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OZET

BV-2 Mikroglial Hiicre Hattinda Fibril Formdaki Alfa-Siniiklein
Uygulanmasinin LRRK2 Metilasyonu Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Parkinson hastaligi, Alzheimer hastalifindan sonra en sik goriilen ikinci
norodejeneratif hastaliktir. Parkinson hastaliginin en belirgin patolojik 6zelligi, o-
sinliklein iceren Lewy cisimciklerinin ve Lewy ndritlerinin intrandral birikiminin
eslik ettigi, substantia nigra pars compacta'daki dopamin iireten néronlarin kaybidir
ve buna bagl gelisen dopamin eksikligidir.

Parkinson hastalig1r sporadik ve ailesel formlarda ortaya cikar. Ailesel
Parkinson hastaliginin yaygin olarak SNCA, PINK1 ve LRRK2 genindeki
mutasyonlardan kaynaklandigi bilinmektedir. Cevresel etkilerin genom diizeyindeki
farkliliklara ~ neden  olabildiginin  gosterilmesinin  ardindan  epigenetik
mekanizmalardan DNA metilasyonunun yasa bagli olarak, belli genomik bolgelerde
artigt ya da azalabildigi gozlemlenmistir. Bu durum Parkinson hastaliginin
patolojisinin aydinlatilmasinda DNA metilasyonu iizerine yapilan c¢alismalarin
Oonemini artirmistir. Parkinson hastaligi varliginda SNCA genin CpG-2 adalarinda
hipometilasyon gézlemlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda mikroglial hiicre hatti olan BV-2 hiicre hatt1 kullanilmis
ve saat kontrollii fibril formdaki a-siniiklein uygulanarak in vitro ortamda Parkinson
hastalig1 modeli olusturulmustur. 6, 12, 18 ve 24. saatlerin sonunda DNA izolasyonu
yapilmistir. Izole DNA’lara Bisiilfit modifikasyon kiti ile muamele edilmistir. PCR
ile DNA miktar1 artinlmistir. Agaroz jel elektroforezinde metile olan ve metile
olmayan bantlar UV Transilluminator ile goriintiilenmistir. LRRK2 promotor
bolgesinde kontrole kiyasla hicbir deney grubunun metilasyonunda degisim
gozlemlenmemistir.

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



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 a-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 a-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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1. GIRIS

Parkinson hastalig1 sporadik ve ailesel formlarda ortaya ¢ikan ilerleyici bir
norodejeneratif hastaliktir (1). Ailesel tip, Parkinson hastalarinin sadece %35-10'unu
olustururken, Parkinson hastalarinin biiylik ¢cogunlugu, ¢ok faktorlii bir kdkene sahip
olan sporadik formda ortaya g¢ikar (2). Parkinson hastaliginda bradikinezi, rijidite,
istirahat tremoru ve postural instabilite gibi motor semptomlar ve uyku bozukluklari,
demans, duyusal anormallikler ve otonomik islev bozukluklar1 gibi motor olmayan
semptomlar gézlemlenir (3). Patolojik olarak Parkinson hastaligi Lewy cisimcikleri
ve Lewy noritleri seklindeki noral inkliizyonlarin eslik ettigi substantia nigra'daki
dopaminerjik noronlarin dejenerasyonunun bir sonucudur ve bu da striatumda
dopamin seviyesinin diismesine neden olur (4). Dopamin eksikliginden kaynakli

hareket giicii ve kabiliyetinde azalma ile birlikte istemsiz hareketler olusur (5).

Parkinson hastalarinin beyinlerinin 6liim sonrasi analizi ile Lewy cisimcikleri
ve Lewy ndritleri, merkezi ve periferik noronlarda gozlemlenmis ancak substantia
nigra pars compactadaki pigmentli ndronlarda daha yogun bir sekilde lokalize oldugu
goriilmiistir (6). o-siniiklein {iretimi ve yikimi arasindaki denge bozuldugunda,
¢Oziinlir monomerik a-siniiklein toplanir ve oligomerlere, ardindan amiloid
fibrillerine ve son olarak Lewy cisimcigine donisiir (7). a-siniiklein, esas olarak
presinaptik hiicrelerde bulunan, SNCA geni tarafindan kodlanan 140 aminoasitli bir
proteindir (8).

Parkinson hastalig1 vakalarimin ¢ogu, ailede hastalik Oykiisii olmaksizin
sporadiktir. Yeni yapilan ¢alismalar ile ulagilmis sonuglarda ise hastalarin yaklagik
%10'u ve fazlasi net bir aile oykiisii gosterir ve LRRK2’de olusan mutasyonlar ailesel
Parkinson hastaliginin en sik nedenidir (9,10). Ailesel Parkinson hastaligi genetik
etiyolojisine katkida bulunan genler, kalitsal parkinson hastalarinda ve ailelerinde
konumsal klonlama stratejileri ile tanimlanmistir (11). SNCA, PARK2, PINK1,
PARKY ve LRRK2 genleri ile Parkinson hastalig1 arasinda nedensel iliski i¢in yapilan

calismalardan tutarli sonuglar elde edilmistir (12).

Parkinson hastalifinin yas ile birlikte goriilme olasiliginin artmasi ve

baslangicindan itibaren ilerleyici bir norodejeneratif hastalik olmasi nedeniyle yeni



yapilan g¢aligmalarda epigenetik mekanizmalarin incelenmesi gerekli goriilmiistiir.
Bilinen epigenetik mekanizmalar DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve RNA
bazli mekanizmalardir (13). Yapilan bazi ¢alismalarda Parkinson hastaligi varliginda
SNCA geninde hipometilasyon tespit edilmistir (14,15). LRRK2 metilasyonunda

olusabilecek degisimlere ise insan 16kositlerinde bakilmigtir (16).

Bu tez c¢alismasinda mikroglial hiicre hatti olan BV-2 hiicre hattinda
Parkinson hastaliginin temel patolojik bulgularindan olan fibril formdaki a-sintiklein
varhiginda LRRK2 metilasyon diizeyinde olusabilecek degisimlerin in vitro ortamda

aydinlatilmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tanim ve Tarihce

Parkinson Hastalig1 (PH) substantia nigradaki (SN) dopaminerjik ndronlarin
kaybindan kaynaklanan, hipokinetik hareket bozuklugunun o6ne ¢iktig
norodejeneratif bir hastaliktir (17). PH ilk kez 1817'de James Parkinson tarafindan
paralysis agitans ya da "titreyen inme" olarak tanimlanmistir (18). Cok daha eski
donemlerde yaklasik MO 1000'den kalma geleneksel Hint metinlerinde ve eski Cin
kaynaklarinda da PH’a ait benzer tanimlamalar goriilmektedir (19,20). PH’nin en
eksiksiz patolojik degerlendirmesi ve beyin sapi lezyonlarinin net bir sekilde

tanimlanmasi, 1953'te Greenfield ve Bosanquet tarafindan yapilmstir (21,22).

PH, Alzheimer hastaligindan sonra en sik goriilen ikinci noérodejeneratif
hastaliktir (23). PH, 65 yas ve tizeri niifusun % 2-3'linii etkilemektedir (24). PH nin
baslangic1 genellikle 65-75 yas araligi ve sonrasidir. Vakalarin %5'inden azinda 40

yasindan once baslangig goriliir (25).

PH erken ve ge¢ baslangich olabilir. 40 yasindan once goriilen PH’a ‘Erken
Bagslangicli Parkinson’ denir. 20 yasin altinda baslayan PH’a ise ‘Juvenil Parkinson’
denilir. Sporadik olarak adlandirilan vakalar ise ileri yaslarda baslayan ve ailesel
olmayan gec¢ baslangic gosteren hastalardir. Genlerde olusan mutasyonlarin

kalitilmasi ile olusan PH ise Ailesel Parkinson olarak isimlendirilir.

2.2. Parkinson Hastalig1 Klinik Bulgular

PH yasa bagli norodejeneratif bir hastaliktir. Hastalar motor ve motor
olmayan bir dizi semptomlar gosterirler. Motor semptomlar arasinda titreme,
hareketin yavaslamasi (bradikinezi) ve kaslarda kasilma, hareket edememe (akinezi),
uzuvlarda kasilma, tutarsiz yiirliylis ve postural instabilite yer almaktadir (26).
Hipozmi, depresyon, anksiyete, apati haliisinasyonlari, psikoz, demans/bilissel
bozukluk gibi psikiyatrik semptomlar, duyusal semptomlar, genitotiriner semptomlar
(idrar sikligi, libido azalmasi, cinsel islev bozuklugu), gastrointestinal semptomlar

(kabizlik, gecikmis/azalmis mide bosalmasi, disfaji, siyalore), dizartri, hipofoni,



uyku bozukluklari, kan basinct degisiklikleri (postural, postprandial), aritmiler gibi

kardiyovaskiiler semptomlar motor olmayan semptomlara 6rnektir (27).

