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1. OZET

REKOMBINANT INSAN MYELOID TUREVLi BUYUME FAKTORUNUN IV
VITRO PARKINSON MODELINDEKI TEDAVI EDICI ETKIiSI

Parkinson hastaligi (PH) en yaygin ikinci norodejeneratif hastaliktir. Parkinsonun
etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte cesitli genetik ve cevresel faktorlerin
hastaliga etki ettigi ortaya konulmustur. PH temel motor semptomlar1 tremor, rijidite,
bradikinezi ve durus bozuklugudur. Patolojik belirtileri ise substansiya nigra pars
kompaktada (SNpc’de) bulunan dopaminerjik néronlarin kayb1 ve Lewy cisimcikleri
ile karakterize edilmektedir. Lewy cisimciklerinin biiyiik bir kismini yanlis katlanma
sonucu biriken alfa-siniiklein (a-syn) olusturmaktadir. Gilinlimiizde gecerli olan tedavi
yontemleri yan etkileri olmasina ragmen PH sonrasi ortaya ¢ikan motor semptomlarin
kontrol edilmesini saglayabilmektedir. Fakat hi¢bir tedavi yontemi hastaligin ilerleyici
seyrini degistirememektedir. Noronal sagkalimda gorev alan norotrofik faktorler
(NTF) PH gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek yeni ajanlar
olarak goriilmektedirler. Son yillarda varligr gosterilen myeloid tiirevli biiyiime
faktoriinin (MYDGF) rejeneratif etkilerinin olmasindan dolayr PH tedavisinde
kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu diisiiniilmiis ve bu tez caligmasi yapilmistir.
Rekombinant insan MYDGF proteini afinite ve jel kromatografi yontemleri
kullanilarak tiretilebilmis ve 6-OHDA (6-hidroksidopamin) kullanilarak olusturulmus
in vitro PH modelindeki tedavi edici etkisi arastirtlmistir. SH-SYSY hiicrelerine 6-
OHDA doz denemesi uygulamasi yapildiktan sonra kontrol grubuyla
karsilastirildiginda anlaml bir sekilde (p<0,01) hiicre sayisin1 azaltan dozlardan 50
uM ve 100 uM kullanilarak in vitro PH modeli olusturulmustur. 50 pM 6-OHDA ile
olusturulan modelde 50 ng/ml ve 100 ng/ml MYDGF uygulanan gruplardaki hiicre
sayisinda 0 ng/ml MYDGF uygulanan gruba kiyasla anlamli (p<0,05) bir artis
goriilmistir. 100 uM 6-OHDA ile olusturulan modelde ise yine 0 ng/ml MYDGF
uygulanan grupla kiyaslandiginda 50 ng/ml ve 100 ng/ml MY DGF uygulamasi sonrasi
hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,01) bir artis 0 ng/ml MYDGF
uygulanan grupla kiyaslandiginda gozlemlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak
MYDGF nin PH tedavisinde potansiyel bir ajan olabilecegi ongoriilmektedir.
Anahtar Sozciikler: Afinite Kromatografisi, Boyut Dislama Kromatografisi, Jel
Filtrasyon Kromatografisi, MYDGF, Parkinson Hastalig1



2.ABSTRACT

THE TREATMENT EFFECT OF RECOMBINANT HUMAN MYELOID
DERIVED GROWTH FACTOR ON PARKINSON’S DISEASE IN VITRO
MODEL

Parkinson disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease
worldwide. Nevertheless the etiology of the disease is not well understood, the
contribution of various genetic and environmental factors have been found previously.
Tremor, rigidity, bradykinesia and postural instability are the cardinal motor
sypmtoms of Parkinson’s disease. The pathological hallmarks of PD are characterized
by the loss of dopaminergic neurons in substantia nigra pars compacta (SNpc) and
Lewy bodies (LB). Acumulation and misfolding of alpha-synuclein (a-syn) compose
the majority of Lewy bodies. Although, currently available treatment methods have
side effects, they are able to control and reduce the severity of motor symptoms.
However none of these methods can modify the progressive feature of the disease.
Neurotrophic factors (NTF), involved in neuronal survival, are considered as new
treatment agents for neurodegenerative disorders such as PD. The idea behind this
thesis came from the regenerative effects myeloid derived growth factor (MYDGF),
which is presence has been found in recent years, and the potential use in PD
treantment. Recombinant human MYDGEF protein produced by using affinity and gel
filtration chromatography methods and the treatment effect of MYDGF was
investigated on 6-OHDA (6-hydroxydopamine) induced in vitro PD model. This
model was generated using 50 uM ve 100 uM from doses that significantly (p<<0.01)
reduced the cell viability compared to control group. As a result of 50 ng/ml and 100
ng/ml MYDGF treatments, both 50 uM 6-OHDA and 100 uM 6-OHDA induced PD
model groups showed a significant (respectively p<0.05 and p<0.01) increase in the
number of cells compared to the group of 0 ng/ml MYDGF. Based on these results, it
was thought that MYDGEF could be a potential treatment agent in PD.

Keywords: Affinity Chromatography, Gel Filtration Chromatography, MYDGF,

Parkinson’s Disease, Size Exclusion Chromatography



3. GIRIS VE AMAC

Parkinson hastaligt (PH) diinyada yaklasik 10 milyon insanda goriilen ve
cogunlukla 60 yas ve istiinii etkileyen ndrodejeneratif bir hastaliktir (Ascherio ve
Schwarzchild,2016). Geng baslangigli Parkinson hastaligi, 20 yasindan 40 yasina
kadar olan kisileri kapsamaktadir. Geng baslangigli Parkinson hastaligina sahip olan
insanlar, PH’larinin %5’ini olusturmaktadir (M.T. Hayes, 2019). Karmasik, c¢ok
faktorlii ve ilerleyici olan Parkinson hastaliginin erkeklerde goriilme sikligi
kadinlardan 1,5 kat daha fazladir (Amro ve ark., 2018). James Parkinson’un ilk olarak
titrek fel¢ adiyla bu hastalifi tanimlamasinin iizerinden yaklasik 200 yil ge¢mis
olmasina ragmen patogenezinin mekanizmalart tamamen ag¢iklanamamistir
(Rodriguez-Violente ve ark., 2017). Tremor, rijidite ve bradikinezi baslica motor
belirtileri olmaktadir (Mcgregor ve Nelson, 2019). Farkli potansiyel patojenik risk
faktorleri (toksinler, ilaglar, pestisitler, beyin mikrotravmasi, fokal serebrovaskiiler
hasar ve genomik bozukluklar) PH ile iligkilendirilmistir (Pushmann, 2017). Genomik
(SNCA, PARK?2, PINK1, PARK7, LRRK2, BST1, MAPT genlerindeki mutasyonlar),
epigenetik ve cevresel faktorler, ubikitin- proteazom sistemindeki anormallikler,
mitokondriyal fonksiyon bozukluklar1 ve oksidatif strese bagli olarak bazi énemli
proteinlerin yapisal bozukluklarina ve birikimine yol agmaktadir (Mastrangelo, 2017).
Noropatolojik isaretleri ise substansiya nigra pars compacta dopaminerjik ndronlarinin
ilerleyici bir sekilde noérodejenerasyonu, dopamin eksikligi ve cogunlugunu o-
siniiklein (a-syn)’in olusturdugu Lewy cisimciklerinin olusumudur (Schapira ve ark.,

2017).

Gilintimiizde Parkinson hastalig1 kesin tedavisi miimkiin olmamakla birlikte
uygulanmakta olan tedavi yontemleri yalnizca dopamin eksikligini gidererek motor
semptomlar1 kontrol altinda tutmayi hedeflemektedir (O’Connor ve Boulis, 2015).
Dolayisiyla mevcut olan en iyi tedavi dopamin prekiirsorii L-3,4 dihidroksifenilalanin
(L-DOPA) kullanilarak uygulanmaktadir (Suppa ve ark., 2017). PH tedavisinde, 1960
yillarinda ilk olarak dnerilmis olan L-DOPA (levodopa) motor yan etkiler olusturarak
hastalarin yasam kalitesini diistirmektedir (Hornykiewicz, 2017). Derin beyin uyarimi
yontemi (DBS), L-DOPA kaynakli diskinezinin azaltilmasina yardimei olurken PH

kaynakli diger motor yan etkilerin ve kognitif bozukluklarin diizeltilmesinde etkili



degildir (Houghton ve ark., 2019). Diger semptomatik tedavilerde dopamin agonistleri
(amandatin, apomorfin, bromokriptin, kabergolin, lisurid, pergolid, pramipeksol,
ropinirol ve rotigotin), monoamin oksidaz (MAO) inhibitorleri (selegilin, rasajilin) ve
katekol-O-metiltransferaz (COMT) inhibitdrleri (entakapon, tolkapon) ozellikle
levodopa ile birlikte kullanilmaktadir (Gazawood ve ark., 2013). Kiigiik yapiya sahip,
kendilerine 6zgii reseptorlerine baglanan, salgilanan ve néronlarin hayatta kalmalari,
gelisimlerini destekleyen proteinler olan norotrofik faktdrlerin (NTF) PH tedavisinde
yeni bir yontem olarak gelistirilebilecegine yonelik arastirmalar bulunmaktadir (N.
P.Rocha ve ark., 2018). Mevcut tedavi yontemlerinin sadece semptomatik iyilesme
saglamasindan kaynaklanan sorunu, NTF’lerin PH nin ilerleyiciligini durdurabilmesi
potansiyeline sahip olmasi ile yeni bir tedavi yontemi olarak arastirilmasinin

gerekliligini gosterilmistir (Voutilainen ve ark., 2015).

Myeloid tiirevli biiylime faktori (MYDGF), kromozom 19 acgik okuma
cercevesi 10 (C19orf10) tarafindan kodlanan kardiyak miyositlerin hayatta kalmasini
ve anjiyogenezi saglayan yeni bir protein olarak bulunmus ve adlandirilmigtir. Kemik
iligi tiirevli monosit ve makrafajlar tarafindan tiretilen ve salgilanan bir protein oldugu
da gosterilen MYDGF nin miyokard enfarktiisii (MI) sonrasi koruyucu ve rejeneratif
etkiye sahip olan bir protein oldugu da gosterilerek MYDGF’ nin biyolojik
fonksiyonunu ortaya koyan ilk ¢alisma yapilmistir (Korf-Klingebiel ve ark., 2015).

Varlig1 ve rejeneratif etkileri son zamanlarda ortaya konan MYDGEF 'nin (Sekil
3.1) protein temelli tedavide bir ajan olarak kullanilabilecegi ve faydali sonuglar ortaya
cikarabilecegi diisiiniilmektedir. PH i¢in olusan klinik komplikasyonlar1 azaltabilen,
hastaligin ilerlemesini durdurabilme potansiyeline sahip, dopaminerjik ndronlarin
korunmasini ve erken norodejenerasyonun azaltilmasini hedefleyen yeni tedavi
yontemlerinin arastirilmasi gerekmektedir. MYDGF nin ndrotrofik faktdrlere benzer
etkilerinin olmasi nedeniyle Parkinson hastaliginda yeni bir tedavi yontemi olarak
kullanilabilecegi diisiiniilerek bu tez ¢aligmasinin temeli olusturulmustur. Bu amagla
rekombinant insan MYDGF proteinin iiretilmesi ve saflastirilmas:t hedeflenmistir.
Bunun yaninda bu tez calismast kapsaminda in vitro Parkinson hastaligit modeli

kullanilarak MYDGF nin tedavi edici etkisinin arastirilmast amaglanmaistir.



Rekombinant insan MYDGF proteinin iiretilmesi amaciyla uygun plazmid
hazirlanmasi, transfeksiyon yontemi uygulandiktan sonra sivi besi yerine salgilanan
proteinlere afinite kromatografisi ile 6n saflagtirma yapilmasi ve sonra jel filtrasyon
kromatografisi ile iiretilen proteinlerin saflastirilmasi hedeflenmistir. Saflastirilan
MYDGF’nin Western Blot yontemiyle dogrulamasi yapildiktan sonra in vitro
Parkinson modelinin 6-OHDA kullanilarak SH-SY5Y noéroblastoma hiicre hatti
iizerinde olusturulmasi amaglanmistir. Elde edilen saflastirilmis rekombinant insan
MYDGTF proteini farkli konsantrasyonda bu hiicrelere verilerek rekombinant insan
myeloid tiirevli biliylime faktoriiniin in vifro Parkinson modelindeki tedavi edici

etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Yayin Sayisi
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Sekil 3.1. MYDGF makale sayilarinin yillara gére dagilimi. Yayin sayilari, ¢evrimigi
veri taban1 PubMed iizerindeki MYDGF anahtar kelimesini iceren baslik ve ozetler
aratilarak elde edilmistir.



4. GENEL BIiLGILER

Parkinson hastaligi (PH), Alzheimer hastaligindan sonra en yaygin goriilen
ikinci ndrodejeneratif hastaliktir ve 65 yas iistii insanlarin %2-3’iinii bu hastaliga sahip
olan kisiler olusturmaktadir (Reich, 2018; Poewe ve ark., 2017). Bu hastalik ilk olarak
James Parkinson tarafindan 1817 yilinda ‘titrek fel¢’ olarak tanimlanmistir (Tysnes &
Storstein, 2017). Parkinson hastalig1 motor ve motor olmayan bulgular ile karakterize
edilmistir (Schneider ve ark., 2017). Hastaligin tanimlanmasindan bu yana bradikinezi
(hareketlerde yavaglama), rijidite (kol, bacak veya govdede katilik) ve tremor (titreme)
belirti olarak kabul gdren primer motor semptomlar olarak kabul edilmektedir.
Postural instabilite yani denge ile ilgili yasanan problemler ise dordiincii primer motor
belirti olarak bu hastaligin tanisinda kullanilmaktadir (Gelb ve ark., 1999). Parkinson
hastalig1, tamamiyla motor bir rahatsizlik olarak tanimlanmasina ragmen hastaligin
motor olmayan belirtileri ndropsikiyatrik, duysal, otonom ve uyku ile iligkili olacak

sekilde genis basliklar altinda siniflandirilmistir (Reich, 2018).

