon arasindaki ¢apraz iletisim arastirilmaya baslanmis ve bu iki metabolik olayin
Okaryotlarda sinyal metabolizmasindaki ana olaylar1 yonlendirdigi goriilmiistiir. Bu tez
calismasinda yapilan deneyler, Parkin tarafindan indiiklenmis ubikitinlenme sonrasi total
fosfoproteomda meydana gelebilecek degisiklikleri anlamak amaciyla yapilmistir. Bu
calismada Parkin proteinleri ekspresyonlar1 sonrasi fosforilasyon durumlarinda degisiklik
olan ¢Oziinilir proteinler tanimlanmigtir. Aslinda tanimlanan bu proteinlerin statiilerindeki
bu degisikliklerin WB gibi bir metod ile dogrulanmalar1 gerekmektedir. Ancak bu
proteinlere karsi gelistirilmis anti-fosfo antikorlar1 olmadigi icin bu deneyler bu tez
kapsaminda yapilamamistir. Bu nedenle alternatif bir strateji olarak fosfoprotein
zenginlestirme yaklagimi kullanilmis ve bazi proteinlerin fosforilasyon seviyesindeki

degisiklikleri burada da gosterilmistir.

PANTHER analizine gore WT Parkin indiiksiyonu sonrasi fosforile olan proteinler
biyolojik islev ve molekiler fonksiyon olarak strese karsi olusturulan mekanizmalar1 isaret
etmektedir. Hiicresel bilesen olarak ise sinir hiicrelerinde bulunan myelin kilif ile alakali
proteinler agirlik kazanmaktadir. Yapilan KEGG analizi ise prostat kanseri ve PI3K-AKT
sinyal yolagmi gostermekte olup kanser olusum mekanizmasina ait yolaklarin agirlikta

oldugunu bizlere gostermektedir (Cizelge 4.7).

Ilging olarak mutant Parkin indiiksiyonu sonrasinda tanimlanan fosforile proteinlerin
genigletilmis PANTHER analizi sonrasinda biyolojik islev olarak dopamin metabolik
islevi, molekiiler fonksiyon olarak enzim baglama ve ubikitinlenme, hiicresel islev olarak
Lewy cisimcigi ve KEGG analizinde ise Parkinson hastaligi ve endoplazmik retikulumda

protein islenmesi ¢ikmistir (Cizelge 4.8).
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WT Parkin indiiklenmis hiicrelerden elde edilen sonuclarda ifade artis1 goérdiigiimiiz
HSP90AAL ve HSP90ABL proteinleri, hiicre dongistni ve sinyal iletimini kontrol eden
proteinlerin olgunlasmalarinda, yapisal biitiinliiklerinin korunmasinda ve aktivitelerinin
diizenlenmesinde rol oynarlar. Calismamizda fosforile oldugunu buldugumuz
HSP90AAT1’nin (HSP90a), 6zellikle DNA hasar1 sonrasinda fosforile oldugu ve DNA ¢ift
iplik kiriklarinin bulundugu bélgede olusan tamir kompleksi igerisinde fosforillenmis halde
bulundugu yapilan caligmalar ile gosterilmistir (Quanz ve dig. 2012). Ayrica HSP90a
fosforilasyonun DNA hasar1 sonrast DNA-bagimli protein kinaz (DNA-PK) tarafindan
fosforile edildigi ve hasar bolgesine ko-lokalize olduklari bir diger caligmada ortaya

konulmustur (Solier ve dig. 2012).

TUBAILB ve TUBB mikrotiibiillerin temel yapitaslarindandir. Iki molekiil GTP’yi
baglarlar. Yapilan c¢alismalar pek ¢ok fosforilasyonunu ortaya koymustur. Ren ve ark.,
yapmis oldugu bir calismada ise Parkin'in o/f Tubulin’i bagladigi ve bu proteinin
ubikitinlenmenin ve degredasyonunu arttirdigini ortaya koymustur (Ren ve dig. 2003).
Bizim bulgularimizda da bu iki proteinin fosforilasyonlarinin WT Parkin indiiklenmis

hiicrelerde arttig1 ortaya konulmustur.