PH’1in olugsmasma neden olan pek cok faktdr bulunmaktadir. Hem cesitli
faktorlere cevresel maruziyetten hem de genetik farkliliklardan kaynaklanan g¢ok
yonlii bir hastalik olarak goriilmektedir (28). Toksik kimyasallara maruz kalma ve
kafa travmasi PH riskini artirabilirken, fiziksel aktivite gibi belirli yasam tarzi
faktorleri, riski azaltabilir (29,30). PH’in ilerleyen yaslarda goriilme olasilig
artmaktadir (31).

2.3. Parkinson Hastah@: Patofizyolojisi

PH, SN'de bulunan dopaminerjik néronlarin yavas ve ilerleyici dejenerasyonu
ile karakterizedir (23). SN, Substantia alba igerisine gémiilii ti¢ gri bolgeden biri olan
bazal ganglionlar arasinda yer almaktadir. Bazal ganglionlar klinik ve fonksiyonel
yonden bes temel c¢ekirdekten olusur. Bunlar Sekil 2.1°de kirmizi alanlar ile
gosterilen Nucleus caudatus, Putamen, Globus pallidus, Substantia nigra ve Nucleus
subtahalmicus’tur. Bazal ganglionlar iskelet kaslarinin hareketlerinin baglatilmasini,

durdurulmasini ve kontroliinii saglarlar (32).

M = Basal ganglia
¥ = Related structures

Nucleus
accumbens

Olfactorytubercle o pra) pallidum
Sekil 2.1. Bazal Ganglionlar (33)

Parkinson Hastalarinin otopsilerindeki tipik bulgusu, SN ve lokus seruleusta
soluk bir goriintidir (17). Sekil 2.1°de normal SN (Sekil 2A), idiopatik PH’da
pigmentini kaybetmis SN (Sekil 2B) ve SN noéronlarinda histolojik inceleme ile

gorintiilenen Lewy cismi (Sekil 2C) yer almaktadir.
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Sekil 2.2. Parkinson Hastaliginin Morfolojisi (17)

PH’nin en belirgin patolojik 6zelligi, a-siniiklein igeren Lewy cisimciklerinin
ve Lewy noritlerinin intrandral birikiminin eslik ettigi, substantia nigra pars
compacta'daki (SNc) dopamin iireten noronlarin kaybidir ve buna bagh gelisen
dopamin eksikligidir (34). Dopamin eksikliginden kaynakli hareket giicii ve

kabiliyetinde azalma ile birlikte istemsiz hareketler olusur (5).

Depolarizasyon

(Na'vg
Diyetle ; Ca?* girisi)

alinan fenilalanin

Tirozin \ I
1A / ./ V

Q@

Néronal geri-alim D,
A 1é
(DAT, NET), daha sonra otoresepior
depolama (VMAT2) /
veya metabolizma
Postsinaptik ice-alim
D1/D2 reseptor [OCT1, OCT2,

anesn OCT3 (ENT)]

Eleklér
yanit l

Sekil 2.3. Dopaminerjik Sinir Ucunda Dopamin Sentezi ve Metabolizmasi (18)

Dopaminerjik sinir uglarinda diyetle alinip nérona taginmis tirozinden tirozin
hidroksilaz (TH) ile L-dihidroksifenilalanin (L-DOPA) olusur. L-DOPA ise aromatik
aminoasit dekarboksilaz (AADD) aracilig1 ile dopamin iiretilmesine Onciiliikk eder.
Dopamin, sinir uglarinda bir vezikiiler membran tasiyicist 2 (VMAT?2) ile vezikiil

icerisine tasinir ve vezikiilden sinaptik bosluga salinimi, presinaptik membrana



kalsiyum iyonunun (Ca?") girisi ve presinaptik sinir uglarinda depolarizasyon ile
olur. Sinaptik araliktaki dopamin, presinaptik otoreseptdrleri ve postsinaptik D1 ve
D2 reseptorleri aktive eder. Dopaminin etkisi sinir terminallerinde geri alinarak
(depo edilerek veya metabolizma edilerek) veya postsinaptik hiicreye alinip burada
metabolize edilerek sonlanir. Postsinaptik hiicrede metabolizma sirasiyla dopaminin
katekol-O-metiltransferaz  (COMT) ile 3-metoksitriamine (3MT) doniismesi,
3MT’nin monoamin oksidaz (MAO) ve aldehit dehidrogenaz (AD) ile 3-metoksi-4-
hidroksi-fenilasetik asite (HVA) doniismesi ile sonlanir. HVA insanda dopaminin
ana metabolitidir. Presinaptik hiicreye geri aliman dopamin MAO ve AD ile 3,4-
dihidroksifenilasetik asite (DOPAC) doniistiiriiliir. Sonrasinda DOPAC, COMT ile
HVA’ye metabolize edilir (Sekil 2.3) (35).

Parkinson hastaliginin tedavisinde replasman tedavisi ilk tercih edilen
yontemdir ve bu amagla levodopa kullanilir. Levodopa tedavisine alternatif olarak
dopamin reseptdr agonistleri, COMT inhibitorleri, secici MAO-B inhibitorleri ve

muskarinik reseptor antagonistleri kullanilabilir (18).

2.4. Parkinson Hastalig: ve a-siniiklein Tliskisi

Striatal dopamin eksikligine neden olan SN’deki néronal kayip ve a-siniiklein
kiimeleri igeren hiicre igi inkliizyonlar, PH’in néropatolojik 6zellikleridir (24). a-
siniiklein, esas olarak presinaptik hiicrelerde bulunan, SNCA geni tarafindan
kodlanan 140 aminoasitli bir proteindir (8). Coziiniir sitozolik a-siniiklein,

yapilandirilmamis ve dogal olarak katlanmamis bir proteindir (36).

Cozilinlir a-siniiklein, vezikiil olusumu gibi sinaptik membranlarin cesitli
stireglerinin ve 6zelliklerinin diizenlenmesinde rol oynar (37). a-siniiklein, SNARE
ailesinin Tlyeleri ile etkilesimler yoluyla norotransmiter saliniminin kontroliine
katildig1 bildirilmektedir (38). Yapilan ¢alismalarda a-siniiklein yoklugunda dopamin
miktarmin azaldigr gozlemlenmistir. Bu durum dopamin biyosentezinin ve
islenmesinin diizenleyicisi olarak a-siniikleinin potansiyel roliine dikkat ¢ekmektedir
(39-41). o-siniiklein niikleusta lokalizedir (42), bu durum gen ekspresyonunun

diizenlenmesiyle ilgili rollere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 2.4. a-siniikleinin Agregasyon Basamaklari (43)

Normal kosullar altinda, a-sintiklein, fizyolojik islevleri yerine getirmek igin
lipid membrana baglanabilir veya anormal agregasyon olusumuna direngli a-sarmal
yapiya sahip bir tetramer olusturabilir. Anormal kiimelenme siirecinde bazi
monomerler, sonunda fibrillere dontisebilen oligomerler olusturabilmektedir.
Fibrillere doniismeyen oligomerler de olusabilir. Sekil 4’te anormal agregasyon

olusumuna direncli tetramer olusumu ve agregasyon basamaklari sematize edilmistir

(43).
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Sekil 2.5. Fizyolojik Islevleri ve Patolojik Aktiviteleri ile Iligkili a-siniiklein
Konformasyonlari (44)

Coziiniir a-sintiklein dogal olarak katlanmamis ve monomerik bir proteindir
(45). Sinaptik vezikiiller gibi oldukc¢a kavisli zarlara baglandiktan sonra, a-siniiklein

konformasyonel bir degisiklige ugrar, multimerizasyon ile iligkili olan ve onun



SNARE-kompleks saperon islevine aracilik eden bir amfipatik sarmal halinde
katlanir (44). Patolojik kosullar altinda, ¢6ziiniir o-siniiklein, amiloid fibrillerine
doniisen ve sonunda Lewy cisimcikleri seklinde biriken tabaka benzeri oligomerler
(protofibriller) olusturur (Sekil 2.5) (44).

Ailesel parkinsona neden olan mutasyonlardan (A53T ve A30P) dolay1 yanlig
katlanan o-siniikleinler lizozom liimenine baglanir ancak lizozom igerisine
almmamazlar. Yiiksek afinite ile baglanip daha zor ayrildiklar1 i¢in lizozomlara girip
parcalanamamiglardir (46). a-siniikleinin pargalanmasinin engellendiginden dolay1 a-
siniiklein  birikimi olur. a-sinliklein {iretimi ve yikimi arasindaki denge
bozuldugunda, ¢6ziiniir monomerik o-siniiklein toplanir ve oligomerlere, ardindan

amiloid fibrillerine ve son olarak Lewy cisimcigine doniisiir (7).

