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ÖZET 

BV-2 Mikroglial Hücre Hattında Fibril Formdaki Alfa-Sinüklein 

Uygulanmasının LRRK2 Metilasyonu Üzerine Etkisinin Araştırılması 

Parkinson hastalığı, Alzheimer hastalığından sonra en sık görülen ikinci 

nörodejeneratif hastalıktır. Parkinson hastalığının en belirgin patolojik özelliği, α-

sinüklein içeren Lewy cisimciklerinin ve Lewy nöritlerinin intranöral birikiminin 

eşlik ettiği, substantia nigra pars compacta'daki dopamin üreten nöronların kaybıdır 

ve buna bağlı gelişen dopamin eksikliğidir.  

Parkinson hastalığı sporadik ve ailesel formlarda ortaya çıkar. Ailesel 

Parkinson hastalığının yaygın olarak SNCA, PINK1 ve LRRK2 genindeki 

mutasyonlardan kaynaklandığı bilinmektedir. Çevresel etkilerin genom düzeyindeki 

farklılıklara neden olabildiğinin gösterilmesinin ardından epigenetik 

mekanizmalardan DNA metilasyonunun yaşa bağlı olarak, belli genomik bölgelerde 

arttığı ya da azalabildiği gözlemlenmiştir. Bu durum Parkinson hastalığının 

patolojisinin aydınlatılmasında DNA metilasyonu üzerine yapılan çalışmaların 

önemini artırmıştır. Parkinson hastalığı varlığında SNCA genin CpG-2 adalarında 

hipometilasyon gözlemlenmiştir.  

Bu tez çalışmasında mikroglial hücre hattı olan BV-2 hücre hattı kullanılmış 

ve saat kontrollü fibril formdaki α-sinüklein uygulanarak in vitro ortamda Parkinson 

hastalığı modeli oluşturulmuştur. 6, 12, 18 ve 24. saatlerin sonunda DNA izolasyonu 

yapılmıştır. İzole DNA’lara Bisülfit modifikasyon kiti ile muamele edilmiştir. PCR 

ile DNA miktarı artırılmıştır. Agaroz jel elektroforezinde metile olan ve metile 

olmayan bantlar UV Transilluminatör ile görüntülenmiştir. LRRK2 promotör 

bölgesinde kontrole kıyasla hiçbir deney grubunun metilasyonunda değişim 

gözlemlenmemiştir. 
 

Anahtar kelimeler: Alfa-sinüklein, LRRK2, metilasyon, BV-2, mikroglia.  

 

 

 

 

 

  



iv 

 

 

ABSTRACT 

Investigation of The Effect of Alpha-Synuclein Fibril Administration on 

LRRK2 Methylation in BV-2 Microglial Cell Line 

Parkinson's disease is the second most common neurodegenerative disease 

after Alzheimer's disease. The most prominent pathological feature of Parkinson's 

disease is the loss of dopamine-producing neurons in the substantia nigra pars 

compacta, accompanied by intraneural deposition of Lewy bodies and Lewy neurites 

containing α-synuclein, and the resulting dopamine deficiency. 

Parkinson's disease occurs in sporadic and familial forms. It is known that 

familial Parkinson's disease is commonly caused by mutations in the SNCA, PINK1 

and LRRK2 genes. After showing that environmental effects can cause differences at 

the genome level, it has been observed that DNA methylation, one of the epigenetic 

mechanisms, may increase or decrease in certain genomic regions depending on age. 

In the presence of Parkinson's disease, hypomethylation has been observed in the 

CpG-2 islands of the SNCA gene. 

In this thesis study the microglial cell line BV-2 was used and an in vitro 

Parkinson's disease model was created by applying α-synuclein in the form of clock-

controlled fibrils. DNA isolation was performed at the end of 6, 12, 18 and 24 hours. 

In agarose gel electrophoresis, methylated and unmethylated bands were visualized 

with a UV Transilluminator No change in methylation was observed in any 

experimental group compared to the control in the LRRK2 promoter region. 

 

Keys Words: Alpha-synuclein, LRRK2, methylation, BV-2, microglia. 
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SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ 

3MT : 3-metoksitriamine  

AADD : Aromatik aminoasit dekarboksilaz  

AD : Aldehit dehidrogenaz  

C : Sitozinin  

COMT : Dopaminin katekol-O-metiltransferaz  

DNMT : DNA metil transferazlar  

DOPAC : 3,4-dihidroksifenilasetik asite  

FBS : Fetal sığır serumu 

G : Guain  

HVA : 3-metoksi-4-hidroksi-fenilasetik asite  

IL : İnterlökin 

L-DOPA : L-dihidroksifenilalanin  

LRRK2 : Lösin bakımından zengin tekrar içeren kinaz 2 

MAO : Monoamin oksidaz  

MS PCR : Metilasyon-spesifik PCR 

NO : Nitrik oksit  

PBS : Fosfat tamponu  

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu  

PH : Parkinson hastalığı 

Roc : Kompleks proteinler için Ras  

ROS : Reaktif oksijen türleri 

SN : Substantia nigra 

SNc : Substantia nigra pars compacta 

TBE : Tris Borikasit EDTA 

TH : Tirozin hidroksilaz  

TNF-α : Tümör nekroz faktörü-α  

VMAT2 : Veziküler membran taşıyıcısı 2
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1. GİRİŞ 

Parkinson hastalığı sporadik ve ailesel formlarda ortaya çıkan ilerleyici bir 

nörodejeneratif hastalıktır (1). Ailesel tip, Parkinson hastalarının sadece %5-10'unu 

oluştururken, Parkinson hastalarının büyük çoğunluğu, çok faktörlü bir kökene sahip 

olan sporadik formda ortaya çıkar (2). Parkinson hastalığında bradikinezi, rijidite, 

istirahat tremoru ve postural instabilite gibi motor semptomlar ve uyku bozuklukları, 

demans, duyusal anormallikler ve otonomik işlev bozuklukları gibi motor olmayan 

semptomlar gözlemlenir (3). Patolojik olarak Parkinson hastalığı Lewy cisimcikleri 

ve Lewy nöritleri şeklindeki nöral inklüzyonların eşlik ettiği substantia nigra'daki 

dopaminerjik nöronların dejenerasyonunun bir sonucudur ve bu da striatumda 

dopamin seviyesinin düşmesine neden olur (4). Dopamin eksikliğinden kaynaklı 

hareket gücü ve kabiliyetinde azalma ile birlikte istemsiz hareketler oluşur (5).  

Parkinson hastalarının beyinlerinin ölüm sonrası analizi ile Lewy cisimcikleri 

ve Lewy nöritleri, merkezi ve periferik nöronlarda gözlemlenmiş ancak substantia 

nigra pars compactadaki pigmentli nöronlarda daha yoğun bir şekilde lokalize olduğu 

görülmüştür (6). α-sinüklein üretimi ve yıkımı arasındaki denge bozulduğunda, 

çözünür monomerik α-sinüklein toplanır ve oligomerlere, ardından amiloid 

fibrillerine ve son olarak Lewy cisimciğine dönüşür (7). α-sinüklein, esas olarak 

presinaptik hücrelerde bulunan, SNCA geni tarafından kodlanan 140 aminoasitli bir 

proteindir (8). 

Parkinson hastalığı vakalarının çoğu, ailede hastalık öyküsü olmaksızın 

sporadiktir. Yeni yapılan çalışmalar ile ulaşılmış sonuçlarda ise hastaların yaklaşık 

%10'u ve fazlası net bir aile öyküsü gösterir ve LRRK2’de oluşan mutasyonlar ailesel 

Parkinson hastalığının en sık nedenidir (9,10). Ailesel Parkinson hastalığı genetik 

etiyolojisine katkıda bulunan genler, kalıtsal parkinson hastalarında ve ailelerinde 

konumsal klonlama stratejileri ile tanımlanmıştır (11). SNCA, PARK2, PINK1, 

PARK7 ve LRRK2 genleri ile Parkinson hastalığı arasında nedensel ilişki için yapılan 

çalışmalardan tutarlı sonuçlar elde edilmiştir (12). 

Parkinson hastalığının yaş ile birlikte görülme olasılığının artması ve 

başlangıcından itibaren ilerleyici bir nörodejeneratif hastalık olması nedeniyle yeni 
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yapılan çalışmalarda epigenetik mekanizmaların incelenmesi gerekli görülmüştür. 

Bilinen epigenetik mekanizmalar DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve RNA 

bazlı mekanizmalardır (13). Yapılan bazı çalışmalarda Parkinson hastalığı varlığında 

SNCA geninde hipometilasyon tespit edilmiştir (14,15). LRRK2 metilasyonunda 

oluşabilecek değişimlere ise insan lökositlerinde bakılmıştır (16). 

Bu tez çalışmasında mikroglial hücre hattı olan BV-2 hücre hattında 

Parkinson hastalığının temel patolojik bulgularından olan fibril formdaki α-sinüklein 

varlığında LRRK2 metilasyon düzeyinde oluşabilecek değişimlerin in vitro ortamda 

aydınlatılması amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Tanım ve Tarihçe 

Parkinson Hastalığı (PH) substantia nigradaki (SN) dopaminerjik nöronların 

kaybından kaynaklanan, hipokinetik hareket bozukluğunun öne çıktığı 

nörodejeneratif bir hastalıktır (17). PH ilk kez 1817'de James Parkinson tarafından 

paralysis agitans ya da ꞌꞌtitreyen inmeꞌꞌ olarak tanımlanmıştır (18). Çok daha eski 

dönemlerde yaklaşık MÖ 1000'den kalma geleneksel Hint metinlerinde ve eski Çin 

kaynaklarında da PH’a ait benzer tanımlamalar görülmektedir (19,20). PH’nın en 

eksiksiz patolojik değerlendirmesi ve beyin sapı lezyonlarının net bir şekilde 

tanımlanması, 1953'te Greenfield ve Bosanquet tarafından yapılmıştır (21,22). 