Motor semptomlarin baslica nedeni, beyin sapinin bir bolgesi olan substansiya
nigra (SN) alanindaki dopaminerjik néronlarin  dejenerasyonudur. Diger
ndrotransmitter sistemleri (glutamaterjik, kolinerjik, serotonerjik, adrenarjik gibi) de
motor bulgulara rastlanmasinda rol oynamaktadir (Antony ve ark., 2013). Gliniimiizde
Parkinson hastalig1 i¢in kesin bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Tedavi amacgh
kullanilan yontemler ise sadece motor ve motor olmayan bulgularin rahatlatilmasinda

kullanilmaktadir (M. W. Hayes ve ark., 2019).
4.1. Parkinson Hastalhig

Parkinsonizm bradikinezi, rijidite, dinlenme durumundaki tremor ve denge
instabilitesi ile belirtilmis klinik sendromun genel adidir (Keener ve Bordelon, 2016).
Idiyopatik Parkinson hastaligi (IPH) bu sendromun en yaygin olanidir (Braak ve ark.,
2003). Multisistem atrofi (MSA), Lewy cisimcikli demans (LCD), progresif
supraniikleer felg (PSP), kortikobazal sendrom (CBS), kalitsal hastaliklarla birlikte
ortaya c¢ikan parkinsonizm ve sekonder parkinsonizm bu sendromun diger ¢esitlerini
olusturmaktadir (Trojanowski ve Revesz, 2007; Brigo ve ark., 2014; Schustrin ve

Chandra, 2017). Sendromun cesitlilik gostermesi dolayisiyla temel klinik bulgulara



gore Parkinson hastaligt ve diger parkinsonizm sendromu ¢esitleri ayirt
edilebilmektedir (Jellinger, 2019). Temel klinik bulgular hastalifin tan1 tedavi ve
prognozu i¢in énemli olmaktadir (Lin ve ark., 2019). Idiyopatik Parkinson hastaligina
dopamin {ireten sinir hiicrelerinin tahribati neden olmaktadir. Buna bagli olarak olusan
dopamin eksikliginin giderilmesine yonelik tedavi yontemleri uygulanmaktadir (Levin

ve ark., 2016).

Norotransmitterler sinir sisteminin hiicreler arasi iletisimi saglamak igin
kullandig1 kimyasal maddelerdir (H. Wang ve ark., 2018). Dopamin (DA), pek ¢ok
psikiyatrik ve norolojik hastalifin temelinde rol oynamasi nedeniyle beyin
arastirilmalarinda en ¢ok ¢alisilmis nérotransmitterlerdendir (Sharples ve ark., 2014).
Merkezi sinir sisteminin baglica elemani olan beyin {i¢ kisima ayrilabilir; 6n beyin,
orta beyin ve arka beyin. Dopaminin memeli merkezi sinir sistemindeki temel
kaynagini beyin sapinin kisimlarindan biri olan orta beyinde (mezensefalon) bulunan
dopaminerjik (DA) noronlar olusturmaktadir (Chinta ve Andersen, 2005).
Mezensefalon beyindeki dopaminerjik néronlarin %90’ 11 bulundurmaktadir (Arenas
ve ark., 2015). DA noéronlar 6zellikle orta beyindeki {i¢ ¢ekirdekte; retrorubral alan
(RrF, ya da A8), substansiya nigra pars kompakta (SNc, ya da A9) ve ventral tegmental
alanda (VTA, ya da A10) bulunur (Luo ve Huang, 2016). Bazal gangliyon ise beynin
korteks bolgesiyle birlikte motor, bilissel ve limbik devreleri kapsayan planlanmis ve
motive edilmis davraniglarin ortaya ¢ikmasinda gorev almaktadir (Sarkar ve ark.,
2016). Bazal gangliyon; kaudat niikleus, putamen, globus pallidus, subtalamik niikleus
ve substansiya nigra olarak adlandirilmis 5 ¢ift ¢ekirdekten olusur (Prensa ve ark.,
2009). Substansiya nigra (SN) mezensefalonun kiigiik bir bolgesinde yer almakta ve
motor hareketlerin kontrol ve segilmesinde gorevli olan bazal ganglion
cekirdeklerinden birisini olusturmaktadir (Jagadeesan ve ark., 2017). SN; substansiya
nigra pars kompakta (SNc) ve substansiya nigra pars retikula (SNr) olmak {izere iki
bolgeden olugmaktadir (Albin ve ark., 1989; Y. Zhang ve ark., 2017). Substansiya
nigra pars kompakta noromelanin lireten katekolaminerjik néronlardan olusan ve bazal
gangliyona dopaminerjik projeksiyonlar1 saglayan beyin bolgesidir (Langley et al.,
2020). Striatum bazal gangliyonun korteks ve talamus ile projeksiyon yapan alanidir
(Misgeld, 2004). Nigrostriatal dopaminerjik sistem striatum ve substansiya nigradan

olusmaktadir (Gelders ve ark., 2018).



SN dopaminerjik ndronlarla striatumu inerve etmektedir ve bazal gangliyonun
organizasyonunda dnemli bir role sahiptir (Vivekanantham ve ark., 2015). Ogrenme,
isler bellek ve motor kontrol gibi pek ¢ok davranisin olusturulmasinda goérevlidirler
(Friedman ve Galazka-Friedman, 2012). PH motor fonksiyonlardaki bozukluklar ve
SNc’ deki ndronal dejenerasyon ile karakterize olmaktadir (Tan ve ark., 2020).
Parkinson hastalig1 veya idiyopatik Parkinson hastaligi adiyla bilinen en yaygin
parkinsonizm sendromu, SNc’de bulunan dopaminerjik néronlarin hasar1 ve kaybi ile
iligkilendirilmis ilerleyici nérodejeneratif hastaliktir (Sekil 4.3) (Kim ve ark., 2018).
Yavaglayan hareket, titreyen uzuvlar, kas sertligi postural bozukluklar gibi klinik
bulgularin disinda alfa-siniiklein protein kiimelerinden olusan Lewy cisimcikleri

PH’nin noropatolojik belirteci olarak kullanilmaktadir (Wakabayashi ve ark., 2013).
4.1.1. Parkinson Hastaligi Mekanizmasi

Lewy cisimcikleri (LB) ilk olarak 1912 yilinda Friedrich Lewy tarafindan
Parkinson hastalarinda bulunmustur (Spillantini ve ark., 1998). Parkinson hastaliginda
Lewy cisimcikleri birincil olarak substansiya nigra ve beyin sap1 ¢ekirdeklerinde
bulunmaktadir (Dorsey et al., 2018). Bir teoriye gore Lewy cisimciklerinin olusumu
orijjinal hiicre iskeleti proteinlerinin degisime ugramasi sonucu olagandisi
norofilament transportundan kaynaklanmaktadir (Mayo ve Bordelon, 2014). Lewy
cisimciklerini 90’dan fazla proteinin yapisini olusturmasina karsin en biiyiik
cogunlugu fibriler yapidaki a-siniiklein (o-syn) oligomerleri olusturmaktadir
(Wakabayashi ve ark., 2007). 1988 yilinda ilk olarak tanimlanan intraseliiler bir
protein olan o-siniikleinin akiimiile olmast ve o-siniikleinin yanlis katlanmasi
nedeniyle Lewy cisimciklerine bagl hastaliklar meydana gelmektedir (Luk ve ark.,
2012). Bu proteinin 140 aminoasitten olusan kiiciik bir yapis1 bulunmaktadir ve SNCA
geninin bir {iriinii olarak olugsmaktadir (Villar-Piqué et al., 2016). Lewy cisimciklerinin
meydana gelmesinde pek ¢ok farkli mekanizma etkili olmaktadir. SN’de bulunan
dopaminerjik néron kaybi, endoplazmik retikulum (ER) stres kaynakli katlanmamaig
proteinler ve noéroinflamasyon Lewy cisimciklerinin olusmasinda en Onemli

sebeplerdendir (Cabral-Miranda ve Hetz, 2018).

SNCA geni a-siniikleini kodlar ve Parkinson hastaligi ile iligkilendirilmis ilk
gendir (Lau ve ark., 2020). AS53T ise bu genin tanimlanmis ilk patojenik



mutasyonudur. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarin sonuglarina gére a-syn SNCA
genine ait olan tiim mutasyonlar ve gen duplikasyonlar1 ile gen tripkasyonlari
Parkinson hastaligi ile iliskilendirilmistir (Pavlou ve Outeiro, n.d.; Spillantini ve
Goedert, 2018). Bu mutasyon ve diger tiim patojenik mutasyonlarda a-syn’in yanlis
katlanma ve agregat olusturma egilimi yabanil tip SNCA geninin {irlinii olan a-syn’den
daha fazladir (Puschmann, 2017). Bu gende bulunan polimorfizmlerin ise Parkinson
hastaliginin gelismesinde artan risk faktorii oldugu gosterilmistir (Lashuel ve ark.,
2013). Hastaligin mekanizmasi mitokondri fonksiyonundaki bozukluklar ile de
iligkilendirilir (Simon ve ark., 2020). Serin/treonin kinazi olan PINKI, hasarl
mitokondrilerin igaretlenmesinde gorev almakta ve E3 ubikitin ligazi olan Parkin’in
ortamda bulunmasina yardimci olmaktadir (P. L. Zhang ve ark., 2018). DJ-1
mitokondri kalsiyum akisinin diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir. Hiicreyi,
dopamin toksisitesi ve dopaminerjik noronlarin pacemaker (6nder odak)
aktivitelerinden kaynaklanan oksidatif stresten korur (Bandres-Ciga ve ark., 2020).
Muhtemelen somatik kokenli olan mitokondriyal DNA mutasyonlarina PH’na sahip
olan kisilerin SNpc’sinda rastlandigina dair bulgular mevcuttur (Fahn, 2003). GBAI
geninde bulunan ve yaygin olarak goriilen mutasyonlar PH icin simdiye dek bilinen
en Onemli risk faktoriidiir. GBAI glukoserebrosidaz (GCase) enzimini kodlar
(Weissbach ve ark., 2019). Lizozomal bir enzim olan bu enzimin gorevi
glikozilseramid metabolizmasinda gorev yapmaktir (Stojkovska ve ark., 2018).
GBA’nin PH patogenezine katkisi oldukca karmasiktir. Endoplazmik retikulum (ER)
stresi, mitokondri fonksiyonunun bozuklugu ve o-syn akiimiilasyonu gibi farkli
yolaklarla hastaligin seyri ve olusumu iizerinde etkisi vardir (Ryan ve ark., 2019).
LRPI10 proteini trans-Golgi agi, endozomlar ve hiicre membrani arasinda gidip
gelmektedir (Y. Chen ve ark., 2019). Bu aga katilan VPS35 gibi proteinler de 6nceden
Parkinson hastaligi ile iligkilendirilmistir (E. T. Williams ve ark., 2017). SNpc’da
bulunan dopaminerjik néronlarin 6zellikle norodejenere olmasinin nedeni heniiz
netlestirilemistir. Bu alandaki dopaminerjik néronlarin otonom pacemaker olmalar1 ve
kalsiyum homeostazinin 6nemli bir yere sahip olmasi nedenleri {iizerinde

durulmaktadir (Jankovic, 2008).

Yanlis katlanmis veya katlanmamis proteinlerin ER’de birikmesiyle, adaptif

bir stres yolagi olan katlanmamis protein mekanizmasi (UPR) aktiflenmis olur (Cai ve



ark., 2016). ER strese ait olan ii¢ ayr1 yolagin isaretlerine hem sporadik Parkinson
hastalifina ait kisilerin postmortem dokularinda hem de bu hastalifin hayvan
modellerinde rastlanilmistir (Mercado ve ark., 2016). Fakat UPR’in Parkinson
hastaliginin ilerleyisindeki rolii ve dopaminerjik néronlarin hayatta kalmasina nasil
etki ettigi net bir sekilde aciklanamamistir (Fernandes ve ark., 2016). Pek ¢ok
norotoksin temelli PH in vivo modelleri ile yapilan arastirmalarda UPR sisteminin
aktive edildigi ve ATF6, XBP1 ve CHOP’ un fonksiyonel oldugu gdosterilmistir
(Sprenkle ve ark., 2017). ER stres, dopaminerjik noronlarin hayatta kalmasi ve
fizyolojisi lizerinde, dolayisiyla da hastaliga miidahale edilmesinde 6nemli bir role
sahip olan ilging bir hedeftir (Ganguly ve ark., 2018). ER stres cevabim diizenleyici
molekiiller Parkinson hastalig1 i¢in gelistirilecek olan ilag i¢in potansiyel aday

olmaktadir (B. Wang ve ark., 2018).