Lewy cisimciklerinin ve Lewy noritlerinin ana bileseni, ¢éziinmeyen a-
siniiklein fibrilleridir (47). Parkinson hastalarinin beyinlerinin 6liim sonrasi analizi
ile Lewy cisimcikleri ve Lewy noritleri, merkezi ve periferik noronlarda
gozlemlenmis ancak SNc'deki pigmentli noronlarda daha yogun bir sekilde lokalize
olugu goriilmiistir (6). Kiimelenmis o-sintikleinin in vitro ve in vivo olarak
mikroglia, astrosit ve insan monositlerinde inflamatuar reaksiyonlar1 indiikledigi

gozlemlenmistir (48,49).

2.5. Parkinson Hastah ve inflamasyon Arasindaki iliski

Inflamasyon viriisler, bakteriyel enfeksiyonlar, toksinler, toksik bilesikler,
doku hasar1 gibi cesitli zararli uyaranlarin neden oldugu o6nemli bir biyolojik
cevaptir. Inflamasyon sirasinda inflamatuar sitokinler ve reaktif oksijen tiirleri
iiretilir. Inflamatuar sitokinler, hedef hiicrelerin plazma membraninda bulunan ¢esitli
reseptorler iizerinde etki ederek inflamatuar siireci baslatir ve sonlandirirlar (50).
Noroinflamasyon genellikle, enfeksiyon, travma, iskemi ve toksinler dahil olmak
izere ¢esitli patolojik etkenlerin neden olabilecegi merkezi sinir sistemi ig¢indeki bir
inflamatuar yanit1 ifade eder (51). Dogustan gelen bagisiklik hiicreleri olan mikroglia
ve astrositler, ndroinflamatuar siirece dncelikli olarak dahil olurlar ve proinflamatuar
mediyatorlerin  salinimint  gergeklestirirler (52). Lewy cisimciklerinde bulunan
kiimelenmis a-siniikleinin, mikroglial aktivasyonu indiikleyerek dopaminerjik

noronlarin Slimiine yol agtigi gozlemlenmistir (48,53). Aktive olmus mikroglial



hiicreler tiimor nekroz faktori-a (TNF-a), interlokin-13 (IL-1B), sliperoksit, nitrik
oksit (NO), reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimi ile
inflamatuar siireci baslatirlar (54). a-siniiklein tarafindan aktive edilmis mikroglia
hiicrelerinin reaktif oksijen tiirlerini asir1 ifadesi sonucunda ndrodejenerasyonu
siddetlendiren oksidatif strese yol actigi diisiiniilmektedir (55,56). Bir calismada
hiicre dis1 a-siniiklein varliginin reaktif oksijen kaynagi olan mikroglial nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat oksidaz aktivasyonunu ve mikroglial P2X7R reseptorleri
yoluyla reaktif oksijen tiirlerinin tretimini destekledigi gézlemlenmistir (56).
Mikroglial aktivasyonun ndronal hasara onemli dl¢iide katkida bulundugu ve PH
stirecini de hizlandirdigi genel olarak kabul edilmektedir (57-59). a-siniiklein
varliginin mikroglial hiicreleri aktive ettigi basamaklar tam olarak bilinmedigi i¢in

yeni arastirmalar mikroglial aktivasyon iizerine yogunlagsmaktadir.

2.6. Parkinson Hastalig1 ve Genetik Etkenler

Her ne kadar PH ilk olarak sporadik bir hastalik olarak kabul edilmis olsa da
daha sonra yapilan caligmalar hastaligin 6zellikle SNCA, PINK1 ve en sik goriilen
LRRK2 genindeki mutasyonlarla ortaya ¢ikabildigini gostermistir (60). Parkinson
hastalarmin %15-20’sinin ailesinde net bir sekilde Parkinson ile ilgili bulgular
gbzlemlenmistir. Bunun sonucu olarak hastaligin karmasik bir etiyolojisi oldugu
kanisina varilmig, hastaligin hem cevresel faktorlerden hem de genetik faktorlerden
etkilendigi disiiniilmistiir (60). Ailesel PH’1n bir dizi gendeki mutasyonlarin sonucu
olustugu bildirilmistir. Parkin, PINK1 ve LRRK2'deki mutasyonlarin tiimii, erken
baslangicli ailesel parkinson ile iligkilidir (61). Ailesel PH’in genetik etiyolojisine
katkida bulunan genler, kalitsal parkinson hastalarinda ve ailelerinde konumsal
klonlama stratejileri ile tanimlanmigtir (11). SNCA, PARK2, PINK1, PARK7 ve
LRRK2 genleri ile PH arasinda nedensel iliski i¢in yapilan caligmalardan tutarl
sonuglar elde edilmistir (12). Sporadik oldugu diisiiniilen vakalarda goriilen ve
LRRK2 G2019S mutasyonunun var olma olasiligr 50 yasinda %15 iken 75 yasinda
%85’¢ ylikselmistir (62). Son yillarda yapilan g¢alismalarin sonuglari LRRK2’de
gerceklesebilecek mutasyonlarin sporadik PH riskini arttirdigi sonucuna varilmistir
(63-65). Bu zamana kadar bilinen gen mutasyonlarinin ¢ogu, hastaligin erken ortaya

cikmasina veya geng yasta baslangicina sebep olurken, LRRK2 mutasyonlarinin, hem



klinik hem de demografik 6zellikler agisindan sporadik PH’a benzeyen parkinsona

neden oldugu ortaya konulmustur (Sekil 2.6) (66).

Parkinson Ha.st;hﬁlr;u;
Nedenleri

Yiiksek risk
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Orta risk
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Sekil 2.6. Parkinson Hastaligimin Genetik Temelinde Yer Alan Genlerin Risk
Degerlendirmeleri (67)

2.7. Parkinson Hastahg: ve LRRK2
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Sekil 2.7. LRRK2 Proteinin Domainleri, Genomik ve Transkript Seviyesi (60)

Losin bakimindan zengin tekrar igeren kinaz 2 (LRRK2), ROCO ailesi
proteinlerinden yaklagik 280 kDa biiyiikliigiinde olan bir proteindir. ROCO protein
ailesi 200-250 aminoasitlik Roc (Kompleks proteinler i¢in Ras) olarak adlandirilan
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bir domain igeren hemen ardindan COR (Roc'un C-terminali) olarak adlandirilan bir
300-400 aminoasitlik domainin geldigi proteinler grubudur (68). Birbirlerine bagimli
ve ayrilmaz Roc ve COR domaninlerini genellikle bir kinaz domaini takip eder (69).
LRRK2'nin olusturdugu genomik bolge 51 ekzon ile yaklasik 144 kilobaz igeren
biiyiik bir bolgedir. Bu gen LRRK?2 olarak adlandirilan 2527 amino asitli 286 kDa
biiyiikliigiinde bir proteini kodlar (70). LRRK?2 birden fazla protein etkilesim alanlari
bulunan fonksiyonel GTPaz ve kinaz alanlar1 yer alan biiyiik bir proteindir (71).
Yapisal olarak armadillo, ankyrin, LRR, RoCCOR, kinase ve WD40 domainlerinden
olugsmaktadir (Sekil 2.7) (72).

Parkinson vakalarinin ¢ogu sporadik olmakla birlikte, vakalarin %35-15'i
genetik degisime baghidir. PH in genetik patogenezinin anlasilmasinda biiyiik bir
gelisme, PARKI1-11 olarak adlandirilan Tablo 2.1°de gosterilen 10 kromozomal

bolgenin haritalanmasi ve ardindan yedi tanesinin klonlanmasi olmustur (70).

Tablo 2.1. Parkinson Hastaligi ile ligkili Genler ve Proteinler

Gen Bolgesi Protein Ismi
PARK1/4 a-siniiklein
PARK?2 Parkin
PARKS5 UCH-L1
PARK 6 PINK1
PARK 7 DJ-1
PARKS LRRK?2
PARK11 GIGYF2
M1869V
E1874Stop
R1067Q R1941H
S1096C I1371v 12012T
I1122v R1441G Y1699C G2019s
A1151T R1441C R1728L 120207 T2141M T23561
A211V  KSA4E N712V QO30R 1eaooy ML M2 720318 WALA3R G2383R 2466m
v v . W WYW \ 4 A A 4 v
(m[ : o i )
Lrrk2 repeats Leucine-rich Roc COR Kinase WD40
repeats

Sekil 2.8. LRRK2 de Tanimlanan Mutasyonlar (72), (73)
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PARKS kromozal bolgesi 2002 yilinda Japon bir ailede yapilan genom
capinda baglant1 analizi ile kesfedilmistir (74). Ailesel ve goriiniiste sporadik
Parkinson’lu hastalarla yapilan ¢aligmalar sonucunda birden fazla genetik mutasyon
tespit edilmistir (74—77). Yetmis besten fazla LRRK2 mutasyonu tespit edilmistir,
ancak hepsi parkinson hastalifi olugma riskine ayni Olglide katkida bulunmaz.
p.R1441C, p.R1441G, p.Y1699C, p.G2019S ve p.12020T ve p.R1628P ve p.G2385R
noktalarindaki mutasyonlar patolojik birer risk olarak kabul edilmistir (Sekil 2.8)
(78).