PH, Alzheimer hastalığından sonra en sık görülen ikinci nörodejeneratif 

hastalıktır (23). PH, 65 yaş ve üzeri nüfusun % 2-3'ünü etkilemektedir (24). PH’nın 

başlangıcı genellikle 65-75 yaş aralığı ve sonrasıdır. Vakaların %5'inden azında 40 

yaşından önce başlangıç görülür (25).  

PH erken ve geç başlangıçlı olabilir. 40 yaşından önce görülen PH’a ‘Erken 

Başlangıçlı Parkinson’ denir. 20 yaşın altında başlayan PH’a ise ‘Juvenil Parkinson’ 

denilir. Sporadik olarak adlandırılan vakalar ise ileri yaşlarda başlayan ve ailesel 

olmayan geç başlangıç gösteren hastalardır. Genlerde oluşan mutasyonların 

kalıtılması ile oluşan PH ise Ailesel Parkinson olarak isimlendirilir.  

2.2. Parkinson Hastalığı Klinik Bulguları 

PH yaşa bağlı nörodejeneratif bir hastalıktır. Hastalar motor ve motor 

olmayan bir dizi semptomlar gösterirler. Motor semptomlar arasında titreme, 

hareketin yavaşlaması (bradikinezi) ve kaslarda kasılma, hareket edememe (akinezi), 

uzuvlarda kasılma, tutarsız yürüyüş ve postural instabilite yer almaktadır (26). 

Hipozmi, depresyon, anksiyete, apati halüsinasyonları, psikoz, demans/bilişsel 

bozukluk gibi psikiyatrik semptomlar, duyusal semptomlar, genitoüriner semptomlar 

(idrar sıklığı, libido azalması, cinsel işlev bozukluğu), gastrointestinal semptomlar 

(kabızlık, gecikmiş/azalmış mide boşalması, disfaji, siyalore), dizartri, hipofoni, 
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uyku bozuklukları, kan basıncı değişiklikleri (postural, postprandial), aritmiler gibi 

kardiyovasküler semptomlar motor olmayan semptomlara örnektir (27). 

PH’ın oluşmasına neden olan pek çok faktör bulunmaktadır. Hem çeşitli 

faktörlere çevresel maruziyetten hem de genetik farklılıklardan kaynaklanan çok 

yönlü bir hastalık olarak görülmektedir (28). Toksik kimyasallara maruz kalma ve 

kafa travması PH riskini artırabilirken, fiziksel aktivite gibi belirli yaşam tarzı 

faktörleri, riski azaltabilir (29,30). PH’ın ilerleyen yaşlarda görülme olasılığı 

artmaktadır (31). 

2.3. Parkinson Hastalığı Patofizyolojisi 

PH, SN'de bulunan dopaminerjik nöronların yavaş ve ilerleyici dejenerasyonu 

ile karakterizedir (23). SN, Substantia alba içerisine gömülü üç gri bölgeden biri olan 

bazal ganglionlar arasında yer almaktadır. Bazal ganglionlar klinik ve fonksiyonel 

yönden beş temel çekirdekten oluşur. Bunlar Şekil 2.1’de kırmızı alanlar ile 

gösterilen Nucleus caudatus, Putamen, Globus pallidus, Substantia nigra ve Nucleus 

subtahalmicus’tur. Bazal ganglionlar iskelet kaslarının hareketlerinin başlatılmasını, 

durdurulmasını ve kontrolünü sağlarlar (32). 

 

Şekil 2.1. Bazal Ganglionlar (33) 

Parkinson Hastalarının otopsilerindeki tipik bulgusu, SN ve lokus seruleusta 

soluk bir görüntüdür (17). Şekil 2.1’de normal SN (Şekil 2A), idiopatik PH’da 

pigmentini kaybetmiş SN (Şekil 2B) ve SN nöronlarında histolojik inceleme ile 

görüntülenen Lewy cismi (Şekil 2C) yer almaktadır.  
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Şekil 2.2. Parkinson Hastalığının Morfolojisi (17) 

PH’nın en belirgin patolojik özelliği, α-sinüklein içeren Lewy cisimciklerinin 

ve Lewy nöritlerinin intranöral birikiminin eşlik ettiği, substantia nigra pars 

compacta'daki (SNc) dopamin üreten nöronların kaybıdır ve buna bağlı gelişen 

dopamin eksikliğidir (34). Dopamin eksikliğinden kaynaklı hareket gücü ve 

kabiliyetinde azalma ile birlikte istemsiz hareketler oluşur (5). 

 

Şekil 2.3. Dopaminerjik Sinir Ucunda Dopamin Sentezi ve Metabolizması (18) 

Dopaminerjik sinir uçlarında diyetle alınıp nörona taşınmış tirozinden tirozin 

hidroksilaz (TH) ile L-dihidroksifenilalanin (L-DOPA) oluşur. L-DOPA ise aromatik 

aminoasit dekarboksilaz (AADD) aracılığı ile dopamin üretilmesine öncülük eder. 

Dopamin, sinir uçlarında bir veziküler membran taşıyıcısı 2 (VMAT2) ile vezikül 

içerisine taşınır ve vezikülden sinaptik boşluğa salınımı, presinaptik membrana 
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kalsiyum iyonunun (Ca²⁺) girişi ve presinaptik sinir uçlarında depolarizasyon ile 

olur. Sinaptik aralıktaki dopamin, presinaptik otoreseptörleri ve postsinaptik D1 ve 

D2 reseptörleri aktive eder. Dopaminin etkisi sinir terminallerinde geri alınarak 

(depo edilerek veya metabolizma edilerek) veya postsinaptik hücreye alınıp burada 

metabolize edilerek sonlanır. Postsinaptik hücrede metabolizma sırasıyla dopaminin 

katekol-O-metiltransferaz (COMT) ile 3-metoksitriamine (3MT) dönüşmesi, 

3MT’nin monoamin oksidaz (MAO) ve aldehit dehidrogenaz (AD) ile 3-metoksi-4-

hidroksi-fenilasetik asite (HVA) dönüşmesi ile sonlanır. HVA insanda dopaminin 

ana metabolitidir. Presinaptik hücreye geri alınan dopamin MAO ve AD ile 3,4-

dihidroksifenilasetik asite (DOPAC) dönüştürülür. Sonrasında DOPAC, COMT ile 

HVA’ye metabolize edilir (Şekil 2.3) (35).  

Parkinson hastalığının tedavisinde replasman tedavisi ilk tercih edilen 

yöntemdir ve bu amaçla levodopa kullanılır. Levodopa tedavisine alternatif olarak 

dopamin reseptör agonistleri, COMT inhibitörleri, seçici MAO-B inhibitörleri ve 

muskarinik reseptör antagonistleri kullanılabilir (18). 

2.4. Parkinson Hastalığı ve α-sinüklein İlişkisi 

Striatal dopamin eksikliğine neden olan SN’deki nöronal kayıp ve α-sinüklein 

kümeleri içeren hücre içi inklüzyonlar, PH’ın nöropatolojik özellikleridir (24). α-

sinüklein, esas olarak presinaptik hücrelerde bulunan, SNCA geni tarafından 

kodlanan 140 aminoasitli bir proteindir (8). Çözünür sitozolik α-sinüklein, 

yapılandırılmamış ve doğal olarak katlanmamış bir proteindir (36).  

Çözünür α-sinüklein, vezikül oluşumu gibi sinaptik membranların çeşitli 

süreçlerinin ve özelliklerinin düzenlenmesinde rol oynar (37). α-sinüklein, SNARE 

ailesinin üyeleri ile etkileşimler yoluyla nörotransmiter salınımının kontrolüne 

katıldığı bildirilmektedir (38). Yapılan çalışmalarda α-sinüklein yokluğunda dopamin 

miktarının azaldığı gözlemlenmiştir. Bu durum dopamin biyosentezinin ve 

işlenmesinin düzenleyicisi olarak α-sinükleinin potansiyel rolüne dikkat çekmektedir 

(39–41). α-sinüklein nükleusta lokalizedir (42), bu durum gen ekspresyonunun 

düzenlenmesiyle ilgili rollere sahip olabileceğini düşündürmektedir. 
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Şekil 2.4. α-sinükleinin Agregasyon Basamakları (43) 

Normal koşullar altında, α-sinüklein, fizyolojik işlevleri yerine getirmek için 

lipid membrana bağlanabilir veya anormal agregasyon oluşumuna dirençli α-sarmal 

yapıya sahip bir tetramer oluşturabilir. Anormal kümelenme sürecinde bazı 

monomerler, sonunda fibrillere dönüşebilen oligomerler oluşturabilmektedir. 

Fibrillere dönüşmeyen oligomerler de oluşabilir. Şekil 4’te anormal agregasyon 

oluşumuna dirençli tetramer oluşumu ve agregasyon basamakları şematize edilmiştir 

(43). 