Otofaji-lizozom yolagt (ALP) ve ubikitin-proteozom yolagi (UPS)
okaryotlarda bulunan ana protein yikim mekanizmalaridir ve her iki yolagin da
Parkinson hastaliginda etkili oldugu diistiniilmektedir (J. K. Williams ve ark., 2018).
PH’dan etkilenmis olan beyinlerde lizozom ve lizozomal belirteglerin (LAMPI,
cathepsin D ve heat-shock protein 73 gibi) az miktarda olusu 6zellikle o-syn
inkliizyonlar1 olusan nigral hiicrelerde gosterilmistir (Walden ve Mugqit, 2017).
Proteozomlarin enzimatik aktivitelerinde azalma ve yapisal proteozomal bozukluklar
da Parkinson hastaliginda bulunmaktadir (Pickrell ve Youle, 2015). Normalde ubikitin
ve proteozomlar yoluyla o-siniiklein yikimi saglanirken ubikitinin inhibisyonuna
sebep olan nedenler de Lewy cisimciklerinin olugsmasina ve ona bagli hastaliklarin
meydana gelmesinde etkili olmaktadir (Dauer ve Przedborski, 2003). Alfa-siniiklein
patolojisinin proteozomal fonksiyon bozukluguna katkida bulunabilecegi yoniinde
olan ¢alismalar da mevcuttur (Betarbet ve ark., 2005). Bu ¢alismalardan bazilarinda
hiicresel modellerde a-syn’in overeksprese edilmesiyle proteozomlarin aktivitesinde
azalma ve nihayetinde de ubikitin i¢eren inkliizyonlarinin akiimiile oldugu, dopamin
salimiminin ve hiicresel dejenerasyonun azaldigi gosterilmistir (Senkevich ve Gan-Or,
2020). Mutant LRRK?2 geninin ise otofajiyi engelledigi ve yavas a-siniiklein yikimina
sebep olarak a-siniiklein akiimiilasyonuna neden oldugu gosterilmistir (Cherian ve
Divya, 2020). ATP132A mutasyonlar1 lizozomal fonksiyon bozukluklarin

belirlerken, genc yasta ortaya c¢ikan parkinsonizmlerin nedeni olabilmektedir.
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Idiyopatik Parkinson hastalifinda ise hayatta kalan dopaminerjik néronlar tarafindan
miktarinin arttirildigi ve néroprotektif etkisinin oldugu bilinmektedir (Weissbach ve
ark., 2019). UPS fonksiyonundaki bozukluklarin nérodejenerasyonun bir nedeni mi
yoksa sonucu mu oldugu ise hala tartisilmakta olan bir konudur (Sjddin ve ark., 2019).
Dopaminin kendisi de a-siniikleine baglanip protofibriller ve sonucunda da Lewy
cisimciklerini olusturmaktadir (E. M. Rocha ve ark., 2018). Lewy cisimciklerinin
Parkinson hastaliginin seyri iizerindeki etkisi tam olarak bilinmemesine ragmen
norotoksik olduklar1 diigiiniilmektedir (Shults, 2006). Ayrica, yeni ¢alismalara gore,
mikrobiyomun da Parkinson hastaligi patogenezinde etkili oldugu iizerine
odaklanilmistir. Dopamin sentezi ve metabolizmasi, immiin sistem disregiilasyonu ve
inflamasyonu ve enteral mukoza gecirgenliginde olusan degisiklikler patogenetik

mekanizmay1 olusturmaktadir (Sampson ve ark., 2016).
4.2. Parkinson Hastalig1 Modelleri

Glinlimiizde tartisilmaz bilimsel gelismelerin olmasina ragmen Parkinson
hastalig1 patogenezinin molekiiler ve hiicresel biyolojisinin tam olarak anlasilmasi
konusunda bosluklar bulunmaktadir (Johnson ve Bobrovskaya, 2015). insan
hastaliklarina ait mevcut hiicresel modeller ve hayvan modelleri arastirmacilara yeni
tedavi stratejisi gelistirmek {izere olanak saglamaktadir (Nagoshi, 2018). Her bir PH
modeli hastaligin farkli bir semptom ve asamasini gostermesine ragmen farkli PH
modellerinin kullanimi, temel olarak arastirmalara yarar saglamaktadir (Bakshi ve
ark., 2019). Bu modeller icerisinde Parkinson hastaliginin tiim fenotipik ve patolojik
ozelliklerini gosteren bir model bulunmamaktadir (Bezard ve Przedborski, 2011).
Parkinson hastaliginin spesifik etiyolojisi heterojen ve tam olarak bilinmeyen
oldugundan bazi vakalarda genetik faktorler bazilarinda ise cevresel faktorler
baskindir. Bu nedenlerle genetik temelli, toksin temelli olmak iizere ve cesitli
hayvanlar (Drosophila melanogaster, kemirgenler ve insan olmayan primatlar)
kullanilarak farkli Parkinson modelleri gelistirilmistir (Grandi ve ark., 2018). Bir
aragtirma yapilirken ¢aligmanin amacina uygun olan modelin giiglii yanlar1 ve
sinirlayict faktorleri goz oniinde bulundurularak PH modeli se¢imi yapilmaktadir

(Polinski ve ark., 2018).
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4.2.1. Hiicresel Modeller

Insan ve fare noronal hiicre hatlarindan bircogu in vitro PH modelinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kiiltiir hiicrelerinin PH’nin model hayvanlarinda
kullanilabilmesi gibi pek ¢ok avantaji da bulunmaktadir (Lazaro ve ark., 2017).
Sekonder hiicre hatlar1 hayvan modelleri ile kiyaslandiklarinda patolojiyi daha ¢abuk
gelistirmeleri, daha az maliyet gerektirmeleri ve deney hayvani kullanim
gerektirmedikleri i¢in tercih edilmektedirler. Hiicresel modellerde genetik ve
farmakolojik manipiilasyonlar daha kolay ve giivenilirdir (Slanzi ve ark., 2020; Lopes
ve ark., 2017). SH-SY5Y, PC12 ve Lund insan mezensefalik hiicreleri bu hiicre
hatlarinin baginda gelmektedir (Falkenburger ve ark., 2016). Dopaminerjik primer
hiicreler ve indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPSC) de siklikla kullanilmaktadir
(Delenclos ve ark., 2019).

SH-SYS5Y noroblastoma ve PC12 feokromositoma hiicre hatlar1 PH’dan
etkilenen noéronal popiilasyon ile pek c¢ok benzerlik bulundurmaktadir ve
norodejeneratif — mekanizmalarin  aydinlatilmast  amaciyla  yaygin  olarak
kullanilmaktadirlar (Salari ve Bagheri, 2019). Ozellikle retinoik asit ve beyin kaynakli
norotrofik  faktorler etkisiyle morfolojilerinde ve fonksiyonlarinda goriilen
degisiklikler ile ndron benzeri uzantilar olusturur ve katekolamin iiretimi ve salinimi
gosterirler (Cheung ve ark., 2009). Ayrica Lund insan mezensefalik hiicreleri de
eskiden beri kullanilan insan dopaminerjik néron modeli hiicreleridir (Harischandra
ve ark., 2020). Bu hiicre hatti a-siniiklein toksisitesine bagli norodejenerasyon
caligmalar i¢in tercih edilmektedirler (X. M. Zhang ve ark., 2014). Mezensefalon
kaynakli primer hiicrelerden daha kolay ve fazla miktarda elde edilebilmektedirler
(Shulman ve ark., 2011). Yabanil tip veya mutant a-syn overekspesyonun SH-SY5Y
ve PC12 hiicrelerinin hayatta kalmasini etkiledigi gosterilmistir. Ekstraseliiler ortama
PH beyin lizatlarindan elde edilen a-syn eklenmesi SH-SYS5Y hiicrelerinde a-syn

agregatlarinin olugmasina neden olmustur (Ko ve Bezard, 2017).
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Sekil 4.2.1. 6-OHDA yapis1 ve etki mekanizmasi. Dopamin ve 6-OHDA kimyasal
yapisi birbirine benzemektedir (A). 6-OHDA hiicre i¢ine dopamin tasiyicilart (DAT)
ile alindiktan sonra reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumuna bagli olarak oksidatif
strese neden olmaktadir. 6-OHDA hiicre disinda da ROS olusumuna neden olarak
oksidatif strese ve sonrasinda programlanmis hiicre Oliimiine (apoptoz) neden
olmaktadir (B).

SH-SYSY hiicreleri 6-hidroksidopamin (6-OHDA) ile birlikte in vitro
Parkinson modeli olarak kullanilmaktadir. 6-OHDA Parkinson hastaliginin deneysel
modellerinde en ¢ok kullanilan noérotoksindir (Avagliano ve ark., 2016). Bu
kimyasalin yapist dopamin ile biiylik benzerlik gostermesinden dolayr dopamin
tastyicisina (DAT) kars1 da yiiksek afinite gostermektedir. Bu nedenle segici olarak
dopaminerjik/katekoleminerjik ndronlar1 yok etmektedir (Sekil 4.2.1). Literatiirdeki
caligmalar incelendiginde, PH in vitro modelinde dopaminerjik néron benzeri hiicre

hatlarinin kullanighilig1 agik bir sekilde goriilmektedir (Gu ve ark., 2016).
4.2.2. Hayvan Modelleri

Pek cok farkli memeli hayvanin (kedi ve kopek gibi) PH modellemesinde
kullanilabilmesine karsin en ¢ok maymunlar, sicanlar ve fareler tercih edilmektedir
(Blesa ve ark., 2018). Nigrostriatal dopaminerjik liflerde toksin kaynakli lezyonlarin
olusturulmasiyla elde edilen, PH erken evrelerinin modellemesi 1960 yilindan bu yana

kullanilmaktadir (Zeng ve ark., 2018). En ¢ok bilinen modeller MPTP (1-metil-4-
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fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinin), =~ 6-OHDA  ve rotenon  kullanilmasi ile
olusturulmaktadir (Kin ve ark., 2019).

Hayvan modellerinde 6-OHDA intranigral olarak uygulandiginda secici olarak
SN ve striatumdaki tirozin hidroksilaz (TH) immiinoreaktif ndronlarin 6liimiine yol
acar (Simola ve Morelli, 2007). Dopaminin kismi azalmasina neden olan bu kimyasal
erken evre PH modeli olusturulmasinda kullanilmaktadir (Lima ve ark., 2017). Hem
motor hem de motor olmayan belirtiler bu molekiil ile olusturulabilmektedir
(Hadadianpour ve ark., 2017). MPTP ise kan-beyin bariyerini gegebilir ve
uygulandiktan sonra nigral ve striatal astrositler tarafindan toksik olan MPP+ katyon
formuna doniistiiriilir ve burada bulunan dopaminerjik néronlar tarafindan DA
tasiyicist (DAT) vasitasiyla hiicreye alinmaktadir (Shimohama ve ark., 2003).
Dopaminerjik néronlarda MPP+ akiimiile edilmesiyle oksidatif stres artar ve boylece
norotoksik etki gostermis olur (Xicoy ve ark., 2017). Rotenon ise dogada bulunan bir
pestisittir ve hayvanlarda kullanildiginda PH’nin anatomik ve davranigsal
ndropatolojik 6zelliklerin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Le ve ark., 2014).
Rezerpin, haloperidol ve tetrodotoksin geridoniisiimsiiz dopamin azalmasini taklit
ederek PH modellemesinde kullanilan diger toksinlerdir (Doty, 2012). Bazi modeller
ise genetik modeller olarak ayrilmaktadir ve bu modeller en ¢ok bilinen
mutasyonlardan temel alinarak hazirlanmaktadirlar (Trigo-Damas ve ark., 2018).
Alfa-syn, Parkin, PINKI1, DJ-1 genlerini etkileyen genetik PH modelleri
bulunmaktadir. Ayrica adeno- iligkili virlis (AAV) teknigi kullanilarak da yiiksek
miktarda a-syn’in hiicrede bulundurulmasi saglanarak genetik temelli PH hayvan

modelleri de olusturulmaktadir (Gubellini ve Kachidian, 2015).
4.3. Parkinson Hastalig1 Tedavi Yontemleri

Parkinson hastaliginin mevcut tedavi yontemleri sadece semptomlarin
iyilestirilmesine yoneliktir. Giiniimiizde hastaligin seyrini degistiren bir tedavi
yontemi bulunmamakla birlikte, mevcut tedavi yontemleri dopaminerjik yolaga

odaklanacak sekilde gelistirilmistir (Tarakad ve Jankovic, 2017).
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4.3.1. Levodopa

Levodopa (L-DOPA ya da 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin) PH motor
semptomlarinin tedavi edilmesinde kullanilan en etkili ilagtir (Lewitt, 2015).
Levodopa kan-beyin bariyerini gecebilen bir yapiya sahiptir ve SNpc’da geriye kalan
dopaminerjik ndronlar tarafindan dopamine g¢evrilmektedir (Axelsen ve Woldbye,
2018). Mide bulantisi, hipotansiyon, uyku hali, haliisinasyon ve diirtii kontrol
bozukluklar1 gibi yan etkilerinin de bulunmasina karsin distoni, diskinezi gibi olusan
motor komplikasyonlar daha 6nemli sinirlayic1 faktorleridir. Bu komplikasyonlar
striatal  dopamin  reseptorlerinin  kesintili  bir  sekilde  uyarilmasindan

kaynaklanmaktadir (Lane, 2019).
4.3.2. Dopamin Agonistleri

Dopamin agonistleri postsinaptik D1-3 dopamin reseptorlerini dopaminerjik
ndronlarin metabolik aktivitelerine ihtiya¢ duymadan uyarabilmektedir (Fahn, 2008).
Bu agonistler motor semptomlar1 diizeltmekte levodopa kadar basarili degillerdir.
Fakat diskinezi icin olusan riski azalttiklar1 goriilmiistiir. Ozellikle hastaligin erken
evrelerinde levodopa ile birlikte kullanildiklarinda diskinezi riski azalmaktadir
(Berthet ve Bezard, 2009). Ropinirol, pramipeksol, rotigotin ve apomorfin yaygin

olarak kullanilan dopamin agonistleridir (Horowski ve Loschmann, 2019).
4.3.3. Diger Tedavi Edici Yontemler

Katekol-o-metiltransferaz (KOMT) enzimi inhibitorleri ve Monoamino-
oksidaz-B  (MAO-B) enzimi inhibitorleri levodopanin etkisini arttirmaktadir
(Ghamgosha ve ark., 2018). KOMT enzimi inhibitorleri levodopanin periferik
metabolizmasini bloklayarak daha uzun siire viicutta kalmasimi saglamaktadir
(Connolly ve Lang, 2014). MAO-B enzimi inhibitorleri ise striatal dopaminerjik
aktiviteyi arttirir ve dopaminin metabolizmasini etkiler (Armstrong ve Okun, 2020).
Amantadin, PH’na bagli gelisen tremor ve bradikinezinin diizeltilmesinde kullanilsa
da en ¢ok levodopa kaynakli diskinezinin tedavisinde tercih edilmektedir (Miiller ve
ark., 2019). Metilfenidat ve atomoksetin gibi uyarici maddelerin ise yiiriirken donma

belirtisini tedavi etmeye yonelik oldugu diistiniilmektedir (Revuelta ve ark., 2015; L.-
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L. Zhang ve ark., 2016). Derin beyin uyarimi (DBS) sistemi de bir diger tedavi
yontemidir. Subtalamik nukleus, globus pallidus veya talamusa yerlestirileren
elektrotlarla elektrik akimi uygulanmasi ve dopamin yerine elektrigin uyarici olarak
kullanilmasini temel alan tedavi bi¢imidir (Okun, 2012). Talamus veya globus
pallidusa uygulanan cerrahi yontemlerle bu bdlgelerdeki hiicrelerin lezyona
ugratilmasiyla PH semptomlarinda iyilesmeye yonelik belirtiler
gozlemlenebilmektedir (Kulisevsky ve ark., 2018). Kok hiicre kullanilarak tedavi
uygulama, AAV veya lentivirlis (LV) kullanilarak gen tedavisi segcenekleri de halen
sirdiiriilmekte olan tedavi yOntemleri arastirmalari arasinda bulunmaktadir

(Niethammer ve ark., 2018; Lang ve ark., 2019).
4.3.4. Norotrofik Faktorler

PH’da kullanilan tedavilerden higbiri uzun siireli etkiye sahip ve giivenli
olmamakla birlikte devam etmekte olan nérodejenerasyonun durdurulmasini da
saglayamamaktadir (Staudt ve ark., 2016). Yeni tedavi yontemleri gelistirme
amacindaki arastirmalar sadece semptomlar: iyilestirmek yerine nérodejenerasyon
asamasini durduran veya tersine g¢eviren metodlart gelistirmeyi hedeflemektedir
(Sullivan ve Toulouse, 2011). Bu amag¢ dogrultusunda antioksidanlar, anti-apoptotik
ajanlar, hiicre temelli tedaviler ve noroprotektif etkiye sahip olan ndrotropik faktorler
(NTF)’in kullanilmas: {izerine arastirmalar yapilmaktadir (Torres-Ortega ve ark.,

2019).