LRRK2 geninde p.G2019S noktasinda goriilen mutasyon, en sik goriilen
patojenik mutasyon olarak bilinmektedir ve Sekil 2.9’da kirmizi olarak gosterilmis

kinaz alanini dogrudan etkilemektedir (76).

Ankyrin  LRR

ROC/GTPase
C .
Kinase

N1437H

R1441C/G/H

Y1699C

S1761R
G2019S

12020T

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

LRR M:TS | kinase M WD40

LRRK2

kinase
(active)

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

Genetik mutasyonla aktarilan tiirleri arasinda kinaz bdolgesinde goriilen
mutasyonlar biiyilk cogunlugu olusturmakta ve kinaz aktivitesinin artmasinin

patolojik bir sebep olarak kabul edilmesine neden olmaktadir (Sekil 2.10) (36).
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LRRK2’nin hiicre igerisinde vezikiiler transport, endositoz ve mitokondri-
endoplazmik retikulum iletisiminde rol oynadig1 ve 6zellikle a-siniiklein ile birlikte
etkilesiminin hastaligin patolojisindeki temel nedenlerinden biri oldugu kabul
edilmektedir (80). LRRK2’nin 6zellikle mikroglia ve periferal makrofajlar gibi
immiin hiicrelerde inflamasyona bagli olarak diizeylerinin arttiginin gosterilmesi,
LRRK2’nin ayrica immiin bir eleman olarak da rol oynadigin1 géstermektedir. Her
ne kadar LRRK2’nin aktivasyon mekanizmasi tam olarak anlasilmamis olsa da
giiniimiizde etkilesimde oldugu substratlar1 olan Rab proteinleriyle hiicrenin
vezikiiler trafigini kontrol ettigini ve bu kontroliin bozulmasimin PH ve deneysel
Parkinson modellerinde ortaya ¢ikmasi LRRK?2 kinaz inhibitdrlerinin arastirilmasinin
Ontinii agmuigtir (81). Rab GTPaz'lar, neredeyse tiim membran ve vezikiiler trafik
stireglerinde ¢ok yonlii diizenleyiciler olarak hizmet ederler (82,83). LRRK2 ile
birgok Rab ailesi iiyesi arasinda fiziksel, genetik ve fonksiyonel etkilesimler
bildirilmistir (83,84). LRRK2 Rab8a, Rab10 ve Rab29 dahil olmak iizere 16 Rab
proteinini fosforile eder. Fosforilasyon, Rab'mn Rab-GDP ayrisma inhibitorlerine
baglanmasin1 bozarak zarlarda Rab birikmesine neden olur (85,86). Rab29 bir
LRRK2 kinaz substratidir. Yapilan bir ¢alismada Rab29'un asir1 ekspresyonunun,
LRRK?2 kinaz aktivitesini uyararak fosforilasyonu arttirdigi sonucuna varilmistir
(87).

2.8. Parkinson Hastalig1 ve Metilasyon fliskisi

Epigenetik modiilasyon prenatal donemde baslayan, hayat boyu devam eden,
yasam tarzi, ¢evresel etkenler ve genetik yapiyla birlikte PH icin risk faktorleri
olusturabilecegi diisliniillen O©nemli bir etkendir. Cevresel etkilerin genom
diizeyindeki farkliliklara neden olabildiginin gosterilmesinin ardindan epigenetik
mekanizmalarin PH’1n patolojisindeki rolii énem kazanmustir. Ozellikle PH’1n her ne
kadar klinik semptomlar1 dopaminerjik néronlarin yiizde 70’inin kaybi sonrasi
belirginlesmeye baslasa da patolojinin yaklasik 20 yil once basladigr hipotezi
epigenetik bir silireg olarak degerlendirilmesi diislincesini desteklemektedir.
Fenotipin gelisimini ve olusumunu biiylik Olc¢iide etkileyen birbiriyle iliskili ve

karmasik ti¢ farkli epigenetik diizenleme mekanizmasi bulunmaktadir. Bu epigenetik
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mekanizmlar; DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve RNA bazh

mekanizmalardir (13).

DNA metilasyonu yiiksek oranda korunmus bir siirectir ve bu siirec DNA
metil transferazlar (DNMT) tarafindan Kkatalize edilir (88). Memelilerde bilinen
DNMT1, DNMT2, DNMT3A ve DNMT3B olarak ifade edilen DNA
metiltransferazlar bulunmaktadir (89). Memeli hiicrelerinde en fazla bulunan metil
transferaz  DNMT1’dir. Somatik hiicrelerde metilasyonun siirdiiriilmesinde
DNMT1’in kilit bir roli oldugu bildirilmis ve bu enzimin kaybinin niikleer

diizensizlige, artan histon asetilasyonuna ve apoptoza yol agtig1 gosterilmistir (90—
93).

Metilasyon, Guainden (G) o6nce gelen sitozinin (C) besinci karbonuna bir
metil grubunun kovalent modifikasyon islemidir (Sekil 2.11). DNA metilasyonu
CpG adalar1 ve CpG adalarinin (~ 2 kb) yakininda bulunan bolgelere 6zgiidiir (13).
Sitozinlerin, guaninlerden once gelmesi ile olusan CpG adaciklarinin, genellikle
genlerin promotor bolgelerinde yerlesim gostermekte oldugu gozlemlenmistir (94).
DNA metilasyonu c¢esitli genlerin ekspresyonlarinda gerceklesecek degisiklikleri
diizenleyebilmektedir (95).

A
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Kromozom DNA metilasyon

Sekil 2.11. DNA Metilasyonu (96)

DNA metilasyon diizeyi artan yas ile birlikte degiskenlik gdstermektedir.
Yasa bagl olarak, belli genomik bdlgelerdeki metilasyonun arttig1 ya da azalabildigi

gozlemlenmistir. Parkinson gibi yasa bagli norodejeneratif hastaliklarin
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ilerlemesinde, DNA metilasyonunun 6nemli bir role sahip oldugu disiiniilmiistiir

(88,97).

SNCA noktast mutasyonlarinin yani sira gen ¢ogalmalart ve asiri
ekspresyonun, Lewy cisimciklerinin olusumunda nedensel bir rol oynadig
distiniilmektedir (98,99). SNCA gen miktarinin Parkinson hastaliginin gelisimi igin
kritik bir oneme sahip oldugu, SNCA'nin noronal ekspresyonuna sahip fare
modellerinin Parkinson hastaligi benzeri dopaminerjik ndéron kaybi, protein
agregatlarinin olusumu ve motor bozukluklarin ortaya ¢ikarmasi ile desteklenmistir
(99,100). Genetik mutasyonlara ek olarak, SNCA lokus amplifikasyonlarinin
(duplikasyonlar, triplikasyonlar) ailesel Parkinson hastaligina neden oldugu
bulunmustur (101,102). Gen miktar1 sadece gen amplifikasyonu ile degil, aym
zamanda gen regiilasyonu ile de degistirilebildiginden, DNA metilasyonu, Parkinson
hastaliginda SNCA'nin deregiilasyonunda yer alabilecek potansiyel bir mekanizma
olarak kabul edilmistir (103). Hem Oliim sonrasi korteks hem de periferik kan
orneklerinde SNCA 'nin promotdr bolgesinde hipometilasyon tespit edilmistir (14,15).
Yasa bagl olarak, belli genomik bolgelerdeki metilasyonun degiskenlik gostermesi
PH icin risk faktorii olarak kabul edilen diger gen bdlgelerinde metilasyon

diizeylerinin arastirilmasinin 6niinii agmustir.

2.9. BV-2 Mikroglial Hiicre Hatti

Mikroglia hiicreleri merkezi sinir sistemindeki yerlesik makrofajlardir.
Mikroglia hiicrelerinin gelisimi, erken mikroglia, premikroglia ve yetiskin mikroglia
olmak ftizere ii¢ gelisim asamasinda tamamlanmaktadir (104). BV-2, C57/BL6
murin'den tiiretilen bir tiir mikroglial hiicredir. Diger mikroglialar gibi, BV-2 de
oksidatif stres veya inflamatuar faktorler tarafindan proinflamatuar sitokinleri

salivermek i¢in aktive edilebilir (105).