 

Şekil 2.5. Fizyolojik İşlevleri ve Patolojik Aktiviteleri İle İlişkili α-sinüklein 

Konformasyonları (44) 

Çözünür α-sinüklein doğal olarak katlanmamış ve monomerik bir proteindir 

(45). Sinaptik veziküller gibi oldukça kavisli zarlara bağlandıktan sonra, α-sinüklein 

konformasyonel bir değişikliğe uğrar, multimerizasyon ile ilişkili olan ve onun 
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SNARE-kompleks şaperon işlevine aracılık eden bir amfipatik sarmal halinde 

katlanır (44). Patolojik koşullar altında, çözünür α-sinüklein, amiloid fibrillerine 

dönüşen ve sonunda Lewy cisimcikleri şeklinde biriken tabaka benzeri oligomerler 

(protofibriller) oluşturur (Şekil 2.5) (44).  

Ailesel parkinsona neden olan mutasyonlardan (A53T ve A30P) dolayı yanlış 

katlanan α-sinükleinler lizozom lümenine bağlanır ancak lizozom içerisine 

alınamazlar. Yüksek afinite ile bağlanıp daha zor ayrıldıkları için lizozomlara girip 

parçalanamamışlardır (46). α-sinükleinin parçalanmasının engellendiğinden dolayı α-

sinüklein birikimi olur. α-sinüklein üretimi ve yıkımı arasındaki denge 

bozulduğunda, çözünür monomerik α-sinüklein toplanır ve oligomerlere, ardından 

amiloid fibrillerine ve son olarak Lewy cisimciğine dönüşür (7). 

Lewy cisimciklerinin ve Lewy nöritlerinin ana bileşeni, çözünmeyen α-

sinüklein fibrilleridir (47). Parkinson hastalarının beyinlerinin ölüm sonrası analizi 

ile Lewy cisimcikleri ve Lewy nöritleri, merkezi ve periferik nöronlarda 

gözlemlenmiş ancak SNc'deki pigmentli nöronlarda daha yoğun bir şekilde lokalize 

oluğu görülmüştür (6). Kümelenmiş α-sinükleinin in vitro ve in vivo olarak 

mikroglia, astrosit ve insan monositlerinde inflamatuar reaksiyonları indüklediği 

gözlemlenmiştir (48,49).  

2.5. Parkinson Hastalığı ve İnflamasyon Arasındaki İlişki 

İnflamasyon virüsler, bakteriyel enfeksiyonlar, toksinler, toksik bileşikler, 

doku hasarı gibi çeşitli zararlı uyaranların neden olduğu önemli bir biyolojik 

cevaptır. İnflamasyon sırasında inflamatuar sitokinler ve reaktif oksijen türleri 

üretilir. İnflamatuar sitokinler, hedef hücrelerin plazma membranında bulunan çeşitli 

reseptörler üzerinde etki ederek inflamatuar süreci başlatır ve sonlandırırlar (50). 

Nöroinflamasyon genellikle, enfeksiyon, travma, iskemi ve toksinler dahil olmak 

üzere çeşitli patolojik etkenlerin neden olabileceği merkezi sinir sistemi içindeki bir 

inflamatuar yanıtı ifade eder (51). Doğuştan gelen bağışıklık hücreleri olan mikroglia 

ve astrositler, nöroinflamatuar sürece öncelikli olarak dahil olurlar ve proinflamatuar 

mediyatörlerin salınımını gerçekleştirirler (52). Lewy cisimciklerinde bulunan 

kümelenmiş α-sinükleinin, mikroglial aktivasyonu indükleyerek dopaminerjik 

nöronların ölümüne yol açtığı gözlemlenmiştir (48,53). Aktive olmuş mikroglial 
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hücreler tümör nekroz faktörü-α (TNF-α), interlökin-1β (IL-1β), süperoksit, nitrik 

oksit (NO), reaktif oksijen türleri (ROS) gibi proinflamatuar sitokinlerin salınımı ile 

inflamatuar süreci başlatırlar (54). α-sinüklein tarafından aktive edilmiş mikroglia 

hücrelerinin reaktif oksijen türlerini aşırı ifadesi sonucunda nörodejenerasyonu 

şiddetlendiren oksidatif strese yol açtığı düşünülmektedir (55,56). Bir çalışmada 

hücre dışı α-sinüklein varlığının reaktif oksijen kaynağı olan mikroglial nikotinamid 

adenin dinükleotid fosfat oksidaz aktivasyonunu ve mikroglial P2X7R reseptörleri 

yoluyla reaktif oksijen türlerinin üretimini desteklediği gözlemlenmiştir (56). 

Mikroglial aktivasyonun nöronal hasara önemli ölçüde katkıda bulunduğu ve PH 

sürecini de hızlandırdığı genel olarak kabul edilmektedir (57–59). α-sinüklein 

varlığının mikroglial hücreleri aktive ettiği basamaklar tam olarak bilinmediği için 

yeni araştırmalar mikroglial aktivasyon üzerine yoğunlaşmaktadır. 

2.6. Parkinson Hastalığı ve Genetik Etkenler 

Her ne kadar PH ilk olarak sporadik bir hastalık olarak kabul edilmiş olsa da 

daha sonra yapılan çalışmalar hastalığın özellikle SNCA, PINK1 ve en sık görülen 

LRRK2 genindeki mutasyonlarla ortaya çıkabildiğini göstermiştir (60). Parkinson 

hastalarının %15-20’sinin ailesinde net bir şekilde Parkinson ile ilgili bulgular 

gözlemlenmiştir. Bunun sonucu olarak hastalığın karmaşık bir etiyolojisi olduğu 

kanısına varılmış, hastalığın hem çevresel faktörlerden hem de genetik faktörlerden 

etkilendiği düşünülmüştür (60). Ailesel PH’ın bir dizi gendeki mutasyonların sonucu 

oluştuğu bildirilmiştir. Parkin, PINK1 ve LRRK2'deki mutasyonların tümü, erken 

başlangıçlı ailesel parkinson ile ilişkilidir (61). Ailesel PH’ın genetik etiyolojisine 

katkıda bulunan genler, kalıtsal parkinson hastalarında ve ailelerinde konumsal 

klonlama stratejileri ile tanımlanmıştır (11). SNCA, PARK2, PINK1, PARK7 ve 

LRRK2 genleri ile PH arasında nedensel ilişki için yapılan çalışmalardan tutarlı 

sonuçlar elde edilmiştir (12). Sporadik olduğu düşünülen vakalarda görülen ve 

LRRK2 G2019S mutasyonunun var olma olasılığı 50 yaşında %15 iken 75 yaşında 

%85’e yükselmiştir (62). Son yıllarda yapılan çalışmaların sonuçları LRRK2’de 

gerçekleşebilecek mutasyonların sporadik PH riskini arttırdığı sonucuna varılmıştır 

(63–65). Bu zamana kadar bilinen gen mutasyonlarının çoğu, hastalığın erken ortaya 

çıkmasına veya genç yaşta başlangıcına sebep olurken, LRRK2 mutasyonlarının, hem 
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klinik hem de demografik özellikler açısından sporadik PH’a benzeyen parkinsona 

neden olduğu ortaya konulmuştur (Şekil 2.6) (66).  

 

Şekil 2.6. Parkinson Hastalığının Genetik Temelinde Yer Alan Genlerin Risk 

Değerlendirmeleri (67) 

2.7. Parkinson Hastalığı ve LRRK2 

 

Şekil 2.7. LRRK2 Proteinin Domainleri, Genomik ve Transkript Seviyesi (60) 

Lösin bakımından zengin tekrar içeren kinaz 2 (LRRK2), ROCO ailesi 

proteinlerinden yaklaşık 280 kDa büyüklüğünde olan bir proteindir. ROCO protein 

ailesi 200-250 aminoasitlik Roc (Kompleks proteinler için Ras) olarak adlandırılan 
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bir domain içeren hemen ardından COR (Roc'un C-terminali) olarak adlandırılan bir 

300-400 aminoasitlik domainin geldiği proteinler grubudur (68). Birbirlerine bağımlı 

ve ayrılmaz Roc ve COR domaninlerini genellikle bir kinaz domaini takip eder (69). 

LRRK2'nin oluşturduğu genomik bölge 51 ekzon ile yaklaşık 144 kilobaz içeren 

büyük bir bölgedir. Bu gen LRRK2 olarak adlandırılan 2527 amino asitli 286 kDa 

büyüklüğünde bir proteini kodlar (70). LRRK2 birden fazla protein etkileşim alanları 

bulunan fonksiyonel GTPaz ve kinaz alanları yer alan büyük bir proteindir (71). 

Yapısal olarak armadillo, ankyrin, LRR, RoCCOR, kinase ve WD40 domainlerinden 

oluşmaktadır (Şekil 2.7) (72). 

Parkinson vakalarının çoğu sporadik olmakla birlikte, vakaların %5-15'i 

genetik değişime bağlıdır. PH’ın genetik patogenezinin anlaşılmasında büyük bir 

gelişme, PARK1-11 olarak adlandırılan Tablo 2.1’de gösterilen 10 kromozomal 

bölgenin haritalanması ve ardından yedi tanesinin klonlanması olmuştur (70).  