Niklear otoantijenik sperm protein (NASP) DNA replikasyonu, normal hiicre
dongiisli ve ¢ogalmasi icin gerekli bir proteindir. NASP, HSP90 ve H1 histon kompleks
olugturarak HSP90 ATPase aktivitesini stimiile eder. NASP’in WT Parkin indiiksiyonu

sonrast artmas1 HSP90 ile olan kompleksi i¢in gerekli olabilir.

WT Parkin indiiksiyonu sonucu fosforilasyon seviyesinde artis gozlenen bir diger
protein ise Protein Phosphatase 1 (PP1)’in bir isoformu olan PPM1G dir. PP1 (yeleri PP1-
interacting proteinler (PIPs) ile kompleks olusturarak ilgili proteinin fonksiyonunu kontrol
ederler (Verbinnen ve dig. 2017). PPML1G, proteinlere serin/treoninden baglanmis olan
fosfat gruplarim  kopararak defosforilasyon reaksiyonunu Katalizler.  Ozellikle
ndrotransmisyon, kas kasilmasi, glikojen sentezi, T-hiicre aktivasyonu, noronal plastisite
ve hiicre ¢ogalmasi gibi yolaklarda hiicre i¢i sinyal iletiminde 6nemli gorevleri vardir
(Aggen ve dig. 2000). Bizim sonuglarimizda gozlemledigimiz artmig fosforilasyonu bu

yolaklarin negatif etkilenmesinde rol oynayabilir.
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HNRNPDL proteini, hicrenin hemen hemen her yerinde bulunan heterojen nuklear
ribonukloproteinlerinin - (hnRNPS) bir alt ailesidir. hnRNP'ler RNA’ya baglanan
proteinlerdir ve heterojen niiklear RNA (hnRNA) ile kompleks olustururlar. Bu ailenin
iiyeleri sadece mRNA olgunlagmasina katkida bulunmazlar ayn1 zamanda hiicrede trans-
faktor olarak gorev yaparak gen ifadesinin diizenlenmesinde de rol alirlar (Chaudhury ve
dig. 2010). Bizim sonuglarimizda fosforilasyon seviyesinde artis gozlemledigimiz
HNRNPDL, fosforile olarak hiicresel lokalizasyonunu degistirebilir veya hedef

molekiillerine baglanma potansiyeli degisebilir.

14-3-3 protein ailesi memelilerde fosfo-serin/fosfo-treonin baglama aktivitesi
sayesinde 700 den fazla farkli protein ile interaksiyon halindedir. 14-3-3 ailesi Uyeleri
baglandiklar1 proteinlerin stabilitelerini, hiicre i¢i lokalizasyonlarin1 ve katalitik
aktivitelerini etkileyen onemli bir protein ailesidir (Uhart ve dig. 2013). 14-3-3-
proteinlerinin bazi iiyelerinin PH’nin patofizyolojisinde a-siniikleine baglandig1 ifade
edilmis olup LC yapisina katilmaktadir (Ostrerova ve dig. 1999). Bizim bulgularimiz
arasinda bulunan YWHAE (14-3-3 ¢) proteini de bu ailenin bir iiyesidir, fonksiyonlar
arasinda ubikuitin protein ligaz baglama da vardir, artmis fosforilasyonu bu fonksiyonunu

negatif yonde etkileyebilir.

ANP32A noron gelisimi, transkripsiyonun regiilasyonu ve apoptosis gibi dnemli
hiicresel faaliyetlerde gorev alir. Halen memeli beyin gelisimindeki rolii tam olarak
bilinmemesine ragmen, Ozellikle serebellar korteks ve serebellumdaki ndronlarin
fonksiyon ve farklilasmasinda 6nemli etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Wang ve dig. 2015).
Sonuglarimiza gore artmis ANP32A fosforilasyonu dopaminerjik hicreler olan SH-

SY5Y lerin fonksiyonlar ile iliskili olabilir.