Mikroglialar, i¢inde bulundugu ortama gore farkli transkripsiyonel
diizenleyiciler sayesinde farkli fonksiyonel fenotipler gosteren hiicrelerdir.
Proinflamatuar mikroglialar proinflamatuar mediatorlerin ekspresyonunu saglarlar.
Mikroglialarin proinflamatuar 6zellik kazanmasi, IRF7, RELA, STAT1/3 ve FosB

gibi farkli transkripsiyonel aileler tarafindan diizenlenir (104).
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Periferde meydana gelen inflamatuar olaylar, mikroglialar ile iletisim
kurabilir, hiicrelerin aktivasyon durumlarini degistirebilir, néroinflamasyona yol
acabilir veya katkida bulunabilir (106). Noroinflamasyon, beyinde substantia
nigra'daki dopaminerjik noronlarin duyarli oldugu sitokinlerin ve reaktif oksijen
tirlerinin  birikmesine neden olur (107). Mikroglia yogunlugu ve mikroglia
aktivasyonunun derecesi beyin bolgeleri arasinda farklilik gosterir. Bu tiir
farkliliklar, nérodejeneratif hastaliklarin beyin bolgesine 6zgii 6zelliklerinin altinda
yatabilir. Mikroglialar en yiiksek yogunlugu kortekste gosterir ardindan limbik alan
ve bazal ¢ekirdekler gelir bunu diger beyin bolgeleri takip etmektedir. Mikroglialarin
substantia nigra'da yogun olarak bulunmasindan dolayi, néroinflamatuar etkiler
substantia nigra'da daha belirgin gozlemlenebilir (57). Beyinde mikroglia
aktivasyonunun indiiklenmesi ile olusan ndéroinflamatuar ortam, substantia nigra'daki

dopaminerjik néronlari etkileyerek nérodejenerasyona katkida bulunur (108).

LRRK2'nin noéroinflamasyondaki iglevini agiklamaya yonelik ¢abalarin ¢ogu
beyindeki bagisiklik sistemi hiicreleri olan mikroglialara odaklanmistir (108).
Mikrogliada LRRK2 ekspresyonunun veya aktivitesinin azaltilmasinin, TNF-a, IL-6,
IL-1B veya IL-10 gibi proinflamatuar sitokinlerin seviyelerini azalttigi in vitro
caligmalarla gosterilmistir (109-111). LRRK2’de gergeklesen ve en yaygin goriilen
G2019S veya R1441G mutasyonlari, LRRK2 aktivitesini artirarak mikroglialar1 daha
proinflamatuar bir fenotipe kaydirdigr bildirilmistir (112-115). Birlikte ele
alindiginda, patojenik LRRK2 mutasyonlari, kronik inflamatuar hastaliklar veya akut
enfeksiyonlar gibi  inflamatuar durumlar sirasinda, bagisiklik cevabim
siddetlendiriyor gibi goriinmektedir, bu da PH gelisme olasiligini artirabilmektedir
(108). Bahsedilen mekanizmalar nedeni ile BV-2 mikroglia primer hiicre hatti
norodejeneratif hastaliklarin arastirllmasinda yaygin bir alternatif model olarak

kullanilmaktadir (105).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Malzemeler

v

v

D N N N N N N N N Y N N

<

12 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiirii Plate

Agaroz

DNA Bisiilfit Modifikasyon Kit (Thermo Scientific™)
DMEM High Glucose with L-Glutamine (Diagnovum)
DNA izolasyon Kiti (NucleoSpin Tissue)

DNA Jel Yiikleme Boyasi (Thermo Scientific™)
DNA Ladder (Thermo GeneRuler™)

DNA Polimeraz Kit (A.B.T.™ Taq)

Fetal Bovine Serum (PAN™ Biotech)

Hiicre Kiiltiir Flaski (Nest)

Penisilin-Streptomisin (Diagnovum)
Phosphate-Buffered Saline (PBS) (Diagnovum)

TBE (Tris Borikasit EDTA)

Trypsin-EDTA (Diagnovum)

a-siniiklein (rPeptide S-1001-2)

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

v

Agaroz Jel Elektroforezi (Bio Rad)
CO;, Inkiibatorii ( N-Biotec)

Kuru Is1 Blogu (Inovia)
Biyogiivenlik Kabini (Sinif II)

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

Ultra Santrifiij (Beckman Coulter Allegra 64R )
Masaiistii Santrifiij (Eppendorf)

S1v1 azot tanki

Su banyosu (N-Biotek)

A N N NN

Vakum Aspirasyon Sistemi (Scilogex)

<\

Vorteks

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

BV-2 mikroglial hiicre hatti Prof. Dr. Hatice GUNES OZHAN tarafindan
bagislanmistir. -80°C’de kriyo vial igerisinde teslim alinan BV-2 mikroglial hiicre
hatt1 calismanin baglangicina kadar azot tankinda muhafaza edildi. Hiicre kiiltiir
caligmasinin baslangicinda 500 ml DMEM i¢ine %10 Fetal Bovine Serum (FBS) ve

%1 Penisilin-Streptomisin eklenerek vasat hazirlandi.

Azot tankindan alinan BV-2 hiicre hatt1 25 cm? hiicre kiltiir flaskinda kiltiire

edildi. 37°C deki CO, inkiibatoriinde inkiibasyona birakildi. %70-80 yogunluk

olusana kadar vasat degisimi yapilarak CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi.

Yeterli doluluga ulasilinca BV-2 hiicre hattin1 pasajlama islemine gecildi.
Flask icerisindeki medium alinarak Fosfat tamponu (PBS) ile yikama islemi yapildi.
37°C’de Trypsin-EDTA eklenerek 37°C de 5 dk inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin
flask tabanindan kalktig1 mikroskopta kontrol edildikten sonra hiicrelerin {izerine
hazirlanan vasat eklendi. Hiicreler flasktan toplanip santrifiij tiipiine alindi. 1500
rpm/5 dk santrifiij edildi. Hiicreler yeni 25 cm? hiicre kiiltiir flaskinda kiiltiire edildi.
%70-80 yogunluk olusana kadar vasat degisimi yapilarak CO, inkiibatoriinde inkiibe
edildi.

25 cm? hiicre kiiltiir flaskindan 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir plate hiicreler
kiiltiire edildi. Her bir kuyu igin 0,5 x 10° hiicre saymina ulasana kadar CO,

inkiibatoriinde inkiibasyon islemi gergeklestirildi.
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Sekil 3.12. BV-2 Mikroglial Hiicrelerinin Mikroskop Goriintiisii (10X)

3.2.2. a-siniiklein Olusumu ve Deney Protokiiliine Gore Uygulanmasi

a-sintiklein’in toksik formu olan fibriler formu literatiirde bulunan metodlar
yardimiyla steril PBS’te sulandirildiktan sonra monomer seklinin 7 giin boyunca
37°C’de calkalayicida 1000 rpm’de inkiibe edilmesiyle elde edildi. Fibril formdaki
a-siniiklein olusumunun dogrulamasi Thioflavin T testi ile gerceklestirildi. Fibriller
formadaki a-siniiklein, deneylerin gergeklestirilmesine kadar -80°C’de muhafaza
edildi (49).

Gruplar su sekilde olusturuldu. 1-Deney  Gruplari: a-siniiklein
uygulamasindan sonra 6 saat, 12 saat, 18 saat ve 24 saat inkiibasyon. 2-Kontrol
Gruplari: a-siniiklein uygulamasi yapilmadan 6 saat, 12 saat, 18 saat ve 24 saat

inkiibasyon.

Her grup ayr bir 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir plate’ine yerlestirildi. Kuyulara
ekilen hiicreler 0,5x10° hiicre sayisina ulasinca, eski vasat atilarak yeni vasat eklendi.
Deney gruplarindaki hiicrelere her kuyuya 50 nM fibriller formadaki a-siniiklein
eklendi ve yukarida bahsedilen fakli inkiibasyon siirelerine birakildi.

Ilk deney grubunu inkiibasyon siiresi olan 6. saatin sonunda ilk deney
grubunun vasatlar1 toplandi ve -20 °C de saklandi. Her bir kuyuya 500 pl PBS
eklendi yikama islemi yapildi. Her bir kuyuya Tripsin-ETDA eklendi ve 5 dk CO,
inkiibatoriinde bekletildi. Inkiibatorden ¢ikartilarak kabinde iizerine taze vasat
eklendi. Hiicreler toplanarak santrifiij tiiptine alind1 ve 1500 rpm/5 dk santrifiij edildi.
Stipernatant atilarak pellet {izerine PBS eklenip tekrar 1500 rpm/5 dk santrifiij edildi.
Stipernatant atilarak elde edilen pelleten DNA izolasyonu yapildi.
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Diger deney gruplarinda da ayni islemler uygulanarak 12. saatin, 18. saatin ve

24. saatin sonunda DNA izolasyonu i¢in pelletler olusturuldu.