Yetiskin ve gelismekte olan beyinlerde noéronlarin hayatlarina uygun bir
sekilde devam edebilmeleri, olgunlagsmalar1 ve korunmalari icin kritik olan protein
yapida norotrofik faktorler bulunmaktadir (Paul ve Sullivan, 2019). Simdiye dek pek
cok norotrofik faktoriin dopaminerjik ndronlar lizerinde koruyucu etkilerinin oldugu
gosterilmistir (Machado ve ark., 2016). Ozellikle dopaminerjik ndronlarda secici
etkiye sahip oldugu bilinen NTF’ler bu yaklagimin hedefi olmustur (Nasrolahi ve ark.,
2018). Glial hiicre hatti kaynakli norotrofik faktor (GDNF), neurturin (NRTN),
artemin (ARTN), persephin (PSPN), biiyiime/ farklilasma faktéri (GDF) 5,
mezensefalik astrosit kaynakli norotrofik faktor (MANF) ve serebral dopaminerjik
norotrofik faktor (CDNF) PH nin tedavi yontemlerinden birisi olmak {izere ¢alisilmis

NTF’lerden baslica olanlaridir (Huttunen ve Saarma, 2019). 6-OHDA ve MPTP
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temelli PH modelleri kullanilarak, GDNF ile yapilan aragtirmalarda motor semptomlar
ve nigrostriatal biitiinliik iizerinde saglam nororestoratif etkiler gosterilmistir. Ayrica
daha sonrasinda yapilan klinik ¢alismalarda, GDNF’in belirli araliklarla ve diizenli bir
sekilde hastalara uygulanmasiyla Parkinson hastaliginin ilerleyisinde duraklamalar
kaydedilmistir (Allen ve ark., 2013). Bu aragtirmalar da g6z Oniine alindiginda,
biiytime faktorlerinin Parkinson hastaligini da i¢ine alan nérodejeneratif hastaliklarda

yeni bir tedavi yontemi olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir (Conese ve ark., 2019).
4.4. Myeloid Tiirevli Bityiime Faktorii (MYDGF)

Otolog kemik iligi hiicrelerinin (BMC) intrakoroner infiizyon ydntemiyle
uygulandiginda, miyokard enfarktiisii (MI) sonras1 kalp fonksiyonlarini tedavi edici
etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak, bu hiicrelerin etkinliginin oldukga
degisken oldugu ve klinik olarak yapilan ¢aligmalarda BMC tedavisinin sonuglarinin
cok karisik oldugu goriilmiistiir (An ve ark., 2018). Kemik iligi hiicrelerinden
salgilanan proteinlerle yapilacak bir tedavinin kemik iligi hiicrelerinin infiizyonu ile
uygulanan proteinlerden temel alan tedavi bir yonteminden daha etkili ve gilivenilir
olabilecegi diisiincesiyle ile Korf-Klingebier ve ark. tarafindan 2015 yilinda Nature
Medicine dergisinde yayinlanan bir arastirmada myeloid tiirevli biiyime faktorii
(MYDGF) olarak adlandirilan yeni bir proteinin BMC temelli tedavilerdeki iyilestirici
etkiyi saglamaktan sorumlu olabilecegi gosterilmistir (Korf-Klingebiel ve ark., 2015).
Bu ¢alismada MYDGF 'nin kemik iligi kaynakli monositler ve makrofajlar tarafindan
salgilanan bir protein oldugu ve MI sonrasi kardiyak iyilesmeyi tesvik ettikleri ortaya
konulmustur. Mydgf bulundurmayan mutant fareler ve yabanil tip farelere verilen
rekombinant Mydgf’nin kardiyak miyosit apoptozunu inhibe edilmesi ve infarkt
boyutunun azalmasi i¢in gerekli oldugu da bulgular arasinda yer almaktadir. Bu
protein ilk olarak SF20/IL25 olarak adlandirilmis ve ilk kez bulunmus olmasina karsin
caligmadaki proliferatif etkinin tekrarlanamamasi nedeniyle yaym geri cekilmistir
(Tulin ve ark., 2001). MYDGF proteini kromozom 19 {izerindeki a¢ik okuma
cercevesi (ORF) 10 (C190rf10)’da kodlanmaktadir (Zhao ve ark., 2020). MYDGF;
endoplazmik retikulum (ER), Golgi ve ekstraseliiler olarak bulunmaktadir. Birincil
aminoasit yapisina bakildiginda MYDGF nin bilinen hig¢bir sitokin ve biiytime faktorii

ailesine ait olmadig1 da goriilmiistiir. iInsan MYDGF proteini 142 aminoasitten (aa)
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olusmakta ve C-terminalinde onun ER’da bulunan protein olduguna isaret eden KDEL
benzeri aminoasit sekansi tagimaktadir (Bortnov ve ark., 2018). Klinik ¢alismalara
onciiliik etmesi amactyla kristal yapisit da bulunmus olan MYDGF; evrimsel olarak
korunmus, salgilanan ve biyolojik fonksiyonlarmin tamami heniiz bilinmeyen bir

proteindir (Polten ve ark., 2019; Ebenhoch ve ark., 2019).
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S.MATERYAL VE METOT

Tiim deneyler Istanbul Medipol Universitesi, Rejeneratif ve Restoratif Tip
Arastirmalar1 Merkezi’nde (REMER) yapilmistir. Calisma HEK-293T ve SH-SYSY
(ATCC®) hiicre hatlar1 ile in vitro olarak gerceklestirildigi i¢in etik kurul onay1

alinmamustir.
5.1. Kimyasallar

0,5M Na;HPO4: 35,5 gram sodyum fosfat (Na,HPO4) (567550,
Calbiochem®) tartildiktan sonra 400 ml ¢ift distile su ile ¢6ziinmeye birakilmistir. Son

hacim 500 ml’e tamamlandiktan sonra oda sicakliginda saklanmistir.

IM CaCl,: 22,196 gram CaCl, (C1016-2,5KG, Sigma-Aldrich) hassas terazi
(Explorer®, OHAUS) ile tartilmis ve 200 mililitre (ml) distile su igerisinde
coziildiikten sonra 50 ml hacimli enjektor yardimiyla 0,22 uM filtre (16534, Minisart,
Sartorius Stedim Biotech) kullanilarak filtreden gecirilmistir. Hazirlanan soliisyon
otoklavlandiktan sonra 1/10 oraninda otoklanlanmis ¢ift distile su ile 100 mM’ a

seyreltilmigtir.

20X TBS-T: 1 litre 20X TBS-T i¢in 160 gram sodyum kloriir (NaCl; Sodium
chloride, 31434-1KG-R, Sigma- Aldrich), 43,4 gram Trizma Base (T1503-1KG,
Sigma) ve 20 ml Tween-20 (P1379-500ML, Sigma) 750 ml distile su igerisinde
coziilerek hazirlanmistir. Sonrasinda solisyon pH metre yardimiyla pH 7,6 ya
(edgePt, Hanna Instruments) ayarlanmis ve distile su ile 1 litreye tamamlanmustir. 1X

TBS-T ise 20X TBS-T’ nin distile su ile seyreltilmesiyle hazirlanmigstir.

2M C3HaN2: 68,08 gram imidazol (C3H4N2) (56750-500G, Sigma Aldrich)
tartildiktan sonra 400 ml ¢ift distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra pH: 7,4’

ayarlanir ve ¢ift distile su ile 500 ml’e tamamlanir.

5M NaCl: 146,1 gram sodyum kloriir (NaCl) (31434-1KG-R, Sigma Aldrich)
400 ml ¢ift distile su ile ¢6ziinmiis ve hacmi 500 ml’e tamamlanip ve oda sicakliginda

saklanmustir.
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6- OHDA: 5 mg olarak satin alinmis olan madde 2 ml DPBS (P04-36500, PAN
BIOTECH) igerisinde ¢oziilmiis, 10 mM 6-OHDA (H116-5mg, Sigma) ve %0.01
askorbik asit iceren alikotlar halinde -20 °C’de 1s1ktan korunarak muhafaza edilmistir.
Bu ¢alisma i¢in belirlenen konsantrasyonlar (0, 10, 25, 50, 100, 200, 250 ve 500 uM)

uygun miktarda madde besi yeri igerisinde ¢oziilerek hazirlanmis ve kullanilmistir.

AKTA Avant 150 Baglanma Soliisyonu (Binding Buffer): 20 ml 0,5M
sodyum fosfat soliisyonu ve 50 ml 5M sodyum kloriir soliisyonu 400 ml ¢ift distile su
ile hazirlanmis ve pH: 7,4’e ayarlandiktan sonra hacim 500 ml’e tamamlanmistir.
Soliisyon 0,20 um filtreden (Ministart®, 16534, sartorius stedim biotech) gegirildikten

sonra oda sicakliginda saklanmigtir.

AKTA Avant 150 Tampon Cozelti Degistirme (Desalting) Kolon
Soliisyonu: 50 ml 0,5M sodyum fosfat ve 15 ml 5M sodyum kloriir 400 ml ¢ift distile
su icerisinde ¢oziindiikten sonra pH: 7,00’a ayarlanmistir. 500 ml’e tamamlanan

soliisyon 0,20 um filtreden gegirilmistir. Soliisyon oda sicakliginda saklanmustir.

AKTA Avant 150 Eliisyon Soliisyonu (Elution Buffer): 20 ml 0,5M sodyum
fosfat ¢ozeltisi, 50 ml SM sodyum kloriir ¢ozeltisi ve 125 ml 2M imidazol yaklagik
400 ml ¢ift distile su igerisinde hazirlanmis ve pH:7,4’e ayarlanip hacim 500 ml olacak
sekilde soliisyon hazirlanmistir. Filtrelendikten (0,20 pm filtre, Ministart®, 16534,

sartorius stedim biotech) sonra oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

AKTA Avant 150 Yikama Soliisyonu (Wash Buffer): 20 ml 0,5M sodyum
fosfat soliisyonu, 50 ml 0,5M sodyum kloriir soliisyonu ve 5 ml 2M imidazol
sollisyonu 400 ml olacak sekilde cift distile su i¢inde karistirllmig sonra pH 7,4’e
ayarlanip ve 500 ml’e tamamlanmistir. 0,20 pm filtre (Ministart®, 16534, sartorius
stedim biotech) kullanilarak soliisyon filtreden gegirilmistir. Oda sicakliginda

muhafaza edilmistir.

LB AGAR: Kat1 bakteri besi yeri hazirlamak i¢in toz halindeki LB Agar
(A8523, BIOMATIK) kullanilacak miktar kadar ¢ift distile su i¢inde konsantrasyonu
35 gram/litre olacak sekilde ¢oziilmiis ve otoklavlanmistir. Dogru plazmidi igeren

bakterilerin se¢ilimi i¢in ampisilin kullanilmstir.
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LB BROTH: Siv1 bakteri besi yeri hazirlamak i¢in toz halinde bulunan LB
Broth (A8521, BIOMATIK) 20 gram/litre konsantrasyonunda olacak sekilde ihtiyag
duyulan miktar kadar tartilip ¢ift distile su ile ¢oziilmiis ve otoklavlanmistir. Bakteri

seciliminde ampisilin antibiyotigi ile yapilmistir.
5.2. Hiicre Kiiltiirii

HEK-293T (insan embriyonik bdbrek hiicresi hatti, ATCC®) hiicrelerinin
kiiltiir ortam1 %10 fetal sigir serumu (FBS; P30-1985, Pan Biotech), 1X esansiyel
olmayan amino asitler (P08-32100, Pan Biotech) ve %1 oraninda stabil glutamin
(Glutamax-I;35050, gibco) iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, P04-
01158, PAN BIOTECH) kullanilarak hazirlanmistir. Hiicreler steril hiicre kiiltiiri
sigselerinde (T75, 90075, TPP®), %5 CO; iceren 37 °C inkiibatdrde (Heracell 1501,
Thermo Fisher) cogaltilmis ve yaklasik olarak 3 giin araliklarla alt kiiltiirleri
yapilmustir. Alt kiiltiirlerin elde edilmesi esnasinda, hiicrelerin yikanmasi i¢in 4 ml
DPBS (P04-36500, PAN BIOTECH), hiicrelerin birbirlerinden ve steril hiicre kiiltiirii
siselerinden ayrilmasini saglamak i¢in ise 1,5 ml %0.25 Tripsin/EDTA (1X) (25200-
056, gibco) kullanilmistir.