Tablo 2.1. Parkinson Hastalığı ile İlişkili Genler ve Proteinler 

Gen Bölgesi Protein İsmi 

PARK1/4 α-sinüklein 

PARK2 Parkin 

PARK5 UCH-L1 

PARK 6 PINK1 

PARK 7 DJ-1 

PARK8 LRRK2 

PARK11 GIGYF2 

 

 

Şekil 2.8. LRRK2 de Tanımlanan Mutasyonlar (72), (73) 
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PARK8 kromozal bölgesi 2002 yılında Japon bir ailede yapılan genom 

çapında bağlantı analizi ile keşfedilmiştir (74). Ailesel ve görünüşte sporadik 

Parkinson’lu hastalarla yapılan çalışmalar sonucunda birden fazla genetik mutasyon 

tespit edilmiştir (74–77). Yetmiş beşten fazla LRRK2 mutasyonu tespit edilmiştir, 

ancak hepsi parkinson hastalığı oluşma riskine aynı ölçüde katkıda bulunmaz. 

p.R1441C, p.R1441G, p.Y1699C, p.G2019S ve p.I2020T ve p.R1628P ve p.G2385R 

noktalarındaki mutasyonlar patolojik birer risk olarak kabul edilmiştir (Şekil 2.8) 

(78).  

LRRK2 geninde p.G2019S noktasında görülen mutasyon, en sık görülen 

patojenik mutasyon olarak bilinmektedir ve Şekil 2.9’da kırmızı olarak gösterilmiş 

kinaz alanını doğrudan etkilemektedir (76).   

 

Şekil 2.9. LRRK2 Domainleri ve Etki Eden Mutasyonlar (72) 

 

Şekil 2.10. LRRK2 Proteinin Kinaz Domaininin Kinaz Aktivitesi (79) 

Genetik mutasyonla aktarılan türleri arasında kinaz bölgesinde görülen 

mutasyonlar büyük çoğunluğu oluşturmakta ve kinaz aktivitesinin artmasının 

patolojik bir sebep olarak kabul edilmesine neden olmaktadır (Şekil 2.10) (36). 
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LRRK2’nin hücre içerisinde veziküler transport, endositoz ve mitokondri-

endoplazmik retikulum iletişiminde rol oynadığı ve özellikle α-sinüklein ile birlikte 

etkileşiminin hastalığın patolojisindeki temel nedenlerinden biri olduğu kabul 

edilmektedir (80). LRRK2’nin özellikle mikroglia ve periferal makrofajlar gibi 

immün hücrelerde inflamasyona bağlı olarak düzeylerinin arttığının gösterilmesi, 

LRRK2’nin ayrıca immün bir eleman olarak da rol oynadığını göstermektedir. Her 

ne kadar LRRK2’nin aktivasyon mekanizması tam olarak anlaşılmamış olsa da 

günümüzde etkileşimde olduğu substratları olan Rab proteinleriyle hücrenin 

veziküler trafiğini kontrol ettiğini ve bu kontrolün bozulmasının PH ve deneysel 

Parkinson modellerinde ortaya çıkması LRRK2 kinaz inhibitörlerinin araştırılmasının 

önünü açmıştır (81). Rab GTPaz'lar, neredeyse tüm membran ve veziküler trafik 

süreçlerinde çok yönlü düzenleyiciler olarak hizmet ederler (82,83). LRRK2 ile 

birçok Rab ailesi üyesi arasında fiziksel, genetik ve fonksiyonel etkileşimler 

bildirilmiştir (83,84). LRRK2 Rab8a, Rab10 ve Rab29 dahil olmak üzere 16 Rab 

proteinini fosforile eder. Fosforilasyon, Rab'ın Rab-GDP ayrışma inhibitörlerine 

bağlanmasını bozarak zarlarda Rab birikmesine neden olur (85,86). Rab29 bir 

LRRK2 kinaz substratıdır. Yapılan bir çalışmada Rab29'un aşırı ekspresyonunun, 

LRRK2 kinaz aktivitesini uyararak fosforilasyonu arttırdığı sonucuna varılmıştır 

(87).  

2.8. Parkinson Hastalığı ve Metilasyon İlişkisi 

Epigenetik modülasyon prenatal dönemde başlayan, hayat boyu devam eden, 

yaşam tarzı, çevresel etkenler ve genetik yapıyla birlikte PH için risk faktörleri 

oluşturabileceği düşünülen önemli bir etkendir. Çevresel etkilerin genom 

düzeyindeki farklılıklara neden olabildiğinin gösterilmesinin ardından epigenetik 

mekanizmaların PH’ın patolojisindeki rolü önem kazanmıştır. Özellikle PH’ın her ne 

kadar klinik semptomları dopaminerjik nöronların yüzde 70’inin kaybı sonrası 

belirginleşmeye başlasa da patolojinin yaklaşık 20 yıl önce başladığı hipotezi 

epigenetik bir süreç olarak değerlendirilmesi düşüncesini desteklemektedir. 

Fenotipin gelişimini ve oluşumunu büyük ölçüde etkileyen birbiriyle ilişkili ve 

karmaşık üç farklı epigenetik düzenleme mekanizması bulunmaktadır. Bu epigenetik 
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mekanizmlar; DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve RNA bazlı 

mekanizmalardır (13). 

DNA metilasyonu yüksek oranda korunmuş bir süreçtir ve bu süreç DNA 

metil transferazlar (DNMT) tarafından katalize edilir (88). Memelilerde bilinen 

DNMT1, DNMT2, DNMT3A ve DNMT3B olarak ifade edilen DNA 

metiltransferazlar bulunmaktadır (89). Memeli hücrelerinde en fazla bulunan metil 

transferaz DNMT1’dir. Somatik hücrelerde metilasyonun sürdürülmesinde 

DNMT1’in kilit bir rolü olduğu bildirilmiş ve bu enzimin kaybının nükleer 

düzensizliğe, artan histon asetilasyonuna ve apoptoza yol açtığı gösterilmiştir (90–

93). 

Metilasyon, Guainden (G) önce gelen sitozinin (C) beşinci karbonuna bir 

metil grubunun kovalent modifikasyon işlemidir (Şekil 2.11). DNA metilasyonu 

CpG adaları ve CpG adalarının (~ 2 kb) yakınında bulunan bölgelere özgüdür (13). 

Sitozinlerin, guaninlerden önce gelmesi ile oluşan CpG adacıklarının, genellikle 

genlerin promotor bölgelerinde yerleşim göstermekte olduğu gözlemlenmiştir (94). 

DNA metilasyonu çeşitli genlerin ekspresyonlarında gerçekleşecek değişiklikleri 

düzenleyebilmektedir (95).  

 

Şekil 2.11. DNA Metilasyonu (96) 

DNA metilasyon düzeyi artan yaş ile birlikte değişkenlik göstermektedir. 

Yaşa bağlı olarak, belli genomik bölgelerdeki metilasyonun arttığı ya da azalabildiği 

gözlemlenmiştir. Parkinson gibi yaşa bağlı nörodejeneratif hastalıkların 
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ilerlemesinde, DNA metilasyonunun önemli bir role sahip olduğu düşünülmüştür 

(88,97).  

SNCA noktası mutasyonlarının yanı sıra gen çoğalmaları ve aşırı 

ekspresyonun, Lewy cisimciklerinin oluşumunda nedensel bir rol oynadığı 

düşünülmektedir (98,99). SNCA gen miktarının Parkinson hastalığının gelişimi için 

kritik bir öneme sahip olduğu, SNCA'nın nöronal ekspresyonuna sahip fare 

modellerinin Parkinson hastalığı benzeri dopaminerjik nöron kaybı, protein 

agregatlarının oluşumu ve motor bozuklukların ortaya çıkarması ile desteklenmiştir 

(99,100). Genetik mutasyonlara ek olarak, SNCA lokus amplifikasyonlarının 

(duplikasyonlar, triplikasyonlar) ailesel Parkinson hastalığına neden olduğu 

bulunmuştur (101,102). Gen miktarı sadece gen amplifikasyonu ile değil, aynı 

zamanda gen regülasyonu ile de değiştirilebildiğinden, DNA metilasyonu, Parkinson 

hastalığında SNCA'nın deregülasyonunda yer alabilecek potansiyel bir mekanizma 

olarak kabul edilmiştir (103). Hem ölüm sonrası korteks hem de periferik kan 

örneklerinde SNCA’nın promotör bölgesinde hipometilasyon tespit edilmiştir (14,15). 

Yaşa bağlı olarak, belli genomik bölgelerdeki metilasyonun değişkenlik göstermesi 

PH için risk faktörü olarak kabul edilen diğer gen bölgelerinde metilasyon 

düzeylerinin araştırılmasının önünü açmıştır. 

2.9. BV-2 Mikroglial Hücre Hattı 

Mikroglia hücreleri merkezi sinir sistemindeki yerleşik makrofajlardır. 

Mikroglia hücrelerinin gelişimi, erken mikroglia, premikroglia ve yetişkin mikroglia 

olmak üzere üç gelişim aşamasında tamamlanmaktadır (104). BV-2, C57/BL6 

murin'den türetilen bir tür mikroglial hücredir. Diğer mikroglialar gibi, BV-2 de 

oksidatif stres veya inflamatuar faktörler tarafından proinflamatuar sitokinleri 

salıvermek için aktive edilebilir (105).  