3.2.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyon kitin protokoliine gore;

e Proteinaz K, Proteinaz Buffer ile ¢ozdiirtldii.
e Wash Buffer B5 igerisine etanol eklendi.

v' Hiicre pelleti tizerine 200 pl Lysis Buffer T1 eklendi. 25 pl Proteinaz
K eklendi. 200 pl Lysis Buffer B3 soliisyonu eklendi. Karisim
vortekslenerek her bir mikro santrifiij tiipii 70°C de 12 dk kuru blok

1siticisinda bekletildi.
v" 12 dakikanin sonunda 210 pl etanol eklenerek vortekslendi.

v Kolonlar toplama tiiplerinin iglerine yerlestirildi ve hazirlanan

soliisyon kolona uygulandi. Kolon 11000 x /1 dakika santrifiij edildi.

v Kolonlar temiz toplama tiiplerine aktarildi. Kolona 500 pl Buffer B5
uygulandi ve 11000 x g/1 dakika santrifiij edildi. Altta kalan sivi

atilarak kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

v Kolona 600 ul Buffer B5 eklenilerek 11000 x /1 dakika santrifiij
edildi. Altta kalan siv1 atilarak tekrar 11000 x g/1 dakika santrifiij
edildi.

v" Kolonlar alinarak temiz mikro santrifiij tiiplerine yerlestirildi. 50 ul
Buffer BE eklendi ve 70°C de 3 dakika kuru blok isiticisinda
bekletildi. Devaminda 11000 x g/1 dakika santrifiij edildi. Kolonlar
atilarak mikro santrifiij tiipleri igerisinde toplanan DNA’lar -80°C de

saklandi.

3.2.4. Bisiilfit Modifikasyonu

DNA Bisiilfit Modifikasyon Kit ile ¢alismak i¢in kitin ¢alisma protokoliine
gore DNA konsantrasyonu 500 ng/20 pl olarak sabitlendi.
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Modifikasyon reaktifi, kit icerisinde yer alan liyofilize haldeki karigim
icerisine 900 pl steril su, 200 pl modifikasyon soliisyon 1 ve 60 pl

modifikasyon soliisyon 2 eklenerek hazirlandi.
Steril mikro santrifiij tiiplerine 500 ng/20 ul DNA eklendi.

Her bir DNA 06rnegi igerisine hazirlanmis modifikasyon reaktifinden 120

ul eklendi ve pipetaj ile karigtirildi.

10 dakika 98°C de kuru 1s1 blogunda bekletildikten sonra 60°C de 150
dakika bekletildi.

Toplama tiipii igerisindeki kolonlara 400 pl binding buffer eklendi ve
icerisine bisiilfit modifikasyonu yapilmis DNA’lar eklenip pipetaj yapildi.

12.000 rpm de 30 saniye santrifiij yapilip toplama tiipiinde kalan sivi
atilarak kolon tekrar ayni tlipe yerlestirildi.

Kolona 200 pl Wash Buffer eklenip 12000 rpm de 30 saniye santrifiij
yapilip toplama tiipiinde kalan sivi atilarak kolon tekrar ayni tlipe

yerlestirildi.

Kolona 200 pl Desiilfonasyon Buffer eklenip oda sicakliginda 20 dakika
bekletildi. 12000 rpm de 30 saniye santrifiij yapilip toplama tiipiinde

kalan s1v1 atilarak kolon tekrar ayni tiipe yerlestirildi.

Kolona 200 pl Wash Buffer eklenip 12000 rpm de 30 saniye santrifiij
yapilip toplama tliplinde kalan sivi atilarak kolon tekrar ayni tiipe

yerlestirildi.

Kolona tekrar 200 pul Wash Buffer eklenip 12000 rpm de 1 dakika
santrifiij yapilip toplama tiipiinde kalan siv1 atilarak kolon steril bir mikro

santrifiij tlipli igine yerlestirildi.

Kolona 10 pl Eliisyon Buffer eklenip 12000 rpm de 1 dakika santrifiij
yapilip kolon atilir. Mikro santrifiij tiipii i¢erisinde bisiilfit modifikasyonu
yapilmigs DNA 6rnegi -20°C de muhafaza edildi.
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3.2.5. %2 Jel Agaroz Hazirlama

v’ 2 gram agaroz ve 100 ml TBE (Tris Borikasit EDTA) bir flask icerisine

alind1.
v’ Flask mikrodalgada kaynatildu.

v Kaynama sonrasinda soguduktan sonra etidyum bromiir eklenip jel dskme

aparatina dokiildii. Donmasi i¢in beklendi.

3.2.6. PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA dizilerini ¢ogaltmak i¢in kullanilan
bir laboratuvar teknigidir. Yontem, amplifiye edilecek genom boliimiinii segmek igin
primer olarak adlandirilan kisa DNA dizilerinin kullanilmasini igerir. Bir DNA
replikasyon enziminin hedef DNA dizisini kopyalamasina yardimci olmak i¢in
numunenin sicakligi tekrar tekrar yiikseltilir ve diisiiriiliir. Teknik, sadece birkag saat

icinde hedef dizinin milyarlarca kopyasini iiretebilir (Sekil 3.2).

Kalip DNA
D DD DL [ DL
Uzatma Denatiirasyon
- =) .
:bl'A 3 "‘ 7 .l
Baglanma we . we

Sekil 3.2. DNA'dan Hedef Diziyi Amplifiye Etmek Igin PCR'deki Ana Adimlarin

Gosterimi

DNA metilasyon diizeyini belirlemek i¢in tercih edilen yontemlerden bir
tanesi Bisiilfit Modifikasyonu sonrasi dizileme yontemidir. CpG adalarinda yer alan

Guaninden Once gelen metillenmis Sitozinler, Bisiilfit Modifikasyonu sonrasinda
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Urasil’e gevrilir. DNA’daki metillenmis olan sitozinler reaksiyon siiresi boyunca
degisime ugramadan kalir. Bisiilfit Modifikasyonu yapilan DNA’lar, MS PCR
(Metilasyon-spesifik PCR) da kullanmak i¢in de uyumludur.

Primerler CpG adacig1 icerdigi i¢in metile olan ve metile olmayan olarak
ikiser ¢ift Reverse ve Forward primer tasarlandi (Tablo 2). Bisiilfit modifikasyonu
yapilmis DNA’larda iki grup olusturuldu. Bir gruba metile olan primer dizileri diger
gruba metile olmayan primer dizileri eklenerek PCR islemine tabi tutuldu. Eger
DNA metile oluyor ise PCR iglemi sirasinda metile olan primerlerin varliginda DNA
miktarmin artmasi, eger DNA metile olmuyor ise metile olmayan primerlerin

varliginda DNA miktarinin artmasi beklendi.

Tablo 3.1. LRRK2 Primer Dizilimleri

LRRK2’nin Promotoér Bolgesine Spesifik Metile Olan Primer Dizilimi
Forward: 5°-TTT TAA AGT TTATGT AGT TGG TCG A-3’ (25 bp)
Reverse: 5’-AAT CCC CTT TCA AAA AAA CG-3’ (23 bp)

LRRK2’nin Promotor Bolgesine Spesifik Metile Olmayan Primer Dizilimi
Forward: 5°-TTT TAAAGT TTATGT AGT TGG TTG A-3” (25 bp)
Reverse: 5’-AAT TAA CCC CTT TCA AAA AAA CAAT-3’ (25 bp)

v' -20°C’de saklanan bisiilfit modifikasyonu yapilmis DNA 6rneklerinden
PCR tiiplerinin her birine 3 pl eklendi.

v Her bir ul de 1 U- 1.25 U enzim olacak sekilde hesaplamalar yapildi.

v" DNA Polymerase enzim kiti kullanilarak PCR karisim1 hazirlandi (Tablo
3).

v" Her bir numune igin metile olan ve metile olmayan olmak iizere toplamda

24 adet 6rnek PCR islemine tabi tutuldu.
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Tablo 2.2. Ticari Kitin Onerdigi Master Mix Hazirlama Protokolii

50 ul PCR Reaksiyonu I¢in Hacim Final Konsantrasyon
ggAUfS:;meraz 0.4-2 ul 15U

10X PCR Tamponu 5ul 1X

dNTP Karisimi 4 ul 200 uM

Kalip <500 ng <500 ng

Forward Primer 5-50 pmol 0.1-1 uM

Reverse Primer 5-50 pmol 0.1-1 uyM

Distle Su

50 pl tamamlana kadar

v" Metile olmayan mix metile olmayan ¢aligilacak 6rneklere metile olan mix

metile olan calisilacak DNA Orneklerinin iizerine eklendi.

v' PCR’da ilk denatiirasyon bir defa 95 °C de 3 dakika gergeklestirilip

sonrasinda 95°C 40 saniye denatiirasyon, tasarlanan primerlere uygun

sicaklikta 40 saniye primerlerin baglanmas: ve 72 °C de 1 dakika 10

saniye uzatma isleminin yer aldig1 40 dongii gergeklestirildi.