SH-SYSY (insan noroblastom hiicre hatti, ATCC®) hiicreleri %10 fetal sigir
serumu (FBS Standard, P30-193306, Sigma) ve 1X GlutaMax-I (GlutaMAX™.-]
(100X), 35050-038, gibco) ile giiclendirilmis DMEM/F12 (Pan Biotech, P04-41450)
kiiltiir ortaminda ve %5 CO; ile 37 °C’de inkiibator (Heracell 1501, Thermo Fisher)
icerisinde ¢ogaltilmistir. Hiicrelerin alt kiiltiirleri her 3 giinde bir olacak sekilde
yapilmustir. Alt kiiltiir yapilirken eski sivi besi yeri atilmamis ve besi yerinde yiizer
halde bulunan hiicreler santrifiijle ¢oktiirtildiikten sonra hiicre siselerine yapisik halde
olan hiicreler ile birlestirilmistir. Hiicre siselerinin tabaninda olan hiicreler DPBS
(P04-36500, PAN BIOTECH) ile yikandiktan sonra tripsin ile muamele edilmistir.
Tripsinin etkinligi besi yeri eklenerek durdurulmustur. Ortamdan ayrilan besi yeri
icerisindeki hiicreler 50 ml hacimli santrifiij tlipine (602002, NEST) toplanmuistir.
Hiicreler 1200 rpm ve 4 °C’de 4 dakika boyunca santrifiij (SL 16R, Thermo Scientific)
edilmistir. Elde edilen hiicre pelleti taze besi yeri igerisinde ¢oziildiikten sonra yeni

T75 hiicre kiiltiirii siselerine (90075, TPP®) aktarilmistir.
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5.2.1. Hiicre Sayim

Belirli sayida hiicre kullanilacagi zaman hiicreler T75 hiicre kiiltiirii
siselerinden kaldirildiktan sonra 15 ml hacimli santrifiij tlipline (601002, NEST)
alimmistir. Hiicreler 1200 rpm 4 °C’de 4 dakika santrifiij (SL 16R, Thermo Scientific)
edilmigtir. Santriflij sonras: siipernatant uzaklastirilmig, elde edilen pellet 5 ml taze
besi yeri icerisinde ¢oziilmiistiir. Taze besi yeri i¢erisinde bulunan hiicrelerden 10 pl
hacimde alinarak hemositometre (Neubauer Improved, 075.03.001, Isolab) yardimiyla
151k mikroskobu altinda hiicre sayimmi yapilmistir. Hemositometreye mikroskop
kullanilarak bakildiginda lam tizerindeki biiyiik art1 (+) isareti (Sekil 5.2.1) dnce 4X
objektif kullanilarak bulunmustur. Daha sonra 10X objektif kullanilarak + isaretinin
koselerinde yer alan 16’sar kareden olusan 4 ayr1 alandaki hiicreler sayilmis ve bu 4
alandaki hiicrelerin ortalamasi hesaplanmigtir. Bulunan say1 10*ile ¢arpildiktan sonra

1 ml’deki hiicre sayis1 bulunmustur.
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Sekil 5.2.1. Hemositometrenin (kan sayma lami) mikroskop altindaki goriintiisii.
Kirmizi renk ile ¢ercevelenen kisimlarda yer alan hiicreler sayilmistir. Bu alan +
isaretinin koselerini olusturmaktadir. Mavi renkteki yuvarlaklar ise hiicreleri temsil
etmektedir.

5.2.2. Hiicre EKimi

Hemositometre kullanilarak hesaplanan hiicre sayisindan yola ¢ikilarak 24
kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinin (24 Well Cell Culture Cluster, 3526, costar®)
her kuyucuguna toplam hacim 0,5 ml taze besi yeri i¢erisinde 10x10* hiicre olacak

sekilde ekilmistir. Esit yayillim1 saglanmak amaciyla hiicreler kuyucuklara damla
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damla, c¢icek seklinde eklenmis ve hiicre ekimi yapilan plaka hem kabin hem de
inkiibator icerisinde art1 isareti ¢izilerek sallanmistir. Daha sonra hiicreler inkiibatore

yasam kosullarini stirdiirmeleri i¢in kaldirilmistir.

Benzer sekilde hiicre ekimi 10 cmlik hiicre kiiltiirii plakalarma (430167,
CORNING®) da yapilmistir. Her plakaya 1,2x10° hiicre 9 ml medium igerisinde
ekilmigtir. Hiicreler 37 °C’de inkiibe edilmistir.

5.2.3. Hiicre Canlilig: Testi

Hiicre canlilik testi i¢in hiicre kiiltiirii plakalarina ekilmis olan hiicreler 151k
mikroskobu (Primovert, ZEISS) altinda 20X objektif ile goriintiilenmis ve ZEN Blue
programi ve Primovert HDcam kameras: kullanilarak fotograflanmigtir. Sonrasinda
elde edilen fotograflardaki hiicreler yine ZEN Blue programi kullanilarak sayilmis ve

degerlendirilmistir.
5.3. Plazmid Hazirlama
5.3.1.PZR ve PZR Uriiniiniin Jelden Geri Kazanimi

Polimeraz zincir reaksiyonu calismasi oncesinde His-tag’li primer dizaym
(Tablo 1) yapilmistir. Bu primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile His-

tag’li C19 geni ¢ogaltilmistir.

Tablo 1. C terminali histidin aminoasidi ile isaretli olan ve bu ¢alismada kullanilmis
olan primerler. Bu primerler His- tag’li hMYDGF geninin c¢ogaltilmas: igin
kullanilmistir.

Primer Primerin baz dizilimi Baz

sayisl

C19 -Forward | AGTCA AAGCTT AAC ATG GCG GCG CCC AGC-3" |29

C19-Reverse CCG CTCGAG TTA GTG ATG GTG ATG GTG ATG | 49
CAG CTC AGT GCG CGA TGCC -3’
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C19 geninin histidin isaretli bir sekilde olusturulmasi i¢in uygun PZR
reaksiyonu kirik buz {izerinde olusturulmus ve uygun kosullar Thermal Cycler
cihazinda (T100™, BIO-RAD) saglanarak gen ¢ogaltilmistir (Tablo 2 ve Tablo 3).
Q5 polimeraz enzimi (Q5® High- Fidelity DNA polymerase, M0491S, BioLabs) ve
5X Q5 reaksiyon tamponu (buffer) (B9027S, BioLabs) kullanilarak reaksiyon

olusturulmustur.

Tablo 2. Polimeraz zincir reaksiyonu.

0,2 pM Primer 0,5 pM Primer

cDNA 1 ul 1l

10 mM dNTP 1 ul 1 pl
C19 -Forward Primer 1 ul 2,5 ul
C19 -Reverse Primer 1 pl 2,5 ul
DNA Polimeraz 0,5 ul 0,5 ul
5X Tampon 10 pl 10 pl
ddH>O 35,5 ul 32,5 ul
Toplam 50 pl 50 pl

PZR reaksiyonu sonrasinda elde edilen 6rnekler %1 oraninda RedSafe (21141,
Intron) igeren %1°lik agaroz (UltraPure™ Agarose, 16500-500, Invitrogen) jele
yiklenmis ve 120 Volt’da (PowerPac Universal™, BIO-RAD) yiiriitiilmiistiir.
Orneklerin agaroz jel kuyucuklarina yiiklenilmesi esnasinda 6X Orange Dye (R0631,
Thermo Scientific) kullanilmistir. PZR reaksiyonu sonrasinda jel Chemidoc MP
gortintiileme sistemi  (Chemidoc™ MP Imaging System, 1708280, BIORAD)

yardimiyla goriintiilenmistir.

Tablo 3. PZR kosullari.

98°C 1 dk
98°C 10 sn
62-65°C (Gradient) 30 sn
X 35 dongii
72°C 30 sn
72°C 5dk
Kapak:105°C
+4°C 0 Hacim: 50 ul
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llgili baz ciftine denk gelen bant Chemidoc MP gériintiileme sisteminde
bulunan UV lambasi yardimiyla jelden kesilmistir. Kesilen jel parcast 2 ml hacimli
mikrosantrifiij tiipiine alinmigtir. Jelden DNA izolasyonu yapmay1 saglayan ticari bir
kit (Zymoclean Gel DNA Recovery Kit D4007, Zymo Research) kullanilarak ve
ireticinin  protokolii esas alinarak agaroz jelden DNA izolasyon islemi
gerceklestirilmistir. Kisaca bu islem i¢in, 2 ml hacimli mikrosantrifiij tiipiine kesilen
jel alinmig ve tartilmigtir. Tartim sonrast mg cinsinden bulunan degerin ii¢ kat1 kadar
hacimde (ul cinsinde) agaroz ¢oziicii tampon (agarose dissolving buffer, ADB)
eklenmistir. Ornek 50 °C’ye dnceden ayarlanmis blok 1siticida (Dry Bath, MK200-2,
Allsheng) 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra eriyen agaroz Zymo-
Spin™ kolona alinmig, 11000 xg’de 60 saniye boyunca santrifiij (MICROCL 21
centrifuge, Thermo Scientific) edilmistir. Sonrasinda siv1 kisim uzaklastirilmstir. iki
kez 200 ul DNA yikama tamponu (DNA Wash Buffer) ile kolon yikanmistir. Son
olarak dnceden 50 °C’ye sitilmis otoklavlanmis ¢ift distile su kullanilarak 26 pl

hacminde eliisyon saglanmustir.

5.3.2. Vektor Plazmidin ve PZR Uriiniiniin Kesim Enzimleriyle Kesilmesi

Klonlama i¢in pcDNA3.1(+) plazmid vektorii kullanmilmistir (Sekil 5.3.2).
Agaroz jelden PZR iirliniiniin saflastiriimas1 sonrasinda elde edilen DNA 6rnegi ve
klonlamanin yapilacagt pcDNA3.1(+) plazmid vektoriine restriksiyon enzimleri
(Tablo 4) ile kesim islemi gergeklestirilmistir. PZR {iriinii ve plazmid vektorii ayri
tiiplerde 10X FastDigest tamponu (B72, 10X FastDigest Green Buffer, Thermo
Scientific), kesim enzimleri (HindIIl (FDO0504/5, Thermo Scientific) ve Xhol
(FD0694/5, Thermo Scientific)) ve ¢ift distile su kullanilarak (Table 5) 37 °C’de su
banyosunda (Water Bath, BM 30, niive) 30 dk inkiibe edilmistir.

Tablo 4. Kullanilan kesim enzimleri.

Kesim Enzimi Reaksiyon Sicakhigi | Enzim Inaktivasyonu
HindIII 37°C 80°C, 10 dk
Xhol 37°C 80°C, 5 dk
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Plazmid vektorii tlipline kesim reaksiyonunu sonlandirmaya 15 dakika kala 1
ul FastAP alkalin fosfataz enzimi eklenerek inkiibasyona devam edilmistir. Bu siire
sonunda tiipler 80 °C’de 10 dakika boyunca inkiibe edilmis ve bdylece kesim

enzimlerinin inaktivasyonu saglanmistir.

Tablo 5. Kesim enzimleriyle olusturulan reaksiyon.

PZR Uriinii | Vektér Plazmid
PZR Uriinii 26 pl 5ul
10X FastDigest Tamponu 3ul 2 ul
HindIII 0,5 ul 0,5 ul
Xhol 0,5 ul 0,5 pul
ddH>O - 12 ul
Toplam 30 ul 20 pl

pcDNA3.1 (+/-)
1 5428/5427 bp

Sekil 5.3.2. Kullanilan vektor plazmid pcDNA3.1(+)’ nin haritasi. Vektor ¢oklu
klonlama bdlgesinde HindIIl ve Xhol kesim enzimlerinin reaksiyon bolgelerini
icermektedir. Ayn1 zamanda vektdrde ampisilin antibiyotiine direng gdsteren gen
bolgesi de bulunmaktadir.
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Kesim islemleri gerceklestirildikten sonra Ornekler kesim igleminin
artiklarindan uzaklastirilmis ve DNA saflagtirilmistir. Bu amag igin ticari bir kit olan
Zymo DNA Clean and Concentrator kiti (D4003T, Zymo Research) iireticinin
protokolde belirttigi sekilde kullanilmistir. Kisaca, kit igerisinde yer alan DNA
baglanma tamponu (DNA binding buffer) plasmid vektdrii iceren tiipe hacminin iki
kat1 kadar; PZR iirlinii iceren tlipe de hacminin bes kat1 kadar eklenmis ve pipetleme
yapilmistir. Pipetleme sonrasi ornekler farkli Zymo-Spin™ kolonlara alinmustir.
Kolonlara alinan drnekler 30 saniye boyunca 11000 xg’de santrifiij edildikten sonra
stvi kisim uzaklastirilmistir. Bu sekilde DNA’nin kolona baglanmasi saglanmistir.
Kolonlara 200 ul DNA yikama soliisyonu (wash buffer) eklenmis, sonrasinda 60
saniye boyunca 11000 xg’de santriflij yapilmistir. Yikama islemi iki sefer tekrar
edilmistir. Yikama islemi sonrasinda dénceden 50 °C’de 1sitilmis otoklavlanmis ¢ift
distile su kullanilarak DNA eliisyonu yapilmistir. Orneklerin DNA konsantrasyonu
nanofotometre (P330, IMPLEN) cihazi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

5.3.3. Ligasyon, Kompetent Bakteri Hazirlanmasi ve Transformasyon

Ligasyon reaksiyonu  gergeklestirilmeden o6nce NEBioCalculator®
kullanilarak vektor DNA ve PZR iiriinleri i¢in kullanilacak miktar belirlenmistir (Sekil
5.3.3). Ligasyon reaksiyonu i¢in kit (Rapid Ligation Kit; 4K1422, Thermo Scientific)
kullantlmistir. Uygun kesim enzimleri ile kesilmis olan PZR iiriinlerinin yine uygun
kesim enzimleri ile kesilmis olan plazmide ligasyonu T4 DNA ligaz (EL0014, Thermo
Fisher) enzimi, tampon (5X Rapid Ligation Buffer) ve ¢ift distile su araciligiyla
saglanmistir (Tablo 6). Bu islem 22 °C’de gece boyunca Thermal Cycler cihazinda
(T100™, BIO-RAD) inkiibe edilerek gergeklestirilmistir.

Tablo 6. Ligasyon reaksiyonu. 1:3 ve 1:5 oranlarindaki PZR iiriin miktar1 Sekil
5.3.3’ teki hesaplama kullanilarak yapilmistir.

1:3 1:5
PZR {iriinii (29 ng/pl) 2 ul 1,2 ul
Vektor plazmid (50 ng/pl) 1 ul 1 ul
5X tampon 2 ul 2 ul
T4 DNA ligaz 0,5 ul 0,5 ul
ddH>O 4,5 ul 5,3 ul
Toplam 10 pl 10 pl
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version 1.12.0

Ligation Calculator

This tool will calculate the mass of insert required at several molar
insert:vector ratios in the range needed for typical ligation reactions.

Insert DNA length Required insert DNA mass
537 % 4.947 ng (1:1)
Vector DNA length 9.893 ng (2:1)
5428 ¢
14.84 ng (3:1)

Vector DNA mass

2473 ng (5:1)

34.63 ng (7:1)

Sekil 5.3.3. NEBioCalculator® programimnin gosterimi. Vektdr plazmid ve PZR
iriiniin konsantrasyonlar1 dlciildiikten sonra vektor plazmid ve PZR iirliniiniin boyut
verileri kullanilarak ligasyon hesaplama islemi yapilmistir. Program tarafindan
kullanilan hesaplama: Gereken PZR f{iriinii kiitlesi (g)= istenilen PZR iirlinli/ vektor
plazmid molar oran1 x vektor plazmid kiitlesi (g) x PZR iiriiniiniin vektor plazmid
uzunluguna orani.