HSPDI mitokondrial proteinlerin importunda goérev alan saperonin proteinlerinden
biridir. Hspl0 ile birlikte mitokondriye tasinan proteinlerin dogru katlanmasinda rol
almaktadir. Satoh ve ark., yapmis olduklar1 bir ¢alismada 14-3-3 proteinleri ile HSPD1’in
belirli fizyolojik kosullarda merkezi sinir sisteminde kompleks olusturduklarini
gostermistir (Satoh ve dig. 2005). Bizim sonuglarimizda indiiklenmis WT Parkin’e baglh
olarak fosforilasyonunda artis g6zlenen HSPD1’in 14-3-3 ile bu kompleksi olusturabilmek
icin ilgili fosforilasyona ihtiya¢ duydugu 6ngoriilebilir.
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HSPA1A (HS70A) molekiiler saperondur ve birgok hiicresel faaliyette gorev
almaktadir, bunlarin igerisinden en 6ne ¢ikani protein kalite kontrol sistemidir. Protein
katlanmasiin kontrolii, yanlhs katlanmis proteinlerin tekrar katlanmalar1 ve katlanmanin
dogru olup olmadigi, dogru katlanma olmamasi durumunda proteinleri degredasyona
yonlendirmek gorevleri arasindadir. Ayrica yapilan calismalar Hsp70A’nin BAG-1 ile
birlikte Tau proteini ile etkilesime gegip Tau’nun dogru katlanmasinda rol aldigini ayrica
dogru katlanmama durumunda proteozom sistemine yonlendirdigini ortaya koymustur
(Elliot ve dig. 2007). Mutant Parkin indiiksiyonu ile fosforillenmesinin artmasi, mutant
Parkin'in sebep olabilecegi ubikitinlenme hatalar1 kaynakli hatali protein birikimine karsi

artmis aktivitesi olabilir.

P4HB (PDIAl) disiilfid baglarmnin  olugmasini, kirilmasint  ve yeniden
dizenlenmesini katalizleyen endoplazmik retikulum kokenli bir enzimdir. Ayrica hiicre
yiizeyinde de bulunarak rediiktaz aktivitesi ile hiicreye baglanacak proteinlerin distilfid
baglarim1 keser. Ayrica PDIA1, PH ve diger norolojik hastaliklarda yanlis katlanan
proteinlerin birikimi i¢in kritik role sahiptir (Nakamura ve dig. 2009). Bu proteinin artmis
fosforilasyonu mutant Parkin ifadesinin artmasi sonucu ubikitinlenmenin bozulmasi ve

daha aktif PDIA1’e ihtiya¢ duyulmasi ile agiklanabilir.

CKB ozellikle beyin ve duz kaslarda sentezlenen ve kreatinin fosforillenmesinden
sorumlu olan bir kinazdir. Kurbaga kaslarinda yapilan bir calismada fosforilasyonun
kreatin kinaz aktivitesini arttirdigi, defosforilasyonun ise azaltti§i ortaya konulmustur
(Dieni ve dig. 2009). Mutant Parkin indiiksiyonu sonunda CKB’nin fosforilasyonunda artis

goriilmiis, bu hiicrelerde daha aktif CKB fonksiyonu oldugu sonucuna varilmigtir.

NPM1 pek cok fosforile olabilecek bolgeye sahiptir, NPM1’in fosforilasyonu pekgok
farkli kinaz tarafindan gergeklestirilmektedir (CKII, nuklear kinaz 11, Plk, Cdk1/cyclinB,
Cdk2/cyclin E ve Cdk2/cyclin A) (Ma ve dig. 2006; Du ve dig. 2010). Artan sayidaki kanit
NPM1'in fosforilasyonunun hiicre ¢ogalmasi tizerine etkili oldugunu gostermektedir,
Ozellikle hepatoseluler karsinomada artmis fosforilasyonu dikkat ¢ekicidir (Ching ve dig.
2015). NPM1 ve Parkin arasinda bir baglanti literatiirde bulunamamustir, fakat son yillarda
kurulmaya calisilan kanser-ndrodejeneratif hastaliklar iligkisi igin NPM1’in mutant Parkin
indiksiyonu ile fosforilasyonunun artisi bu iliskinin kurulmasi agisindan énemli olabilir.
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Aktin (ACTB) proteinleri; hiicresel iskeletin olusturulmasi, hiicre seklinin korunmasi
ve degistirilmesi, sitoplazmik organel ve yapilarin gruplandirilmas: ile lokolizasyonu,
hicre hareketleri ve hiicre bolimesinde gorevli protein grubudur. Daha 6nceden yapilan
caligmalarda ACTB’nin en az 35 farkli fosforilasyon bolgesi bulundugu belirtilmistir.
ACTB’nin Thr 201-203den fosforilasyonu, aktin flamentlerinde yapisal degisikliklere
neden olarak filament boyunu uzattig1 goriilmiistiir (Furuhashi ve dig 1990; Hotulainen ve
dig 2009.). Bizim yaptigimiz ¢alismada da mutant Parkin indiiksiyon sonucu ACTB’nin

fosforilasyon seviyesinde artis gorilmiistiir.