3.2.7. PCR Yapilmis Numunelerin Agaroz Jele Uygulanmasi

v Hazirlanmis %2 jel agaroz, agaroz jel elektropprezi igerisine yerlestirildi.

v' Ik kuyucuk igerisine DNA Ladder marker uygulandi.

v Yiikleme boyast ile karistirilmigs PCR 6rnekleri jele uygulandi.

v Agaroz jel elektroforezi 125 voltaj da 15 dakika ¢aligtirildi.

v UV Transilluminatér ile DNA bantlar1 goriintiilendi.
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4. BULGULAR

4.1. o-siniiklein Uygulanmuis BV-2 Hiicre Hatlarindan DNA Izolasyon

Sonuclari

Tablo 3.1. 6 saat inkiibasyon sonuncu yapilan DNA izolasyon sonucu nano-drop

Ol¢iim sonuglari

Gruplar Sonuglar
Kontrol Grubu 320.255 pg/ml
6 Saat a-siniiklein 198.743 ng/ml
6 Saat a-siniiklein 270.469 pg/ml

6. saatin sonunda hiicreler toplanarak DNA izolasyon kiti ile izolasyon
gerceklestirildi ve ilk deney grubundan elde edilen DNA miktarlarinin Nano-Drop
Ol¢iim sonuglar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir. DNA izolasyonu sonrasinda DNA
bisiilfit modifikasyon kiti ile ¢alisilmasi i¢in DNA konsantrasyonunun 50 pg/ml ve
tizerinde olmasi gereklidir ve Tablo 4’de gosterildigi tizere DNA bisiilfit
modifikasyon kiti ile calismak i¢in uygun DNA konsantrasyon sonuglari elde

edilmistir.

Tablo 4.2. 12 saat inkiibasyon sonuncu yapilan DNA izolasyon sonucu nano-drop

Olctim sonuglari

Gruplar Sonuglar
Kontrol Grubu 440.074 pg/ml
12 Saat a-siniiklein 429.505 pg/ml
12 Saat a-siniiklein 437.545 ng/ml

12. saatin sonunda hiicreler toplanarak DNA izolasyon kiti ile izolasyon
gerceklestirildi ve ikinci deney grubundan elde edilen DNA miktarlarinin Nano-Drop
Olciim sonuglart Tablo 4.2’de gosterilmistir. DNA izolasyonu sonrasinda DNA
bisiilfit modifikasyon kiti ile galigilmasi icin DNA konsantrasyonunun 50 pg/ml ve

tizerinde olmasi gereklidir ve Tablo 4.2°de gosterildigi lizere DNA bisiilfit
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modifikasyon kiti ile calismak i¢in uygun DNA konsantrasyon sonuglart elde

edilmistir.

Tablo 4.3. 18 saat inkiibasyon sonuncu yapilan DNA izolasyon sonucu nano-drop
Ol¢iim sonuglart

Gruplar Sonuglar
Kontrol Grubu 352.598 pg/ml
18 Saat a-siniiklein 245.357 pg/ml
18 Saat a-siniiklein 533.191 pg/ml

18. saatin sonunda hiicreler toplanarak DNA izolasyon Kiti ile izolasyon
gerceklestirildi ve iiclincii deney grubundan elde edilen DNA miktarlarinin Nano-Drop
Olciim sonuglart Tablo 4.3’de gosterilmistir. DNA izolasyonu sonrasinda DNA bisiilfit
modifikasyon kiti ile ¢alisilmasi icin DNA konsantrasyonunun 50 pg/ml ve {izerinde olmasi
gereklidir ve Tablo 4.3’de gosterildigi tizere DNA bisiilfit modifikasyon kiti ile ¢alismak i¢in
uygun DNA konsantrasyon sonuglari elde edilmistir.

Tablo 4.4. 24 saat inkiibasyon sonuncu yapilan DNA izolasyon sonucu nano-drop
Olctim sonuglari

Gruplar Sonuglar
Kontrol Grubu 73.740 pg/ml
24 Saat a-siniiklein 55.686 pg/ml
24 Saat a-siniiklein 109.613 pg/ml

24. saatin sonunda hiicreler toplanarak DNA izolasyon Kiti ile izolasyon
gerceklestirildi ve dordiincii deney grubundan elde edilen DNA miktarlarinin Nano-Drop
Ol¢iim sonuglar1 Tablo 4.4’de gosterilmistir. DNA izolasyonu sonrasinda DNA bisiilfit
modifikasyon kiti ile ¢alisilmasi igin DNA konsantrasyonunun 50 pg/ml ve {izerinde olmasi
gereklidir ve Tablo 4.4°de gosterildigi izere DNA bisiilfit modifikasyon kiti ile ¢aligmak i¢in

uygun DNA konsantrasyon sonuglari elde edilmistir.
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4.2. a-siniiklein Uygulanmis BV-2 Hiicre Hatlarindan Elde Edilen izole
DNA Orneklerinin Metilasyon Sonuclari

6 saatlik inkiibasyon sonucunda elde edilen 12 saatlik inkiibasyon sonucunda elde edilen
DNA bantlan DNA bantlan

bp

400
300
200
150
100
75

50

25 O OO0 O opOoDO0on

DNA Ladder Kontrol Grubu a-sintklein Gruplan Kontrol Grubu a-siniklein Gruplan

18 saatlik inkiibasyon sonucunda elde edilen 24 saatlik inkiibasyon sonucunda elde edilen
DNAbantlan DNA bantlar

bp

400
300
200
150

100
75
50

25

DIiooonD DD oomib
DNA Ladder Kontrol Grubu a-siniiklein Gruplan m a-siniiklein Gruplan

Sekil 4.1. Kontrol ve Deney Gruplarmin Agaroz Jel Elektroforezi ile Elde Edilen
Metile Olan ve Metile Olmayan Bantlarin Goriintiileri

Kontrol gruplarinda ve deney gruplarinda metile olan bantlar gézlemlenmis

ancak metile olmayan bantlar gozlemlenmemistir (Sekil 4.1).
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5. TARTISMA ve SONUC

PH, hem motor hem de motor olmayan semptomlarin gozlemlendigi,
ilerleyici bir norodejeneratif hastaliktir (23,26). PH’in karakteristik patolojik
Ozellikleri, dopaminerjik ndronlarin kaybi ve SN’de a-siniliklein iceren Lewy
cisimciklerinin olusumudur (24). Parkinson hastaliginin olusmasina neden olan pek
cok faktor bulunmaktadir. Hem cesitli faktorlere ¢evresel maruziyetten hem de
genetik farkliliklardan kaynaklanan ¢ok yonlii bir hastalik olarak kabul edilmektedir.
Her ne kadar PH ilk olarak sporadik bir hastalik olarak kabul edilmis olsa da daha
sonra yapilan ¢alismalar hastaligin 6zellikle SNCA, PINK1 ve en sik goriilen LRRK2

genindeki mutasyonlar sonucunda gelisebilecegi kabul gérmiistiir (60).

Epigenetik mekanizmalar; DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve RNA
bazli mekanizmalardir (13). Cevresel etkilerin genom diizeyindeki farkliliklara neden
olabildiginin  gosterilmesinin  ardindan  epigenetik mekanizmalarin  PH’in
patolojisindeki rolii 6nem kazanmistir. PH ile DNA metilasyonu arasindaki
bagintinin aydinlatilmaya baslamasindan sonra SNCA nin CpG adalarindaki
hipometilasyonun o-siniiklein ifadesini artirdigi ve Parkinson hastaliginin

patogenezine katkida bulundugu sonucuna varilmistir (103).

Sporadik  oldugu diislinlilen vakalarda yasin ilerlemesiyle LRRK2
mutasyonunun var olma olasiligi yiikselmistir (62). Bu baglamda LRRK2 geninde
olusabilecek mutasyonlarin ve LRRK2'’ye epigenetik mekanizmalarin etkilerinin

anlasilmas1 PH’1n patogenezinin anlasilmasi i¢in oluk¢a dnemlidir.

Yapilan bu tez calismasinda PH’in ana patolojik bulgular1 arasinda kabul
edilen toksik a-siniiklein varliginda LRRK2 genin promotdr bolgesinde olusabilecek
metilasyon = miktarindaki  degisimlerin  gozlemlenmesi ve  aydinlatilmasi
amaclanmistir. Yu-yan Tan ve arkadaslarinin yapti§i calismanin sonucunda elde
edilen veriler ile daha Once elde edilen bilgilerle birlikte SNCA nin CpG adalarindaki
hipometlasyonun o-siniiklein ifadesini artirdigi ve PH’in patogenezine katkida
bulundugu sonucuna vartlmistir (16). Yeni galismalarda LRRK2'’de olusabilecek
epigenetik degisikliklerin arastirilmasi 6nem kazanmistir. Bu tez ¢alismasinda ise

disaridan eklenen fibril formdaki o-siniiklein varliginda LRRK2 genin promotor
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bolgesinde gergeklesen metilasyonda olusabilecek degisimin gozlemlenmesi
amaglanmistir. Calismamizin sonucunda kontrol gruplarinda ve a-sintiklein ile farkli
saatlerde inkiibasyona birakilan gruplarda metile olan bantlar gozlemlenirken metile

olmayan bantlar gézlemlenmemistir.