Kompetent hiicre elde edilmesi i¢in, dnceden LB kati besi yerine ¢izilmis ve
cogaltilarak koloni olusturdugu gézlemlenmis, 4 °C’de muhafaza edilen DHS5a bakteri
susu kullanilmistir. Kati besi yerinde gézlemlenen kolonilerden segilen bir tanesi 200
ul’lik mikropipet yardimiyla alinmis ve 5 ml LB sivi besi yeri igerisine 16 saat
boyunca 225 rpm’de c¢alkalanarak 37 °C’de inokiilasyona birakilmistir. 16 saat sonra
elde edilen bakteri karistmindan 1 ml alinarak 100 ml LB siv1 besi yeri igerisine
eklenip 3 saat 225 rpm’de calkalanarak 37 °C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra elde
edilen bakteriler 50 ml hacimli santrifiij tiiplerine boliinmiustiir. Bakteri iceren tiipler
3000 rpm’de, 10 dakika boyunca, 4 °C’de santrifiij (SORVALL BIOFUGE STRATOS

Centrifuge, Thermo Scientific) edilmistir. Bakteri pelletleri LB sivi besi yerinden
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ayrilmistir. Pelletler 6nce 1 ml soguk (4 °C) 100 mM CaCl; iginde ¢o6ziilmiis ve iki
ayr1 santrifiyj tiptindeki pelletler birlestirilmistir. Daha sonra {izerine 24 ml daha soguk
(4 °C) 100 mM CaCl; eklenmistir. 100 mM CaCl; ile muamele edilmis bakteriler kirik
buz iizerinde 1 saat inkiibe edildikten sonra 3000 rpm’de, 10 dakika boyunca, 4 °C
sicaklikta santrifiij edilmistir. Elde edilen pellet 2 ml 4°C sicakliktaki 100 mM CaClx

ile ¢coziilmiis ve kompetent bakteriler elde edilmistir.

Ligasyon isleminden sonra 1 pl ligasyon tirlinti 50 pl kompetent hale getirilmis
(100 mM CaCl; yardimiyla) DH5a bakteri karisiminin iizerine eklenmis ve 1s1 soku
yontemi kullanilarak klonlama iiriinlerinin kompetent bakterilerin i¢ine girmesi
saglanmigtir. Farkli oranlarda hazirlanan her ligasyon {iriinii i¢in ayr1 tiiplerde bu islem
tekrarlanmistir. Pozitif kontrol i¢in vektdr plazmidin kendisi ve negatif kontrol i¢in ise
cift distile su ligasyon iirlinli yerine kullanilmistir. Is1 soku i¢in ligasyon iirlinii ve
kompotent bakteri karisimi 30 dakikalik kirik buz inkiibasyonu sonrasinda 60 saniye
onceden 42 °C’ye getirilmis su banyosunda inkiibe edilmis ve hemen ardindan buz
iizerine tekrar alinarak 5 dakika boyunca bekletilmistir ve tiiplere 200 pl LB s1v1 besi
yeri eklenerek 37 °C’de calkalamali inkiibatérde (MAX Q 6000, Thermo Scientific) 1
saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan bakteriler, ampisilin antibiyotigi (Invitrogen)
iceren LB agar (A8523, BIOMATIK) igeren petri kaplarinin {izerine yayilmistir.
Yayilan bakteriler 16 saat siiresince 37 °C’deki bakteri inkiibatoriinde inkiibe

edilmistir ve plazmid igeren bakterilerden tek tek kolonilerin secilmesi saglanmaistir.
5.3.4. Koloni ve Plazmid Dogrulamasi

Se¢ilen kolonilere koloni PZR islemi yapilmistir. 200 pl hacimli mikropipet
ucu yardimiyla secilen koloni 50 pl otoklavlanmis ¢ift distile su igerisine birakilmis
ve ¢ozlilmesi i¢in iyice pipetleme yapilmistir. Sonrasinda ¢oziilen bakteri kirik buz
tizerinde bekletilmistir. Koloni igeren su PZR islemi icin DNA kalibin1 olugturmustur.
Koloni PZR; 2,5 ul koloni igeren su karigimi, 2 pl 5X buffer, 0,5 pl’ser ileri ve geri
C19 geni primerler, 0,1 ul DNA polimeraz enzimi (iProof™ High Fidelity DNA
Polymerase; 172-5330, BIORAD), 0,2 ul 10 mM dNTP (dNTP Mix, R0191, Thermo
Scientific) icerecek sekilde toplam hacim 10 pl’ye tamamlanarak hazirlanmistir

(Tablo 7). PZR sonras1 ornekler %1 RedSafe igeren %1°lik agaroz jele yiiklenerek
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yiiriitiilmiis ve Chemidoc MP goriintiileme sistemi kullanilarak istenilen bantlarin olup

olmadigi kontrol edilmistir.

Tablo 7. Koloni PZR reaksiyonu.

DNA 2,5 ul
10 mM dNTP 0,2 ul
C19 -Forward Primer 0,5 ul
C19 -Reverse Primer 0,5 ul
DNA Polimeraz 0,1 ul
5X Tampon 2 ul
ddH>0 4,2 ul
Toplam 10 pnl

Plazmidlerin dogrulanmasinin yapilmasi amaciyla; ampisilinli LB Agar petri
kaplarinda ¢ogalan koloniler tek tek alinarak ampisilin igeren LB sivi besi yerine
icerisinde 16 saat siiresince 37 °C’de calkalayici inkiibator icerisinde calkalanarak
inkiibe edilmistir ve plazmid izolasyonu islemi (ZymoPURE™ Plasmid Miniprep
Kit,D4210, Zymo Research) kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen plazmidlere
PCR amplikonlarinin istenilen sekilde yerlestiginin kontrolii i¢in, izole edilen
plazmidler kesim enzimleri ile Tablo X’te gosterildigi gibi tekrar kesilerek
dogrulanmistir. Elde edilen {rlinler %1 RedSafe igeren %]1°lik agaroz jelde
yiiriitiilmiistiir. Sonrasinda Chemidoc MP goriintiileme sistemi kullanilarak istenilen
bantlarin olup olmadig1 dogrulanmistir. Plazmid bandina ek olarak PZR amplikonuna

ait bant goriinen drneklerden DNA sekanslama yapilmistir.
5.3.5. Transfeksiyon

Transfeksiyon i¢cin HEK293T hiicre hatti ve Lipofectamine 2000 reaktifi
(Lipofectamine® 2000 Reagent, 11668-019, Invitrogen) kullanilmistir. Hiicreler
ekildikten sonraki giin B ve A soliisyonu olmak iizere paketleme islemi i¢in iki ayr1
soliisyon hazirlanmistir. B ve A soliisyonlar1 Opti-MEM besiyeri (91985-034, gibco)
icerisinde hazirlanmistir. B soliisyonu i¢in 15ml’lik santrifijj tiipiine 2,5 ml Opti-MEM
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besiyeri ve 15 pl Lipofectamine 2000 eklenmistir. A soliisyonu igin ise 15 ml’lik
santrifiij tiiptine 2,5 ml Opti-MEM ve 1 pg/ul konsantrasyonundaki C19 genini i¢eren
pcDNA3.1(+) plazmid vektoriinden 10 pl eklenmistir. Plazmid ve Lipofectamine 2000
Opti-MEM igerisine santrifiij tiip duvarlarina degmeyecek ve kopiik olusturulmayacak
sekilde verilmigstir. Her iki soliisyon da ayr1 ayr1 iyice pipetleme yapildiktan sonra B
soliisyonu A soliisyonuna eklenmis ve tekrar pipetleme yapilmistir. Soliisyonlarin

karisimi 10 dakika boyunca oda sicakliinda inkiibasyona birakilmistir (Tablo 8).

Tablo 8. Transfeksiyon karigima.

A Tiipii Icerigi B Tiipii Icerigi

2,5 ml Opti-MEM 2,5 ml Opti-MEM

10 pg C19 Plazmid 15 pl Lipofectamine 2000

Onceki giin 10 cm’lik hiicre kiiltiirii plakalarina ekilen HEK-293T hiicrelerinin
5 ml eski besiyeri ¢ekilmis ve Lipofectamine 2000 ile olusturulmus olan DNA-lipit

kompleksi (5 ml) hiicrelerin iizerine damla damla eklenmistir (Sekil 5.3.5).

O~ O

Transfeksiyon

T

HEK- 293T Hiicreleri

<MT\MM\T\E

Sekil 5.3.5. Transfeksiyon isleminin gerceklestirilmesi. Opti-MEM ve C19 genini
iceren pcDNA3.1(+) plazmid vektoriinii i¢eren tiip (A) Opti-MEM ve Lipofectamine
2000 igeren tiip (B). A tiipii igerisindekiler B tiipii igerisindeki karisima eklendikten

sonra hiicrelere verilmistir.

Hiicreler 6 saat boyunca bu karisimi i¢eren besiyeri ile inkiibe edildikten sonra

tiim besi yeri taze besi yeri olacak sekilde degistirilmistir. Hiicreler 48 saat siiresince
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%35 CO2, 37 °C inkiibatoérde (Heracell 1501, Thermo Fisher) inkiibasyona alinmistir.
Serum igeren ve serum icermeyen besi yerinde iiretilen MYDGF miktarinin
karsilastirilmasi i¢in bazi gruplarda transfeksiyonun 24. saatinde serum igermeyen taze

besiyeri (DMEM, 01-053-1A, Biological Industries) eski besiyeri ile degistirilmistir.

Uygun konfirmasyona sahip plazmidlerin (hiicre kiiltiirii ortaminda protein
seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttiran) islevsel oldugunu
gostermek tlizere Materyal ve Metot kism1 5.5’te detayli olarak verilen yonteme gore
Western Blot analizi yapilmigtir. Transfeksiyondan 48 saat sonra elde edilen

besiyerleri toplanarak kromatografi yapilmak tizere hazirlanmistir.
5.4. Kromatografi

Kromatografi i¢in AKTA avant 150 cihazi kullamilmistir. Cihaz kullanilan
kolonlarin 6zelligine bagli olarak farkli kromatografi metotlarinin uygulanmasini
saglamistir. Ornekler cihazda kullanima uygun hale getirildikten sonra cihaz

calistirtlmistir (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4. Kromatografi islemi. Transfeksiyon isleminden sonraki 48 saatin sonunda
toplanan besi yeri (A) ultrafiltrasyon {initesi olan Amicon Ultra-4 10K (Centrifugal
Filter Devices UFC80100, Millipore) ile konsantre hale getirildikten sonra (B)
enjektdr yardimiyla (c) konsantre haldeki proteinler AKTA avant 150 cihazina
aktartlmistir(D). Uygulanacak isleme bagli olarak kolon se¢imi yapilmaistir.

5.4.1. Afinite Kromatografisi

MYDGF’nin 6n saflagtirmast i¢in afinite kromatografisi yOntemi

kullanilmistir. Transfeksiyon islemi sonrasi toplanan besiyeri IMAC (immobilize
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metal afinite kromatografisi) kolona (GE17-5248-01, HisTrap™ High Performance,
GE Healthcare) yiiklenmistir.

HisTrap™ kolon AKTA avant 150 cihazina uygun sekilde baglanarak sistem
caligtirtlmistir. Cihazin tiim sisteminden (kolon harig) c¢ift distile su gegirilerek
kullanima hazir hale getirildikten sonra binding buffer (baglanma soliisyonu) ile
equilibration (dengeleme) asamasi gerceklestirilmistir. Tim sistem binding buffer
(baglanma soliisyonu) gecirilmis haldeyken 10 ml’lik enjektdér yardimiyla protein
ornegi sisteme yiiklenmistir. Cihaza aktarilan 6rnegin yine cihaza bagl halde olan
sample loop’a (6rnek spiraline) aktarilmas1 gerceklestirilmistir. Ornek hacmine gére
secilen sample loop istenilen hiz ile Ornegin sistem igerisinden gegmesine olanak
saglamistir. Ornekler binding buffer igerisinde kolondan gecmistir. His etiketli
MYDGF nin, IMAC kolonda bulunan nikel bazl rezinlere baglanmasi saglandiktan
sonra herhangi bir metal iyon bazli rezin afinitesi gdstermeyen proteinler column wash
(kolon yikamasi) metoduna gegilerek sistemden uzaklastirilmistir. Kolon yikama
asamasi1 tamamlandiktan sonra imidazol igeren soliisyon kullanilarak IMAC kolona
baglanmis halde bulunan tiim proteinler eliie edilmistir. Eliisyondan elde edilen tiim
ornekler 15 ml’lik santrifiij tiiplerine toplanmistir. Cihazdan gegen tiim Orneklerin
absorbans degerleri UV dedektorii tarafindan Olgiilmiistiir. Absorbans degerleri
okunurken cok yiiksek degerlere ¢ikan ve tepe noktasi goriilen yerlere denk gelen
santrifiij tiipleri alinmistir ve MYDGF olup olmadiklar1 Western Blot yontemi ile
belirlenmistir. Sistem kapatilmadan AKTA avant 150 cihaz ¢ift distile su gegirilerek
temizlenmistir. Kullanilan kolon %20 etanol soliisyonu ile muhafaza edilmek tizere

sistem calistirilmistir ve %20 etanol soliisyonu sistemden gegirilmistir.
5.4.2. Jel Fitrasyon Kromatografisi

Boyut dislama (size-exclusion) kromatografisi veya diger adiyla jel filtrasyon
kromatografisi yliksek saflikta MYDGF iiretilmesi i¢in kullanilmigtir. Superdex® 75
Increase 10/300 kolonu (GE29-1487-21, GE Healthcare) jel filtrasyon i¢in AKTA

avant 150 cihazi ile birlikte kullanilmistir.