Mikroglialar, içinde bulunduğu ortama göre farklı transkripsiyonel 

düzenleyiciler sayesinde farklı fonksiyonel fenotipler gösteren hücrelerdir. 

Proinflamatuar mikroglialar proinflamatuar mediatörlerin ekspresyonunu sağlarlar. 

Mikrogliaların proinflamatuar özellik kazanması, IRF7, RELA, STAT1/3 ve FosB 

gibi farklı transkripsiyonel aileler tarafından düzenlenir (104). 
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Periferde meydana gelen inflamatuar olaylar, mikroglialar ile iletişim 

kurabilir, hücrelerin aktivasyon durumlarını değiştirebilir, nöroinflamasyona yol 

açabilir veya katkıda bulunabilir (106). Nöroinflamasyon, beyinde substantia 

nigra'daki dopaminerjik nöronların duyarlı olduğu sitokinlerin ve reaktif oksijen 

türlerinin birikmesine neden olur (107). Mikroglia yoğunluğu ve mikroglia 

aktivasyonunun derecesi beyin bölgeleri arasında farklılık gösterir. Bu tür 

farklılıklar, nörodejeneratif hastalıkların beyin bölgesine özgü özelliklerinin altında 

yatabilir. Mikroglialar en yüksek yoğunluğu kortekste gösterir ardından limbik alan 

ve bazal çekirdekler gelir bunu diğer beyin bölgeleri takip etmektedir. Mikrogliaların 

substantia nigra'da yoğun olarak bulunmasından dolayı, nöroinflamatuar etkiler 

substantia nigra'da daha belirgin gözlemlenebilir (57). Beyinde mikroglia 

aktivasyonunun indüklenmesi ile oluşan nöroinflamatuar ortam, substantia nigra'daki 

dopaminerjik nöronları etkileyerek nörodejenerasyona katkıda bulunur (108). 

LRRK2'nin nöroinflamasyondaki işlevini açıklamaya yönelik çabaların çoğu 

beyindeki bağışıklık sistemi hücreleri olan mikroglialara odaklanmıştır (108). 

Mikrogliada LRRK2 ekspresyonunun veya aktivitesinin azaltılmasının, TNF-α, IL-6, 

IL-1β veya IL-10 gibi proinflamatuar sitokinlerin seviyelerini azalttığı in vitro 

çalışmalarla gösterilmiştir (109–111). LRRK2’de gerçekleşen ve en yaygın görülen 

G2019S veya R1441G mutasyonları, LRRK2 aktivitesini artırarak mikrogliaları daha 

proinflamatuar bir fenotipe kaydırdığı bildirilmiştir (112–115). Birlikte ele 

alındığında, patojenik LRRK2 mutasyonları, kronik inflamatuar hastalıklar veya akut 

enfeksiyonlar gibi inflamatuar durumlar sırasında, bağışıklık cevabını 

şiddetlendiriyor gibi görünmektedir, bu da PH gelişme olasılığını artırabilmektedir 

(108). Bahsedilen mekanizmalar nedeni ile BV-2 mikroglia primer hücre hattı 

nörodejeneratif hastalıkların araştırılmasında yaygın bir alternatif model olarak 

kullanılmaktadır (105).   



17 

 

3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereçler 

3.1.1. Kullanılan Malzemeler 

 12 Kuyucuklu Hücre Kültürü Plate 

 Agaroz 

 DNA Bisülfit Modifikasyon Kit (Thermo Scientific™) 

 DMEM High Glucose with L-Glutamine (Diagnovum) 

 DNA İzolasyon Kiti (NucleoSpin Tissue) 

 DNA Jel Yükleme Boyası (Thermo Scientific™) 

 DNA Ladder (Thermo GeneRuler™) 

 DNA Polimeraz Kit (A.B.T.™ Taq) 

 Fetal Bovine Serum (PAN™ Biotech) 

 Hücre Kültür Flaskı (Nest)  

 Penisilin-Streptomisin (Diagnovum) 

 Phosphate-Buffered Saline (PBS) (Diagnovum) 

 TBE (Tris Borikasit EDTA) 

 Trypsin-EDTA (Diagnovum) 

 α-sinüklein (rPeptide S-1001-2) 

3.1.2. Kullanılan Cihazlar 

 Agaroz Jel Elektroforezi (Bio Rad) 

 CO₂ Inkübatorü ( N-Biotec) 

 Kuru Isı Bloğu (Inovia) 

 Biyogüvenlik Kabini (Sınıf II) 

 Ters Mikroskop (Zeiss Primovent) 
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 Thermal Cycler (Bio Rad) 

 Ultra Santrifüj (Beckman Coulter Allegra 64R ) 

 Masaüstü Santrifüj (Eppendorf ) 

 Sıvı azot tankı 

 Su banyosu (N-Biotek) 

 Vakum Aspirasyon Sistemi (Scilogex) 

 Vorteks  

3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücre Kültürü  

BV-2 mikroglial hücre hattı Prof. Dr. Hatice GÜNEŞ ÖZHAN tarafından 

bağışlanmıştır. -80˚C’de kriyo vial içerisinde teslim alınan BV-2 mikroglial hücre 

hattı çalışmanın başlangıcına kadar azot tankında muhafaza edildi. Hücre kültür 

çalışmasının başlangıcında 500 ml DMEM içine %10 Fetal Bovine Serum (FBS) ve 

%1 Penisilin-Streptomisin eklenerek vasat hazırlandı. 

Azot tankından alınan BV-2 hücre hattı 25 cm² hücre kültür flaskında kültüre 

edildi. 37˚C deki CO₂ inkübatöründe inkübasyona bırakıldı. %70-80 yoğunluk 

oluşana kadar vasat değişimi yapılarak CO₂ inkübatöründe inkübe edildi. 

Yeterli doluluğa ulaşılınca BV-2 hücre hattını pasajlama işlemine geçildi. 

Flask içerisindeki medium alınarak Fosfat tamponu (PBS) ile yıkama işlemi yapıldı. 

37˚C’de Trypsin-EDTA eklenerek 37˚C de 5 dk inkübasyona bırakıldı. Hücrelerin 

flask tabanından kalktığı mikroskopta kontrol edildikten sonra hücrelerin üzerine 

hazırlanan vasat eklendi. Hücreler flasktan toplanıp santrifüj tüpüne alındı. 1500 

rpm/5 dk santrifüj edildi. Hücreler yeni 25 cm² hücre kültür flaskında kültüre edildi. 

%70-80 yoğunluk oluşana kadar vasat değişimi yapılarak CO₂ inkübatöründe inkübe 

edildi. 

25 cm² hücre kültür flaskından 12 kuyucuklu hücre kültür plate hücreler 

kültüre edildi. Her bir kuyu için 0,5 x 10⁶ hücre sayınına ulaşana kadar CO₂ 

inkübatöründe inkübasyon işlemi gerçekleştirildi. 
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Şekil 3.12. BV-2 Mikroglial Hücrelerinin Mikroskop Görüntüsü (10X) 

3.2.2. α-sinüklein Oluşumu ve Deney Protokülüne Göre Uygulanması 

α-sinüklein’in toksik formu olan fibriler formu literatürde bulunan metodlar 

yardımıyla steril PBS’te sulandırıldıktan sonra monomer şeklinin 7 gün boyunca 

37°C’de çalkalayıcıda 1000 rpm’de inkübe edilmesiyle elde edildi. Fibril formdaki 

α-sinüklein oluşumunun doğrulaması Thioflavin T testi ile gerçekleştirildi. Fibriller 

formadaki α-sinüklein, deneylerin gerçekleştirilmesine kadar -80°C’de muhafaza 

edildi (49).  

Gruplar şu şekilde oluşturuldu. 1-Deney Grupları: α-sinüklein 

uygulamasından sonra 6 saat, 12 saat, 18 saat ve 24 saat inkübasyon. 2-Kontrol 

Grupları: α-sinüklein uygulaması yapılmadan 6 saat, 12 saat, 18 saat ve 24 saat 

inkübasyon.  

Her grup ayrı bir 12 kuyucuklu hücre kültür plate’ine yerleştirildi. Kuyulara 

ekilen hücreler 0,5x10⁶ hücre sayısına ulaşınca, eski vasat atılarak yeni vasat eklendi. 

Deney gruplarındaki hücrelere her kuyuya 50 nM fibriller formadaki α-sinüklein 

eklendi ve yukarıda bahsedilen faklı inkübasyon sürelerine bırakıldı.  

İlk deney grubunu inkübasyon süresi olan 6. saatin sonunda ilk deney 

grubunun vasatları toplandı ve -20 °C de saklandı. Her bir kuyuya 500 µl PBS 

eklendi yıkama işlemi yapıldı. Her bir kuyuya Tripsin-ETDA eklendi ve 5 dk CO₂ 

inkübatöründe bekletildi. İnkübatörden çıkartılarak kabinde üzerine taze vasat 

eklendi. Hücreler toplanarak santrifüj tüpüne alındı ve 1500 rpm/5 dk santrifüj edildi. 

Süpernatant atılarak pellet üzerine PBS eklenip tekrar 1500 rpm/5 dk santrifüj edildi. 

Süpernatant atılarak elde edilen pelleten DNA izolasyonu yapıldı. 
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Diğer deney gruplarında da aynı işlemler uygulanarak 12. saatin, 18. saatin ve 

24. saatin sonunda DNA izolasyonu için pelletler oluşturuldu. 