Bizim calismamiza benzer olarak Parkinson hastalarindan alinan kanlarda
16kosit izolasyonu yapilarak SNCA ve LRRK2 genlerinde a-siniiklein varliginda
metilasyon diizeyindeki degisimler aragtirtlmigtir. SNCA geninin CpG-1 adalarinda
ve LRRK2 promotor bolgelerinde metilasyon miktarinda degisim gézlemlenmemis
olup SNCA genin CpG-2 adalarinda metilasyon miktarinda biiyiikk oranda azalma
gozlemlenmistir (16). Bu tez c¢alismasinda BV-2 hiicre hattinda in vitro ortamda

LRRK2 promotor bolgelerinde metilasyonun degismedigi sonucu dogrulanmastir.

DNA metilasyonunun, o-siniikleinin gen ekspresyonunda anahtar roller
oynadig1 gosterilmistir (116). Azalan DNA metilasyonunun Parkinson hastalarinin

beyinlerinde a-siniiklein diizeylerinin artmasina yol agtig1 rapor edilmistir (117,118).

SNCA, ailesel Parkinson hastalig ile iliskilendirilmis ilk gendir ve su anda
hastalikla iligkili altt mutasyondan etkilendigi bilinmektedir. Bunlar AS3T, A30P,
E46K, G51D, H50Q ve AS3E. SNCA'da gergeklesen bu mutasyonlar, a-siniiklein
agregasyonuna ve oksidatif strese katkida bulunur (119-121). a-Siniiklein birikimi

norodejenarasyona sebep olarak PH’1n temel patolojik bulgularini olusturur.

NCBI veri tabanina dayali olarak, insan SNCA geninin iki CpG adas1 vardr.
CpG-1, SNCA'nin eksonl'inde (translasyon baslatma bolgesinin —1675 ila -1464 bp
arasinda) bulunur ve 16 CpG dizisine sahiptir. CpG-2, 14 CpG sekansi iceren
SNCA'nin intronl'inde (translasyon baslatma bolgesinin —701 ila —507 bp arasinda)
bulunur. insan LRRK2 geni, LRRK2'nin translasyon baslatma bolgesinin yukari
akisinda -602 ve -334 bp arasinda promotor bdlgesinde sadece bir CpG adasina
sahiptir, bu ada 34 CpG bolgesi igerir. Yapilan ¢alismada SNCA CpG-1 hem de
LRRK2'nin hem normal kontrollerden hem de Parkinson hastalarindan alinan kan
16kosit DNA'sinda seyrek olarak metillendigi gosterildi. Bununla birlikte, Parkinson
hastalarinda SNCA CpG-2'nin medyan metilasyon derecesi, normal kontrol ile

karsilastirildiginda 6nemli ol¢iide azaldigir gézlemlendi (16). Daha 6nce elde edilen
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sonuglarda da SNCA nin CpG adalarindaki hipometlasyonun a-siniiklein ifadesini

artirdig1 ve PH’1n patogenezine katkida bulundugu sonucuna varilmistir (103).

LRRK2 proteinini kodlayan gen, PH i¢in en Onemli genetik risk
faktorlerinden biri olarak kabul edilir. LRRK2 genindeki mutasyonlar, otozomal
dominant PH ile baglantilidir ve LRRK2 lokusundaki genetik varyasyonlar, sporadik
PH igin artan risk ile iligkilidir (122).

Lewy cisimcikleri igerisinde ¢esitli Oliim  sonrasi  ¢aligmalarda
immiinohistokimyasal analizlerle birbirinden farkli yaklasik yiiz protein varlig
dogrulanmistir. Ozellikle, LRRK2 ayrica Parkin ve PINK-1 gibi diger PH ile
baglantili gen triinleri Lewy cisimciklerinde tespit edilmistir (123). a-siniiklein
oligomerlerinin seviyeleri, asemptomatik LRRK2 mutant tasiyicilarinin beyin
omurilik sivisinda saglikli yas uyumlu kontrollere gore 6nemli 6lciide daha yiiksekti,
bu durum LRRK2 mutasyonun toksik a-siniiklein oligomerlerinin olusumuna katkida
bulunarak hastalik Oncesi siirece katkida bulundugunu diistindiirmiistiir (124). Bu
goriisii destekleyen bagka bir calisma, yas uyumlu LRRK2 farelerine kiyasla, 15 ve
18 aylikken LRRK2 geninde R1441G mutasyonunun var oldugu farelerinin striatum
ve korteksinde yasa bagli daha fazla oligomerik a-siniiklein birikimi oldugunu
gostermistir (125). Onceden olusturulmus fibriller, endojen a-siniikleinin patojenik
fibril formlarina doniisiimiinii tetikleyebilen yapay olarak olusturulmus kisa fibril
pargalaridir ve onceden olusturulmus fibriller, ¢oziinmeyen fibrillerin veya Lewy
cisimcikleri benzeri inkliizyonlarin {retilmesi i¢in Oncii iglevi gorebilir. a-siniiklein
onceden olusturulmus fibrillerin uygulandigi, LRRK2 geninin G2019S mutasyonu
tasityan fareler de a-siniiklein agregasyonu hizlanmig, SNc da dopaminerjik

noronlarinda dejenerasyon ve noroinflamasyon gozlemlenmistir (126).

Bu yapilan ¢alismalar ve elde edilen bulgular dogrultusunda LRRK2 geninde
olusan mutasyonlarin PH’da a-siniiklein kaynakli patogenezi diizenleyebilecegini ve
a-siniiklein agregasyonu ile LRRK2 geninde olusan mutasyonlarin arasinda bir

bagint1 olabilecegini diigiindlirmektedir.

Bu tez ¢alismasinda in vitro ortamda BV-2 mikroglia hiicre hatt1 {izerine saat
uyumlu taze medium ve onceden olusturulmus o-siniiklein fibrilleri icen medium

uygulanmustir. Farkli saatlerde elde edilen sonuglar degerlendirildiginde kontrol

30



gruplart ile calisma gruplari arasinda metilasyonda degisim gozlemlenmemistir.
Hastalik varliginda SNCA nin CpG-1 adasinda metilasyon miktar1 degismezken
CpG-2 adasinda hipometilasyon gozlemlenmistir (16). LRRK2 farkli bdlgelerinde
olusabilecek metilasyon miktarindaki degisimlerin arastirtlmasi ve LRRK2 ile a-

siniiklein arasindaki iligskinin anlagilmasi i¢in bir yol olabilir.

LRRK2 ile o-siniiklein arasindaki iliskinin anlagilmast i¢in daha farkli
calismalarin yapilmasi amaglanmistir. Bu tez calismasina benzer sekilde yapilan
baska bir ¢aligmada BV-2 hiicre hattinda a-siniiklein varliginda 6 saatlik inkiibasyon
sonucunda kontrol gruplarina kiyasla eksozom salgilama seviyesinin arttig1 ortaya
konulmus ve bu eksozomlarla MHC smif II molekiilleri ile TNF-a’nin ifade edildigi
bildirilmistir (127). Eksozomlar, ¢ok sayida hiicre tipi tarafindan salinan ve viicut
stvilarinda bol miktarda bulunan endositik kdkenli zara bagli vezikiillerdir. Protein
salgilanmasi, immiin yanit regiilasyonlari, RNA/protein transferi, hiicre-hiicre
etkilesimi iyi bilinen fonksiyonlarindandir (127). Baska bir c¢alismada ise
eksozomlarin hiicreler arasinda a-siniiklein proteinini transfer edebildigi ve PH’da
goriilen lizozomal bozukluklarin eksozomal a-siniiklein salinimini arttirdigi
sonucuna varilmistir (128). Yapilan baska bir ¢alismada eksozomal a-siniikleinin
merkezi sinir sisteminden kaynaklandig1 ve PH’nin siddeti artik¢a seviyesinin arttigi

gosterilmistir (129).

Parkinsonlu hastalar ile yas ve cinsiyet uyumlu kontrollerin 16kositlerinde
SNCA metilasyon diizeyleri ve plazma eksozomal o-siniiklein miktarlar
incelenmistir. PH gruplarinda kontrole kiyasla hipometilasyon tespit edilmistir.
Bununla birlikte, plazma e¢ksozomal a-Siniiklein seviyeleri PH gruplarinda
kontrollerdekilere kiyasla yiikselmistir. SNCA metilasyonu ile plazma eksozomal a-

siniiklein seviyeleri iliskilendirilmistir (130).

Bu tez c¢alismasinda kontrol gruplart ve a-siniiklein uygulanan gruplarin
6.saat, 12. saat, 18. saat ve 24. saatin sonunda toplanilan mediumlar1 atilmayip -20
°C’de muhafaza edildi. Ilerleyen calismalarda bu medyumlar igerisindeki kontrol
gruplarina  kiyasla  sitokin ~ miktarlarindaki  degisimlerin  gdzlemlenmesi
amaclanmistir. a-siniikleinin insan mikroglial hiicre hattt olan HMC3’de farkh
parametrelerle ¢alisilmasi ve elde edilen sonuglarla kiyaslanarak degerlendirilmesi

amaclanmaktadir.
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