Jel filtrasyon kromatografisine ge¢ilmeden Once, afinite kromatografisinden

elde edilen ornekler desalting kolonu (GE17-1408-01, HiTrap™ Desalting, GE
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Healthcare) ile imidazolden uzaklastirilmistir. Jel filtrasyon i¢in kullanilacak olan
ornegin hacminin azaltilmasi amaciyla ultrafiltrasyon {initesi olan Amicon Ultra-4
10K (Centrifugal Filter Devices UFC80100, Millipore) kullanilmistir. Bu
ultrafiltrasyon iiniteleri 4000 xg oda sicakliginda 10’ar dakikalik santrifiijler yapilarak
kullanilmistir. Orneklerin tamamu iinitelerden gegirildikten sonra DPBS kullanilarak
tekrar santrifiij edilmistir. Elde edilen konsantre haldeki ornek jel filtrasyon
kromatografisi uygulanacak hale gelmistir ve enjektdr yardimiyla sisteme
yiiklendikten sonra kolondan ge¢irilmesi saglanmistir. MYDGF dogrulamasi igin
Western Blot analizi yapildiktan sonra saflagtirllan MYDGF Parkinson modellemesi

yapilan hiicrelere verilmis ve tedavi edici etkisi incelenmistir.
5.5. Western Blot
5.5.1. Hiicreden Protein izolasyonu

Hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina ekilmistir. Bu plakalarin her
kuyucugunda bulunan hiicreler 1 ml, 4 °C DPBS (P04-36500, PAN BIOTECH) ile iki
kez dikkatlice yikanmistir. Bu yikamalar ile s1v1 besi yeri igerisinde bulunan FBS (FBS
Standard, P30-193306, Sigma) proteinlerinden hiicreler arindirilmistir. Yikamadan
sonra 1 ml DPBS ve 1000 pl’lik pipet ve hiicre kaziyicilar1 yardimiyla (Cell Scraper,
3010, costar®) plaka tabanindan kaldirilmistir. Plakadan ayrilan ve DPBS iginde olan
hiicreler 6nceden 4°C’ye sogutulmus 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinmstir.
Ornekler 3000 xg kuvvetinde 10 dakika boyunca 4 °C’ de santrifiij edilmistir. Santrifii]
sonunda siipernatant kismi1 dikkatli bir sekilde atilmis ve elde edilen pellet daha iyi

hiicre lizisinin saglanmasi i¢in -80 °C’ye kaldirilmistir.

Hiicre lizatlar1 Western blot yontemine baslanilmadan o6nce -80 °C’den
alinmistir ve lizerlerine 1X proteaz fosfotaz inhibitor kokteyli (Protease/ Phosphatease
Inhibitor (100X), 5872S, Cell Signaling) iceren hiicre lizis soliisyonu (Pierce® IP
Lysis Buffer, 87788, Thermo Scientific) eklenmistir. Ornekler vorteks (REAX top,
Heidolph) edildikten sonra yarim saat siiresince kirik buz iizerinde inkiibasyona
birakilmistir ve her 5 dakikada bir tekrar vorteksleme islemi yapilmistir. Inkiibasyon
stiresi bitiminde 1,5 ml hacimli mikrosantrifiij tiipii i¢erisinde bulunan drnekler 14.000

xg’de 15 dakika boyunca 4 °C’ de santrifiij edilmistir. Siipernatantlar her drnege ait
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farkli mikrosantrifiij tliplerine toplanmistir ve Qubit® protein konsantrasyon 6l¢iim

kiti ve cihazi kullanilarak protein konsantrasyon dl¢timii yapilmustir.
5.5.2. Protein Konsantrasyon Ol¢iimii

Protein Ornekleri 1/10 oraninda otoklavlanmis ¢ift distile su kullanilarak
seyreltildikten sonra Qubit soliisyonu hazirlanmistir. Bu soliisyon igin kit (Qubit™
Protein Assay, Q33212, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) igerisinde yer alan
tampon (Qubit™ protein buffer) ve reaktif (Qubit™ protein reagent) kullanilmustir.
Qubit™ protein reaktifi 1:200 oraninda Qubit™ protein tamponu ile seyreltilmistir.
Qubit soliisyonu 6rnek sayist ve 3 standardin her biri igin yeterli olacak sekilde
hesaplanmistir. Konsantrasyon 6l¢iimii i¢in 6zel yapida ince duvarli 0,5 ml’lik
mikrosantriflyj tlipleri kullanilmistir (PCR® tubes, PCR-05-C, Axygen). Hazirlanan
Qubit soliisyonundan standartlar i¢in her tiipe 190 ul; protein 6rnekleri igin ise her
ornege ait olan tiipe 198 ul olacak sekilde eklenmistir. Standartlar 10 pul ve 1:10
seyreltilmis protein 6rneklerinden ikiser pl ilgili tiipe alinmis ve her tiip 2-3 saniye
vorteks edilmigtir. 15 dakika boyunca ornekler ve standartlar oda sicakliginda,
karanlikta inkiibe edilmis ve inkiibasyon bitiminde protein konsantrasyonlari Qubit™
3 Fluorometer (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) cihazi ile 6rnek hacmi 2 ul’ye
ayarlanarak Olc¢lilmiistiir. Bulunan degerler, 6rnekler 1/10 oraninda seyreltilmis

oldugundan 10 ile carpilarak hesaplanmustir.
5.5.3. Protein Orneklerinin Hazirlanmasi ve SDS-PAGE

Kuyucuklara yiiklemek icin ornekler 4X aktif laemmli tampon ve
otoklavlanmus ¢ift distile su ile hazirlanmistir. Aktif laemmlinin elde edilebilmesi icin
%10 oraninda B-merkaptoetanol (M3148, Sigma) 4X laemmli tampona (161-0747,
BIO-RAD) eklenmistir. Her bir 6rnek i¢in ayr1 ayri tiiplere Qubit 6l¢limiinde bulunan
degerlere gore hesaplanmis 20 pg protein, 2,5 ul aktif laemmli soliisyonu ve toplam
hacmi 10 pl’ye tamamlayacak miktarda cift distile su eklenmistir. Hazirlanan 6rnekler
95 °C’de 5 dakika boyunca kuyucuklu blok 1siticida (Dry Bath, MK200-2, Allsheng)
inkiibe edildikten hemen sonra kirik buz {izerine alinmistir. Buzda yaklasik 3 dakika
bekletildikten sonra jele yiiklemeye hazir olan ornekler spindown (MINO-10K,
INOVIA Technology) edilmistir.
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Protein orneklerinin elektrik akimi kullanilarak jel {izerinde yiiriitiilmesi i¢in
Mini-PROTEAN Tetra Cell (BIORAD) sistemi kullanilmistir. Bu sistemde bulunan
tank igerisine 1X running buffer (10X Tris/Glysine/ SDS Buffer, 1610772, BIORAD)
4 °C’ye sogutulumus ¢ift distile su ile hazirlanmistir. Mini-PROTEAN Tetra Cell
sisteminde bulunan uygun aparatlar yardimiyla 4 °C’de muhafaza edilen %4-20
gradiyent jel (Mini-Protean TGX Stain- Free, 4568096, BIO-RAD) yerlestirilmistir.
Seffaf bir kaset ile birlikte satin alinmis olan jel tanka yerlestirilmeden once jelin
izerindeki yesil bant ayrilmis ve jelde bulunan tarak kuyucuklara zarar verilmeden
dikkatli bir sekilde c¢ikarilmistir. Jel kuyucuklari rumning buffer ve 200 pl’lik
mikropipet ile yikanmis ve Ornekler 3 pl belirte¢ (Prime-Step™ Prestained Broad
Range Protein Ladder, Bioloegend) kullanilarak ilgili kuyucuklara sirayla
yiiklenmistir. Ornekler kuyucuklara belirlenen siralarda yiiklenmistir ve Mini-
PROTEAN Tetra Cell sistemi gili¢ kaynagina (PowerPac Universal™, BIORAD)
baglanmstir. Ornekler ilk 5 dakika boyunca 50 Volt; sonra yaklasik bir saat boyunca
150 Volt gii¢ uygulanarak yiiriitiilmiistiir. Orneklerin yiiriitiilme siiresi sonunda Mini-
PROTEAN Tetra Cell sistemi gilic kaynagindan ayrilmis ve jel kaseti de tank

sisteminden ayrilmstir.

Jel kasetinden oklarla isaretli olan yerlerinden kirilarak ¢ikartilmistir. SDS-
PAGE, yani poliakrilamid jel elektroforezinde ytiriitiilen tiim proteinlerin goriintiisii,
stain-free jel kullanilmasma bagli olarak Chemidoc MP goriintiileme sistemi
yardimiyla direkt olarak goriintiilenmistir. SDS-PAGE’de yiiriitiilen fraksiyonlardaki
protein miktarlar1 InstantBlue™ (ISBIL, expedeon) SDS-PAGE boyamas: ile de
ayrica protein  dogrulamasinin  gergeklestirilmesi amaciyla  gosterilmistir.
InstantBlue™ boyamasi, jel bir kaba alindiktan sonra tizerini kaplayacak sekilde,
yaklagik 20 ml eklenmistir. Yaklasik 15 dakika sonra jelde yiiriitillen proteinler
goriiniir hale gelmistir fakat daha iyi goriintii elde etmek amaciyla bir gece shaker

iizerinde bekletilmistir.
5.5.4. Jelden PVDF Membrana Transfer ve Antikor Eklenmesi

Trans-Blot® Turbo™ Transfer sistemi ve Trans-Blot® Turbo™ RTA Transfer
Kit, PVDF (1704272, BIO-RAD) kullanilarak jelde bulunan proteinlerin kit igerisinde
yer alan PVDF membrana (Trans-Blot® Turbo™ Mini-size PVDF Membrane)
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aktartlmasi saglanmistir. Membran metanolde (10967209832, Millipore) 3 dakika
bekletilerek aktiflestirilmistir. Transfer buffer hazirlanirken Trans-Blot® Turbo™ 5X
Transfer Buffer ve ona esit miktarda etanol (K50322183825, Millipore) ¢ift distile su
ile seyreltilerek hazirlanmigtir. Hazirlanan aktarma tamponunda 2 adet filtre kagidi
(Trans-Blot® Turbo Mini-size Transfer Stacks) 2-3 dakika boyunca kit igerisindeki
kaplarda bekletilmistir. Trans-Blot® Turbo™ Transfer sisteminde 2 Kkaset
bulunmaktadir. Kasetlerden birisi alinarak aktarma tamponu ile 1slanmig olan filtre
kagitlarindan ilki kasetin taban kismina yerlestirilmistir. Sirasiyla membran, jel ve en
ist kisma diger filtre kagidi eklenerek sandvi¢ hazirlanmig ve kasetin kapagi
kapatilmistir. Filtre kagitlari, membran ve jel koyulan her kat {izerinden rulo ile
gecilmistir. Transfer sistemi cihazda kayitli olan protokol uygulanarak (1 mini jel, Low
molecular weight, 5 dk) calistirllmistir. Siire sona erdiginde membran 1x TBS-T (Tris-

buffered saline, 0.1% Tween 20, pH:7.6) sollisyonu igerisine alinmustir.

Bloklama iglemi i¢in %5 oraninda yagsiz siit tozu (Blotto non-fat dry milk, sc-
2325, Santa Cruz Biotechnology) igeren 1x TBS-T hazirlanmis ve membranin iizerini
kaplayacak sekilde eklendikten sonra 1 saat oda sicaklifinda shaker (Duomax 1030,
Heidolph) iizerinde sallandirilarak inkiibe edilmistir. Bloklama isleminden sonra
primer antikorlar eklenmis ve gece boyunca 4 °C’ de ve shaker iizerinde
inkiibasyonlar1 saglanmigtir. Ertesi giin primer antikorlar toplanmig ve 3 kez 10’ar
dakikalik 1x TBS-T yikamasi yapilmistir. Yikama sonrasinda membranlara sekonder
antikorlar eklenmis ve 1 saat oda sicaklifinda shaker kullanilarak inkiibasyon
saglanmis, hemen ardindan da 3 defa tekrarlanacak sekilde 10 dakika 1x TBS-T ile
yikanmistir. PVDF membrana transfer edilen MYDGF-His-tag’in varligt MYDGF
primer antikoru (Purified anti-MYDGF, 695802, BioLegend) 1:5000 oraninda
kullanilarak gosterilmistir. Sekonder antikor (HRP Goat anti-rat IgG, 405405,
BioLegend)1:5000 oraninda kullanilmistir.

5.5.5. Western Blot Goriintiileme

Goriintiileme Clarity™ Western ECL Substrate (170-5061, BIORAD)
kullanilarak gergeklestirilmistir. HRP-konjuge sekonder antikorlar kullanildig: i¢in
Clarity™ Western ECL Substrate igerisinde bulunan 1:1 oraninda Clarity Western

Peroxide Reagent ve Clarity Western Luminol/Enhancer Reagent soliisyonu
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hazirlandiktan sonra kullanilmistir. Soliisyon, 1x TBS-T igerisinden alinan membran
tizerine eklendikten sonra 5 dakika oda sicakliginda ve karanlikta shaker tizerinde
bekletilmistir. Chemidoc MP gériintiileme sisteminde ImagelLab4.1 programi
kullanilarak goriintiilemeleri yapilmistir. Goriintiileme yapildiktan sonra membranlar

Ix TBS-T igerisine alinmistir ve 4°C’° de muhafaza edilmistir.

5.6. In vitro Parkinson Modeli ve MYDGF’nin Tedavi Edici Etkisi

Hiicre Canhihig Testi icin Hiicre Canlihg Testi igin
Goriintii Almmasi Goriintii Alnmasi
? A
-1. saat 0. saat 24. saat
2 v H
‘ MYDGF eklenmesi ‘ | 6-OHDA eklenmesi Deneylerin sonlandirilmasi

Sekil 5.6. Deney dizayni.

Parkinson hastaliginin in vitro modellemesi SH-SYSY insan ndroblastom
hiicre hatt1 ve 6-OHDA (H116-5mg, Sigma) kullanilarak yapilmistir. SH-SY5Y insan
ndroblastom hiicre hattinda 6-OHDA konsantrasyon gradienti yapilmak {izere hiicreler
24 kuyucuklu plakalar {izerine her kuyucukta 10x10* hiicre olacak sekilde ekilmis ve
24 saat boyunca 6-OHDA ile inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon sonunda %50 6liim
orani (LD50) gosteren doz secilmistir. Belirlenen doz ile birlikte saflastiriimis
MYDGF SH- SYSY hiicrelerine uygulandiginda olusan etkisine hiicre canlilig1 testi
yapilmustir.