3.2.3. DNA İzolasyonu 

DNA izolasyon kitin protokolüne göre; 

 Proteinaz K, Proteinaz Buffer ile çözdürüldü. 

 Wash Buffer B5 içerisine etanol eklendi. 

 Hücre pelleti üzerine 200 µl Lysis Buffer T1 eklendi. 25 µl Proteinaz 

K eklendi. 200 µl Lysis Buffer B3 solüsyonu eklendi. Karışım 

vortekslenerek her bir mikro santrifüj tüpü 70°C de 12 dk kuru blok 

ısıtıcısında bekletildi.  

 12 dakikanın sonunda 210 µl etanol eklenerek vortekslendi. 

 Kolonlar toplama tüplerinin içlerine yerleştirildi ve hazırlanan 

solüsyon kolona uygulandı. Kolon 11000 x /1 dakika santrifüj edildi. 

 Kolonlar temiz toplama tüplerine aktarıldı. Kolona 500 µl Buffer B5 

uygulandı ve 11000 x g/1 dakika santrifüj edildi. Altta kalan sıvı 

atılarak kolon tekrar toplama tüpüne yerleştirildi. 

 Kolona 600 µl Buffer B5 eklenilerek 11000 x /1 dakika santrifüj 

edildi. Altta kalan sıvı atılarak tekrar 11000 x g/1 dakika santrifüj 

edildi.  

 Kolonlar alınarak temiz mikro santrifüj tüplerine yerleştirildi. 50 µl 

Buffer BE eklendi ve 70°C de 3 dakika kuru blok ısıtıcısında 

bekletildi. Devamında 11000 x g/1 dakika santrifüj edildi. Kolonlar 

atılarak mikro santrifüj tüpleri içerisinde toplanan DNA’lar -80°C de 

saklandı. 

3.2.4. Bisülfit Modifikasyonu  

DNA Bisülfit Modifikasyon Kit ile çalışmak için kitin çalışma protokolüne 

göre DNA konsantrasyonu 500 ng/20 µl olarak sabitlendi. 
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 Modifikasyon reaktifi, kit içerisinde yer alan liyofilize haldeki karışım 

içerisine 900 µl steril su, 200 µl modifikasyon solüsyon 1 ve 60 µl 

modifikasyon solüsyon 2 eklenerek hazırlandı. 

 Steril mikro santrifüj tüplerine 500 ng/20 µl DNA eklendi. 

 Her bir DNA örneği içerisine hazırlanmış modifikasyon reaktifinden 120 

µl eklendi ve pipetaj ile karıştırıldı. 

 10 dakika 98°C de kuru ısı bloğunda bekletildikten sonra 60°C de 150 

dakika bekletildi. 

 Toplama tüpü içerisindeki kolonlara 400 µl binding buffer eklendi ve 

içerisine bisülfit modifikasyonu yapılmış DNA’lar eklenip pipetaj yapıldı. 

 12.000 rpm de 30 saniye santrifüj yapılıp toplama tüpünde kalan sıvı 

atılarak kolon tekrar aynı tüpe yerleştirildi. 

 Kolona 200 µl Wash Buffer eklenip 12000 rpm de 30 saniye santrifüj 

yapılıp toplama tüpünde kalan sıvı atılarak kolon tekrar aynı tüpe 

yerleştirildi. 

 Kolona 200 µl Desülfonasyon Buffer eklenip oda sıcaklığında 20 dakika 

bekletildi. 12000 rpm de 30 saniye santrifüj yapılıp toplama tüpünde 

kalan sıvı atılarak kolon tekrar aynı tüpe yerleştirildi. 

 Kolona 200 µl Wash Buffer eklenip 12000 rpm de 30 saniye santrifüj 

yapılıp toplama tüpünde kalan sıvı atılarak kolon tekrar aynı tüpe 

yerleştirildi. 

 Kolona tekrar 200 µl Wash Buffer eklenip 12000 rpm de 1 dakika 

santrifüj yapılıp toplama tüpünde kalan sıvı atılarak kolon steril bir mikro 

santrifüj tüpü içine yerleştirildi. 

 Kolona 10 µl Elüsyon Buffer eklenip 12000 rpm de 1 dakika santrifüj 

yapılıp kolon atılır. Mikro santrifüj tüpü içerisinde bisülfit modifikasyonu 

yapılmış DNA örneği -20°C de muhafaza edildi. 
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3.2.5. %2 Jel Agaroz Hazırlama  

 2 gram agaroz ve 100 ml TBE (Tris Borikasit EDTA) bir flask içerisine 

alındı. 

 Flask mikrodalgada kaynatıldı. 

 Kaynama sonrasında soğuduktan sonra etidyum bromür eklenip jel dökme 

aparatına döküldü. Donması için beklendi. 

3.2.6. PCR  

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA dizilerini çoğaltmak için kullanılan 

bir laboratuvar tekniğidir. Yöntem, amplifiye edilecek genom bölümünü seçmek için 

primer olarak adlandırılan kısa DNA dizilerinin kullanılmasını içerir. Bir DNA 

replikasyon enziminin hedef DNA dizisini kopyalamasına yardımcı olmak için 

numunenin sıcaklığı tekrar tekrar yükseltilir ve düşürülür. Teknik, sadece birkaç saat 

içinde hedef dizinin milyarlarca kopyasını üretebilir (Şekil 3.2). 

  

Şekil 3.2. DNA'dan Hedef Diziyi Amplifiye Etmek İçin PCR'deki Ana Adımların 

Gösterimi 

DNA metilasyon düzeyini belirlemek için tercih edilen yöntemlerden bir 

tanesi Bisülfit Modifikasyonu sonrası dizileme yöntemidir. CpG adalarında yer alan 

Guaninden önce gelen metillenmiş Sitozinler, Bisülfit Modifikasyonu sonrasında 



23 

 

Urasil’e çevrilir. DNA’daki metillenmiş olan sitozinler reaksiyon süresi boyunca 

değişime uğramadan kalır. Bisülfit Modifikasyonu yapılan DNA’lar, MS PCR 

(Metilasyon-spesifik PCR) da kullanmak için de uyumludur. 

Primerler CpG adacığı içerdiği için metile olan ve metile olmayan olarak 

ikişer çift Reverse ve Forward primer tasarlandı (Tablo 2). Bisülfit modifikasyonu 

yapılmış DNA’larda iki grup oluşturuldu. Bir gruba metile olan primer dizileri diğer 

gruba metile olmayan primer dizileri eklenerek PCR işlemine tabi tutuldu. Eğer 

DNA metile oluyor ise PCR işlemi sırasında metile olan primerlerin varlığında DNA 

miktarının artması, eğer DNA metile olmuyor ise metile olmayan primerlerin 

varlığında DNA miktarının artması beklendi.  

Tablo 3.1. LRRK2 Primer Dizilimleri 

LRRK2’nin Promotör Bölgesine Spesifik Metile Olan Primer Dizilimi 

Forward: 5’-TTT TAA AGT TTA TGT AGT TGG TCG A-3’ (25 bp) 

Reverse: 5’-AAT CCC CTT TCA AAA AAA CG-3’ (23 bp) 

LRRK2’nin Promotör Bölgesine Spesifik Metile Olmayan Primer Dizilimi 

Forward: 5’-TTT TAA AGT TTA TGT AGT TGG TTG A-3’ (25 bp) 

Reverse: 5’-AAT TAA CCC CTT TCA AAA AAA CAA T-3’ (25 bp) 

 

 -20°C’de saklanan bisülfit modifikasyonu yapılmış DNA örneklerinden 

PCR tüplerinin her birine 3 µl eklendi. 

 Her bir µl de 1 U- 1.25 U enzim olacak şekilde hesaplamalar yapıldı.  

 DNA Polymerase enzim kiti kullanılarak PCR karışımı hazırlandı (Tablo 

3). 

 Her bir numune için metile olan ve metile olmayan olmak üzere toplamda 

24 adet örnek PCR işlemine tabi tutuldu. 
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Tablo 2.2. Ticari Kitin Önerdiği Master Mix Hazırlama Protokolü 

50 µl PCR Reaksiyonu İçin Hacim Final Konsantrasyon 

DNA Polimeraz 

(2.5 U/µl) 
0.4-2 µl 1-5 U 

10X PCR Tamponu 5 µl 1 X 

dNTP Karışımı 4 µl 200 µM 

Kalıp < 500 ng < 500 ng 

Forward Primer 5-50 pmol 0.1-1 µM 

Reverse Primer 5-50 pmol 0.1-1 µM 

Distle Su 50 µl tamamlana kadar - 
 

 Metile olmayan mix metile olmayan çalışılacak örneklere metile olan mix 

metile olan çalışılacak DNA örneklerinin üzerine eklendi.  

 PCR’da ilk denatürasyon bir defa 95 °C de 3 dakika gerçekleştirilip 

sonrasında 95°C 40 saniye denatürasyon, tasarlanan primerlere uygun 

sıcaklıkta 40 saniye primerlerin bağlanması ve 72 °C de 1 dakika 10 

saniye uzatma işleminin yer aldığı 40 döngü gerçekleştirildi. 

3.2.7. PCR Yapılmış Numunelerin Agaroz Jele Uygulanması 

 Hazırlanmış %2 jel agaroz, agaroz jel elektropprezi içerisine yerleştirildi. 