Calismamizda ENO1’in fosforilasyon seviyesinin de mutant Parkin induksiyonu
sonrasinda arttigin1 gozlemledik. ENO1 hem prokaryotik hem de Okaryotik hiicrelerin
sitoplazmalarinda bulunan 6nemli bir glikolitik enzimdir. Glikolitik fonksiyonun yani sira
belirli genlerin (6rn., MYC) transkripsiyonel olarak regiilasyonunda rol almaktadir, ayrica
farkl1 hiicre tiplerinde plasminogen reseptori gibi gorevler de oynamaktadir (Kim ve dig.
2005). ENO1'in farklilasmis ifade diizeyleri igerisinde kanser ve Alzheimer hastaliginin da
bulundugu pek ¢ok pataloji ile iliskilendirilmistir (Diaz-Ramos ve dig. 2012). Yapilan
caligmalara ragmen ENOI1’in fosforilasyonunun glikolitik veya glikolitik olmayan
fonksiyonlarmma olan etkisi tam olarak bilinmemektedir. Mayor ve ark., mayalari
kullanarak yapmis olduklar1 bir ¢alismada, ENO1’in ubikuitinilize oldugunu da ortaya
koymuslardir (Mayor ve dig. 2007). Bir diger organizma, Candida albicans’da, ENO1’in
ubikuitinilizasyonunun metabolik yeniden programlama iizerine olan etkisi gosterilmistir

(Leach ve dig. 2011).
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada fosforile olmus bazi proteinlerin seviyelerindeki degisiklikler ile
Parkin proteini arasindaki iliski kurulmaya ¢alisilmistir. Parkin proteinin ubikitinlenmedeki
Oonemi diisliniildiigiinde tanimlanan bu proteinlerin fosforilasyon baglantili sinyal yolaklar
ve ubikitinlenme baglantili hiicresel yolaklar arasindaki capraz iliskiyi ortaya g¢ikarma
adina 6nemli olabilir. Bir biitiin olarak bu tez Parkin proteinin sinyal yolaklarindaki

muhtemel etkisini gosterme adina 6nemli bir ¢ergeve ¢izmektedir.

Bu calismada belirledigimiz fosfoproteinler anti-fosfoserin, anti-fosfotreonin ve anti-
fosfotirozin antikorlar1 kullanilarak 2D jellerde tespit edilebilir ve hangi tip fosforilasyona
sahip olduklar1 ortaya konulabilir. Ayrica tespit edilen bu fosforilasyonlarin ilgili
proteinlerin fonksiyonlar1 ve aktiflestirdikleri hiicresel yolaklar ile olan iligkileri
aragtirtlmalidir. Bunun yaninda her ne kadar WT ve mutant Parkin ekspresyonu ile
tanimladigimiz proteinlerin fosforilasyon seviyelerinin arttigimi gostermis olsak da
tamimlanan bu proteinlerin Parkin ile etkilesimlerinin tam olarak anlagilmasi immun

¢oktiirme caligmalar ile ortaya ¢ikarilabilir.
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Tez, asagidaki denetimler yapilarak tamamlanmuistir.

Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen linvanlar yazildi (Kapak sayfasina danigman adi1 yazilmamalidir.).

Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildi.

Tez kapag sirt kismina kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazinin yoniin dikkat!) ad, program,

yil yazildi.

Onay sayfas1 uygun ¢izimde hazirlandi (kazanilan {invanlar BILIM UZMANLIGI ya da
DOKTORA olmalidir) imzalatildi (Enstitii miidiiriiniin imzas1 da gereklidir, imzalarin ayni

renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

On sayfa i, ii, iii sekilde Roma rakamlar1 onuldu.

Sayfa numaralar1 kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

Ana metin satir aralig1 1.5 olacak sekilde yazildi.
Kaynaklar alfabetik siraya gore yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.
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