 İlk kuyucuk içerisine DNA Ladder marker uygulandı. 

 Yükleme boyası ile karıştırılmış PCR örnekleri jele uygulandı. 

 Agaroz jel elektroforezi 125 voltaj da 15 dakika çalıştırıldı. 

 UV Transilluminatör ile DNA bantları görüntülendi. 
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4. BULGULAR 

4.1. α-sinüklein Uygulanmış BV-2 Hücre Hatlarından DNA İzolasyon 

Sonuçları  

Tablo 3.1. 6 saat inkübasyon sonuncu yapılan DNA izolasyon sonucu nano-drop 

ölçüm sonuçları 

Gruplar Sonuçlar 

Kontrol Grubu 320.255 µg/ml 

6 Saat α-sinüklein 198.743 µg/ml 

6 Saat α-sinüklein 270.469 µg/ml 
 

6. saatin sonunda hücreler toplanarak DNA izolasyon kiti ile izolasyon 

gerçekleştirildi ve ilk deney grubundan elde edilen DNA miktarlarının Nano-Drop 

ölçüm sonuçları Tablo 4.1’de gösterilmiştir. DNA izolasyonu sonrasında DNA 

bisülfit modifikasyon kiti ile çalışılması için DNA konsantrasyonunun 50 µg/ml ve 

üzerinde olması gereklidir ve Tablo 4’de gösterildiği üzere DNA bisülfit 

modifikasyon kiti ile çalışmak için uygun DNA konsantrasyon sonuçları elde 

edilmiştir. 

Tablo 4.2. 12 saat inkübasyon sonuncu yapılan DNA izolasyon sonucu nano-drop 

ölçüm sonuçları 

Gruplar Sonuçlar 

Kontrol Grubu 440.074 µg/ml 

12 Saat α-sinüklein 429.505 µg/ml 

12 Saat α-sinüklein 437.545 µg/ml 
 

12. saatin sonunda hücreler toplanarak DNA izolasyon kiti ile izolasyon 

gerçekleştirildi ve ikinci deney grubundan elde edilen DNA miktarlarının Nano-Drop 

ölçüm sonuçları Tablo 4.2’de gösterilmiştir. DNA izolasyonu sonrasında DNA 

bisülfit modifikasyon kiti ile çalışılması için DNA konsantrasyonunun 50 µg/ml ve 

üzerinde olması gereklidir ve Tablo 4.2’de gösterildiği üzere DNA bisülfit 
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modifikasyon kiti ile çalışmak için uygun DNA konsantrasyon sonuçları elde 

edilmiştir. 

Tablo 4.3. 18 saat inkübasyon sonuncu yapılan DNA izolasyon sonucu nano-drop 

ölçüm sonuçları 

Gruplar Sonuçlar 

Kontrol Grubu 352.598 µg/ml 

18 Saat α-sinüklein 245.357 µg/ml 

18 Saat α-sinüklein 533.191 µg/ml 

 

18. saatin sonunda hücreler toplanarak DNA izolasyon kiti ile izolasyon 

gerçekleştirildi ve üçüncü deney grubundan elde edilen DNA miktarlarının Nano-Drop 

ölçüm sonuçları Tablo 4.3’de gösterilmiştir. DNA izolasyonu sonrasında DNA bisülfit 

modifikasyon kiti ile çalışılması için DNA konsantrasyonunun 50 µg/ml ve üzerinde olması 

gereklidir ve Tablo 4.3’de gösterildiği üzere DNA bisülfit modifikasyon kiti ile çalışmak için 

uygun DNA konsantrasyon sonuçları elde edilmiştir. 

Tablo 4.4. 24 saat inkübasyon sonuncu yapılan DNA izolasyon sonucu nano-drop 

ölçüm sonuçları 

Gruplar Sonuçlar 

Kontrol Grubu 73.740 µg/ml 

24 Saat α-sinüklein 55.686 µg/ml 

24 Saat α-sinüklein 109.613 µg/ml 
 

24. saatin sonunda hücreler toplanarak DNA izolasyon kiti ile izolasyon 

gerçekleştirildi ve dördüncü deney grubundan elde edilen DNA miktarlarının Nano-Drop 

ölçüm sonuçları Tablo 4.4’de gösterilmiştir. DNA izolasyonu sonrasında DNA bisülfit 

modifikasyon kiti ile çalışılması için DNA konsantrasyonunun 50 µg/ml ve üzerinde olması 

gereklidir ve Tablo 4.4’de gösterildiği üzere DNA bisülfit modifikasyon kiti ile çalışmak için 

uygun DNA konsantrasyon sonuçları elde edilmiştir. 
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4.2. α-sinüklein Uygulanmış BV-2 Hücre Hatlarından Elde Edilen İzole 

DNA Örneklerinin Metilasyon Sonuçları 

 

 

Şekil 4.1. Kontrol ve Deney Gruplarının Agaroz Jel Elektroforezi ile Elde Edilen 

Metile Olan ve Metile Olmayan Bantların Görüntüleri 

Kontrol gruplarında ve deney gruplarında metile olan bantlar gözlemlenmiş 

ancak metile olmayan bantlar gözlemlenmemiştir (Şekil 4.1). 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

PH, hem motor hem de motor olmayan semptomların gözlemlendiği, 

ilerleyici bir nörodejeneratif hastalıktır (23,26). PH’ın karakteristik patolojik 

özellikleri, dopaminerjik nöronların kaybı ve SN’de α-sinüklein içeren Lewy 

cisimciklerinin oluşumudur (24). Parkinson hastalığının oluşmasına neden olan pek 

çok faktör bulunmaktadır. Hem çeşitli faktörlere çevresel maruziyetten hem de 

genetik farklılıklardan kaynaklanan çok yönlü bir hastalık olarak kabul edilmektedir. 

Her ne kadar PH ilk olarak sporadik bir hastalık olarak kabul edilmiş olsa da daha 

sonra yapılan çalışmalar hastalığın özellikle SNCA, PINK1 ve en sık görülen LRRK2 

genindeki mutasyonlar sonucunda gelişebileceği kabul görmüştür (60).  

Epigenetik mekanizmalar; DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve RNA 

bazlı mekanizmalardır (13). Çevresel etkilerin genom düzeyindeki farklılıklara neden 

olabildiğinin gösterilmesinin ardından epigenetik mekanizmaların PH’ın 

patolojisindeki rolü önem kazanmıştır. PH ile DNA metilasyonu arasındaki 

bağıntının aydınlatılmaya başlamasından sonra SNCA’nın CpG adalarındaki 

hipometilasyonun α-sinüklein ifadesini artırdığı ve Parkinson hastalığının 

patogenezine katkıda bulunduğu sonucuna varılmıştır (103).  

Sporadik olduğu düşünülen vakalarda yaşın ilerlemesiyle LRRK2 

mutasyonunun var olma olasılığı yükselmiştir (62). Bu bağlamda LRRK2 geninde 

oluşabilecek mutasyonların ve LRRK2’ye epigenetik mekanizmaların etkilerinin 

anlaşılması PH’ın patogenezinin anlaşılması için olukça önemlidir. 

Yapılan bu tez çalışmasında PH’ın ana patolojik bulguları arasında kabul 

edilen toksik α-sinüklein varlığında LRRK2 genin promotör bölgesinde oluşabilecek 

metilasyon miktarındaki değişimlerin gözlemlenmesi ve aydınlatılması 

amaçlanmıştır. Yu-yan Tan ve arkadaşlarının yaptığı çalışmanın sonucunda elde 

edilen veriler ile daha önce elde edilen bilgilerle birlikte SNCA’nın CpG adalarındaki 

hipometlasyonun α-sinüklein ifadesini artırdığı ve PH’ın patogenezine katkıda 

bulunduğu sonucuna varılmıştır (16). Yeni çalışmalarda LRRK2’de oluşabilecek 

epigenetik değişikliklerin araştırılması önem kazanmıştır. Bu tez çalışmasında ise 

dışarıdan eklenen fibril formdaki α-sinüklein varlığında LRRK2 genin promotör 
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bölgesinde gerçekleşen metilasyonda oluşabilecek değişimin gözlemlenmesi 

amaçlanmıştır. Çalışmamızın sonucunda kontrol gruplarında ve α-sinüklein ile farklı 

saatlerde inkübasyona bırakılan gruplarda metile olan bantlar gözlemlenirken metile 

olmayan bantlar gözlemlenmemiştir. 

Bizim çalışmamıza benzer olarak Parkinson hastalarından alınan kanlarda 

lökosit izolasyonu yapılarak SNCA ve LRRK2 genlerinde α-sinüklein varlığında 

metilasyon düzeyindeki değişimler araştırılmıştır. SNCA geninin CpG-1 adalarında 

ve LRRK2 promotör bölgelerinde metilasyon miktarında değişim gözlemlenmemiş 

olup SNCA genin CpG-2 adalarında metilasyon miktarında büyük oranda azalma 

gözlemlenmiştir (16). Bu tez çalışmasında BV-2 hücre hattında in vitro ortamda 

LRRK2 promotör bölgelerinde metilasyonun değişmediği sonucu doğrulanmıştır.  

DNA metilasyonunun, α-sinükleinin gen ekspresyonunda anahtar roller 

oynadığı gösterilmiştir (116). Azalan DNA metilasyonunun Parkinson hastalarının 

beyinlerinde α-sinüklein düzeylerinin artmasına yol açtığı rapor edilmiştir (117,118).  

SNCA, ailesel Parkinson hastalığı ile ilişkilendirilmiş ilk gendir ve şu anda 

hastalıkla ilişkili altı mutasyondan etkilendiği bilinmektedir. Bunlar A53T, A30P, 

E46K, G51D, H50Q ve A53E. SNCA'da gerçekleşen bu mutasyonlar, α-sinüklein 

agregasyonuna ve oksidatif strese katkıda bulunur (119–121). α-sinüklein birikimi 

nörodejenarasyona sebep olarak PH’ın temel patolojik bulgularını oluşturur. 

NCBI veri tabanına dayalı olarak, insan SNCA geninin iki CpG adası vardır. 

CpG-1, SNCA'nın ekson1'inde (translasyon başlatma bölgesinin −1675 ila -1464 bp 

arasında) bulunur ve 16 CpG dizisine sahiptir. CpG-2, 14 CpG sekansı içeren 

SNCA'nın intron1'inde (translasyon başlatma bölgesinin −701 ila −507 bp arasında) 

bulunur. İnsan LRRK2 geni, LRRK2'nin translasyon başlatma bölgesinin yukarı 

akışında -602 ve -334 bp arasında promotör bölgesinde sadece bir CpG adasına 

sahiptir, bu ada 34 CpG bölgesi içerir. Yapılan çalışmada SNCA CpG-1 hem de 

LRRK2'nin hem normal kontrollerden hem de Parkinson hastalarından alınan kan 

lökosit DNA'sında seyrek olarak metillendiği gösterildi. Bununla birlikte, Parkinson 

hastalarında SNCA CpG-2'nin medyan metilasyon derecesi, normal kontrol ile 

karşılaştırıldığında önemli ölçüde azaldığı gözlemlendi (16). Daha önce elde edilen 
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sonuçlarda da SNCA’nın CpG adalarındaki hipometlasyonun α-sinüklein ifadesini 

artırdığı ve PH’ın patogenezine katkıda bulunduğu sonucuna varılmıştır (103).  

LRRK2 proteinini kodlayan gen, PH için en önemli genetik risk 

faktörlerinden biri olarak kabul edilir. LRRK2 genindeki mutasyonlar, otozomal 

dominant PH ile bağlantılıdır ve LRRK2 lokusundaki genetik varyasyonlar, sporadik 

PH için artan risk ile ilişkilidir (122).  

Lewy cisimcikleri içerisinde çeşitli ölüm sonrası çalışmalarda 

immünohistokimyasal analizlerle birbirinden farklı yaklaşık yüz protein varlığı 

doğrulanmıştır. Özellikle, LRRK2 ayrıca Parkin ve PINK-1 gibi diğer PH ile 

bağlantılı gen ürünleri Lewy cisimciklerinde tespit edilmiştir (123). α-sinüklein 

oligomerlerinin seviyeleri, asemptomatik LRRK2 mutant taşıyıcılarının beyin 

omurilik sıvısında sağlıklı yaş uyumlu kontrollere göre önemli ölçüde daha yüksekti, 

bu durum LRRK2 mutasyonun toksik α-sinüklein oligomerlerinin oluşumuna katkıda 

bulunarak hastalık öncesi sürece katkıda bulunduğunu düşündürmüştür (124). Bu 

görüşü destekleyen başka bir çalışma, yaş uyumlu LRRK2 farelerine kıyasla, 15 ve 

18 aylıkken LRRK2 geninde R1441G mutasyonunun var olduğu farelerinin striatum 

ve korteksinde yaşa bağlı daha fazla oligomerik α-sinüklein birikimi olduğunu 

göstermiştir (125). Önceden oluşturulmuş fibriller, endojen α-sinükleinin patojenik 

fibril formlarına dönüşümünü tetikleyebilen yapay olarak oluşturulmuş kısa fibril 

parçalarıdır ve önceden oluşturulmuş fibriller, çözünmeyen fibrillerin veya Lewy 

cisimcikleri benzeri inklüzyonların üretilmesi için öncü işlevi görebilir. α-sinüklein 

önceden oluşturulmuş fibrillerin uygulandığı, LRRK2 geninin G2019S mutasyonu 

taşıyan fareler de α-sinüklein agregasyonu hızlanmış, SNc da dopaminerjik 

nöronlarında dejenerasyon ve nöroinflamasyon gözlemlenmiştir (126).  

Bu yapılan çalışmalar ve elde edilen bulgular doğrultusunda LRRK2 geninde 

oluşan mutasyonların PH’da α-sinüklein kaynaklı patogenezi düzenleyebileceğini ve 

α-sinüklein agregasyonu ile LRRK2 geninde oluşan mutasyonların arasında bir 

bağıntı olabileceğini düşündürmektedir. 

Bu tez çalışmasında in vitro ortamda BV-2 mikroglia hücre hattı üzerine saat 

uyumlu taze medium ve önceden oluşturulmuş α-sinüklein fibrilleri içen medium 

uygulanmıştır. Farklı saatlerde elde edilen sonuçlar değerlendirildiğinde kontrol 
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grupları ile çalışma grupları arasında metilasyonda değişim gözlemlenmemiştir. 

Hastalık varlığında SNCA’nın CpG-1 adasında metilasyon miktarı değişmezken 

CpG-2 adasında hipometilasyon gözlemlenmiştir (16). LRRK2 farklı bölgelerinde 

oluşabilecek metilasyon miktarındaki değişimlerin araştırılması ve LRRK2 ile α-

sinüklein arasındaki ilişkinin anlaşılması için bir yol olabilir.  

LRRK2 ile α-sinüklein arasındaki ilişkinin anlaşılması için daha farklı 

çalışmaların yapılması amaçlanmıştır. Bu tez çalışmasına benzer şekilde yapılan 

başka bir çalışmada BV-2 hücre hattında α-sinüklein varlığında 6 saatlik inkübasyon 

sonucunda kontrol gruplarına kıyasla eksozom salgılama seviyesinin arttığı ortaya 

konulmuş ve bu eksozomlarla MHC sınıf II molekülleri ile TNF-α’nın ifade edildiği 

bildirilmiştir (127). Eksozomlar, çok sayıda hücre tipi tarafından salınan ve vücut 

sıvılarında bol miktarda bulunan endositik kökenli zara bağlı veziküllerdir. Protein 

salgılanması, immün yanıt regülasyonları, RNA/protein transferi, hücre-hücre 

etkileşimi iyi bilinen fonksiyonlarındandır (127). Başka bir çalışmada ise 

eksozomların hücreler arasında α-sinüklein proteinini transfer edebildiği ve PH’da 

görülen lizozomal bozuklukların eksozomal α-sinüklein salınımını arttırdığı 

sonucuna varılmıştır (128). Yapılan başka bir çalışmada eksozomal α-sinükleinin 

merkezi sinir sisteminden kaynaklandığı ve PH’nın şiddeti artıkça seviyesinin arttığı 

gösterilmiştir (129). 

Parkinsonlu hastalar ile yaş ve cinsiyet uyumlu kontrollerin lökositlerinde 

SNCA metilasyon düzeyleri ve plazma eksozomal α-sinüklein miktarları 

incelenmiştir. PH gruplarında kontrole kıyasla hipometilasyon tespit edilmiştir. 

Bununla birlikte, plazma eksozomal α-sinüklein seviyeleri PH gruplarında 

kontrollerdekilere kıyasla yükselmiştir. SNCA metilasyonu ile plazma eksozomal α-

sinüklein seviyeleri ilişkilendirilmiştir (130). 

Bu tez çalışmasında kontrol grupları ve α-sinüklein uygulanan grupların 

6.saat, 12. saat, 18. saat ve 24. saatin sonunda toplanılan mediumları atılmayıp -20 

˚C’de muhafaza edildi. İlerleyen çalışmalarda bu medyumlar içerisindeki kontrol 

gruplarına kıyasla sitokin miktarlarındaki değişimlerin gözlemlenmesi 

amaçlanmıştır. α-sinükleinin insan mikroglial hücre hattı olan HMC3’de farklı 

parametrelerle çalışılması ve elde edilen sonuçlarla kıyaslanarak değerlendirilmesi 

amaçlanmaktadır.  
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Yüksek Lisans Öğrenimi : Süleyman Demirel Üniversitesi Sağlık Bilimleri     

  Enstitüsü Tıbbi Farmakoloji Ana Bilim Dalı 

 

Yabancı Dil(ler) ve Düzeyi   
  

l. İngilizce (Orta) 

 

İş Deneyimi     
  

1. Özel Isparta Hastanesi /Mesul Müdürlük 

2. NEÜ Meram Tıp Fakültesi Hastanesi/Hastane Eczacılığı 

3. Selçuk Ecza Deposu Isparta Şubesi/Mesul Müdürlük 

4. Kılıç Eczanesi (Devam eden) 

  

Bilimsel Yayınlar ve Çalışmalar  
  

1. Rosa Damascena MILL.’in Üzerinde Yapılan Farmakolojik ve Fitokimyasal 

Çalışmaların Araştırılması ve Ekonomik Açıdan Değerlendirilmesi (Araştırma 

Projesi Tezi) 

2. The beneficial effect of salubrinal on neuroinflammation and neuronal loss in 

intranigral LPS-induced hemi-Parkinson disease model in rats (2022) 

 

 