Saflastirilan MYDGF proteinin belirlenen konsantrasyonlarda (0 ng/ml, 1
ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml) bir giin Onceden ekilmis hiicrelere
uygulanmigtir. MYDGF hiicrelere taze besiyeri igerisinde verilmistit. MYDGF
eklendikten tam bir saat sonra belirlenen dozda 6-OHDA hiicrelere verilmistir. 6-
OHDA verildikten tam 24 saat sonra deneyler sonlandirilmistir. Her kuyucuktan 5’er
adet gorlintii 151k mikroskobu kullanarak alinmis ve hiicre canlilik testi yapilarak hiicre

sayilar1 belirlenmistir (Sekil 5.6).
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5.7. istatistiksel Analiz

Farkli 6-OHDA dozlarmin kullanildig1 hiicre canliligi  oranlarinin
degerlendirilebilmesi icin IBM SPSS programi kullanilmigstir. Sonuglarin analizinde
tek yonlii (one-way) ANOVA (analysis of variance), LSD testleri kullanilmistir.
Sonuglar £1 standart sapma ile ifade edilmistir ve *p<0,05 ve **p<0.01 istatistiksel

anlamli olarak kabul edilmistir.

Farkli dozlarda kullanilan saflagtirilmis MYDGEF proteinin in vitro Parkinson
modelindeki hiicre canlilik oraninin analizi i¢in IBM SPSS programi kullanilmisgtir.
Sonuglarin analizinde tek yonlii (one-way) ANOVA (analysis of variance), LSD
testleri kullanilmistir. Sonuglar 1 standart sapma ile ifade edilmistir ve *p<0,05 ve

*#p<0.01 istatistiksel anlamli olarak kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Uygun PZR Kosullarinin Bulunmasi

6.1.1. Gradient PZR Sonucu

Sekil 6.1.1. Histidin etiketli C19 geninin gradient PCR sonucu. Kirmizi renkli * isareti
ise PZR sonucu elde edilen bantlarin yerini géstermektedir.

C terminal ucu 6x histidin (His) aminoasidi ile etiketlenmis MYDGF proteinin
iretilebilmesi icin bu etiketi ve Kozak sekansi igeren C19 genine ait primer ¢iftinin
calistiZ1 en uygun sicakligin bulunmasi gerekmektedir. Bu amacla gradient PCR ve
farkl1 polimeraz enzimlerinin denemesi yapilmistir. Insan MYDGF geninin kodlama
bolgesi, insan noroblastom hiicre hattt (SH-SYS5Y) cDNA havuzundan polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) yontemi kullanilarak ¢ogaltilmistir. Sonuglar %1 oraninda
RedSafe (21141, Intron) igeren %1°lik agaroz (UltraPure™ Agarose, 16500-500,
Invitrogen) jele yiikklenmis ve 120 Volt’da (PowerPac Universal™, BIO-RAD)
yiriitiilerek elde edilmistir. Farkli sicakliklarin denenmesi amaciyla olusturulan PZR
sonucunda primer ¢iftinin tiim sicakliklarda istenilen bolgeyi c¢ogaltabildigi
gorlilmiistiir. Belirte¢ olarak GeneRuler 1 kb DNA ladder (SMO0311, Thermo
Scientific) kullanilmig ve bantlar 750 ve 500 bp arasinda beklenilen bolgede

bulunmustur.
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6.1.2. Uygun Polimeraz Enziminin Belirlenmesi

) [ —

4 . ‘
~-750bp --750bp
O
Y Y ---250bp Y ---250bp
* %% . dok ok

Sekil 6.1.2. Histidin etiketli C19 geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan farkli polimeraz
enzimlerinden elde edilen PZR sonucu. Kirmizi renkli * isareti Q5 enzimini (Q5®
High- Fidelity DNA polymerase, M0491S, BioLabs), ** isareti Q5 enzimi ve GC
hizlandiricinin birlikte kullanimi (Q5® High GC Enhancer, Biolabs) ve *** igareti ise
Phusion® High- Fidelity DNA Polymerase, M0530S, BioLabs) enzimini temsil
etmektedir.

PZR iiriinleri 750bp ve 500bp’lik belirtec (SM0311, Thermo Scientific)
bantlarinin arasinda bulunmustur. Tiim enzimler iki tekrarli olacak sekilde hazirlanmis
ve benzer sonuglar elde edilmistir. Enzimlerin benzer verimlilikte c¢alistiklar:

gorlilmiistiir.
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6.2. Plazmid Hazirlanmasi icin Olusturulan PZR Sonucu

S -
—500bp -_—

—-250bp

Sekil 6.2. Histidin etiketli C19 genini i¢eren plazmid hazirlanmasi i¢in uygulanan PZR
sonucu. Kirmizi * isareti ilgili bantlarin yerini gostermektedir.

750bp ve 500bp’lik belirte¢ (SM0311, Thermo Scientific) bantlarinin arasinda
bulunan PZR f{iriinleri beklenilen aralikta (537 bp) bulunmustur. Buradan elde edilen
PZR firiinleri %1°lik agaroz jelden Chemidoc MP goriintiileme sisteminde bulunan
UV lambasi altinda kesilerek alinmistir. Bu DNA 6rnegi His etiketli C19 genini i¢eren

plazmid hazirlanmasinda kullanilmistir.
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6.3. Plazmid Dogrulamasi Sonuglari

6.3.1. Koloni PZR Sonucu

-
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Sekil 6.3.1. Transformasyon sonucu elde edilen kolonilerden olusturulan koloni PZR
sonucu. Kirmizi * bantlarin bulundugu bdlgeyi isaret etmektedir.

Koloniler kullanilarak olusturulan PZR sonucunda 12 koloninin His etiketli
C19 genini igerdigi goriilmiistiir. Belirte¢ olarak 1kb’lik (SM0311, Thermo Scientific)
ve 100bp’lik (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, SM0321, Thermo Scientific)
kullanilmis ve her ikisinde de PZR firiiniiniin dogru yerde (537 bp) oldugu

gorlilmiistiir.
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6.3.2. Yeniden Kesim Enzimlerinin Kullanilmasi ile Yapilan Plazmid Dogrulama

Sonucu

Sekil 6.3.2. Plazmid dogrulamasi i¢in yapilan yeniden kesim enzimlerinin
kullanilmastyla elde edilen sonug. Tek kirmizi * vektor plazmidin bulundugu yeri, ¢ift
kirmiz1 ** ise His etiketli C19 genini (537 bp) gostermektedir. Belirte¢ goriintiisii
(1kb, SMO0311, Thermo Scientific) (A). Vektor plazmid pcDNA3.1(+)’ nin (5428 bp)
HindIII ve Xhol kesim enzimleri ile kesildikten sonraki jel goriintiisii(B). Hedef geni
(His etiketli C19) igeren plasmidin kesim enzimleriyle kesildikten sonra elde edilen
jel goriintiisii (C).

Koloni PZR sonucunda His etiketli C19 genini icerdigi gosterilen kolonilerin
antibiyotik igeren sivi besi yerinde ¢ogaltilmasi ile elde edilen plazmidler, plazmid
izolasyon kiti kullanilarak izole edilmistir. Plazmid izolasyonindan elde edilmis olan
plazmidlere kesim enzimleri tekrar uygulanarak His etiketli C19 geninin plazmidin

icine istenilen sekilde yerlestirildigi gosterilmistir.

44



6.4. Transfeksiyon Dogrulamasi icin Yapilan Western Blot Sonucu

6.4.1. Western Blot Goriintiisii

Sekil 6.4.1. Transfeksiyon sonrasi hiicrelerden elde edilen protein Srneklerinden
yapilan Western Blot sonucu. Kirmizi *; bos plazmid ile uygulanan transfeksiyondan,
kirmiz1 ** isareti ise His etiketli C19 genini igerecek sekilde hazirlanmig olan plazmid
ile yapilan transfeksiyondan elde edilen protein 6rnekleri ile yapilmis western blot
sonrasi gorlintlilenen bantlar1 gostermektedir.

His etiketli C19 genini icermeyen bos plazmid kullanilarak transfeksiyon
yapildiginda endojen olarak HEK293-T hiicrelerinde bulunan MYDGF miktar1
gosterilmistir. His etiketli C19 gen bolgesini igere plazmid ile yapilan transfeksiyonda

ise MYDGF protein miktarinin anlamli bir sekilde arttig1 gozlemlenmistir.
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6.4.2. Kullanmilan Belirtec ile Birlestirilmis Western Blot Sonucu
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Sekil 6.4.2. Transfeksiyon sonrasi hiicrelerden elde edilen protein &rneklerinden
yapilan Western Blot sonucu. Western Blot sonucu belirte¢ goriintlisii ile
birlesitirlmistir. Kirmiz1 *; bos plazmid ile uygulanan transfeksiyondan, kirmizi **
isareti ise His etiketli C19 genini icerecek sekilde hazirlanmis olan plazmid ile yapilan
transfeksiyondan elde edilen protein 6rnekleri ile yapilmistir.

His etiketli C19 genini icermeyen bos plazmid kullanilarak transfeksiyon
yapildiginda endojen olarak HEK293-T hiicrelerinde bulunan MYDGF miktar1
gosterilmigtir. His etiketli C19 gen bolgesini igeren plazmid ile yapilan
transfeksiyonda ise MYDGF protein miktarinin bos plazmid kullanilarak yapilmis
transfeksiyon sonrasi ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde arttigi gosterilmistir.
Yaklasik 16kDa boyutunda olan MYDGF, belirtecte bulunan 16kDa bandinin oldugu
hizada olmasi gereken yerde gozlemlenmistir. Belirte¢ olarak Prime-Step™ Prestained

Broad Range Protein Ladder (BioLegend) kullanilmstir.
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6.5. MYDGF Proteinin Saflastirilmasi
6.5.1. Afinite Kromatografisi

6.5.1.1. Normal Besiyeri Kullannminda Elde Edilen Sonug¢
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Sekil 6.5.1.1. Normal besiyerinin saflagtiriimasi. AKTA Avant 150 cihaz1 ve Histrap
kolonu kullanilarak normal besiyerinin saflagtirillmast  sonras1 elde edilen
kromatogram (A). Ayni1 kromatogramda MYDGF proteininden gelen sinyalin daha
yliksek biiyiitmede gosterimi (B).
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MYDGF proteininin histidin ile etiketli olmasindan yararlanilarak afinite
kromatografisi uygulanmistir. AKTA Avant 150 cihazi ve HisTrap™ kolonu (GE17-
5248-01, HisTrap™ High Performance, GE Healthcare) kullamilmigtir. HEK-293T
hiicre hattinin normal besiyeri kullanildiginda sinyal goriilmiistiir. Imidazol gradienti
olusturularak MYDGF’ye ait oldugu diisiiniilen bu sinyal eliie edilmistir. Ayni

sinyalin biiyiitiilerek gdsterimi de (B) bulunmaktadir.
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6.5.1.2. Serum Icermeyen Besiyeri Kullanildiginda Elde Edilen Sonug
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Sekil 6.5.1.2. Serumsuz besiyerinin saflastirilmasi. AKTA Avant 150 cihaz1 ve
Histrap kolonu kullanilarak serumsuz besiyerinin saflastirilmasi sonrasi elde edilen
kromatogram (A). Ayni1 kromatogramda MYDGF proteininden gelen sinyalin daha
yliksek biiyiitmede gosterimi (B).
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MYDGF proteininin histidin ile etiketli olmasindan yararlanilarak afinite
kromatografisi serumsuz besiyeri kullanilarak da yapilmistir. AKTA Avant 150 cihazi
ve HisTrap™ kolonu (GE17-5248-01, HisTrap™ High Performance, GE Healthcare)
afinite kromatografisi i¢in kullanilmistir. HEK-293T hiicre hattinda transfeksiyonun
ertesi glinli serum igermeyen besiyeri kullanildiginda daha biiyiik sinyal goriilmustiir.
Imidazol gradienti olusturularak MYDGEF ye ait oldugu diisiiniilen bu sinyal eliie
edilmistir. Ayn1 sinyalin biiyiitiilerek gdsterimi de (B) bulunmaktadir.

Sekil 6.5.1.1 ve Sekil 6.5.1.2 karsilastirildiginda normal besiyeri
kullanildiginda MYDGF’ye ait sinyalin diisiik oldugu gosterilmistir. MYDGF
saflagtirilmasinda serumsuz besiyerinin transfeksiyondan 24 saat sonra uygulanmasi
bu proteinin miktarim1 6nemli Sl¢lide arttirdigr ve elde edilen sinyalin de arttii

gorilmiistiir.
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6.5.2. Tampon Cozelti Degisimi
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Sekil 6.5.2. Elde edilen fraksiyonlardan iyonlarin arindirilmasi. AKTA Avant 150
cihaz1 ve Desalting kolonu kullanilarak serumsuz besiyerinin saflastirilmasi sonrast
elde edilen fraksiyonlarin iyonlardan arindirilmasi ile elde edilen kromatogram (A).

Kromatogramda 1 numara ile gosterilen sinyal MYDGF proteininden, 2 numarali
sinyal ise ilk islemdeki tampon ¢6zeltilerin iyonlarindan gelmektedir.

Tampon ¢ozelti degisimi islemi icin ise desalting kolonu (GE17-1408-01,
HiTrap™ Desalting, GE Healthcare) ile AKTA Avant 150 cihazi kullanilmistir. Bu

islem ile afinite kromatografisinden elde edilen 6rnekler afinite kromatografisinde

eliie edilmekte kullanilan imidazolden uzaklastirilmis ve boyut dislama kromatografisi

icin uygun hale getirilmistir.
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6.5.3. Boyut Dislama (Jel Filtrasyon) Kromatografisi
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Sekil 6.5.3.1. Boyut dislama kromatografisi (size exclusion chromatography, SEC)
sonuclart. AKTA Avant 150 cihazi ve SEC kolonu kullanilarak bos vektdr iceren (A)
veya MYDGTF igeren (B) vektor kullanilarak elde edilen besiyerinin desalting (tampon
cozelti degisimi) sonrasi boyut dislama kromatografisinden elde edilen sonuglari.
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Bos vektor plazmid ve MYDGEF igeren plazmide boyut diglama kromatografisi
uygulandiginda farkli sinyaller elde edilmistir (5 ve 6 numarali sinyaller). Bulunan
farkli sinyallerin MYDGF proteinine ait oldugu diisliniilmiistiir ve Western Blot
analizi yapilmistir. 1,2,3 ve 4 numarali sinyallerin ise besiyerinden kaynaklanan farkli

proteinler oldugu diigiiniilmektedir.
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Sekil 6.5.3.2. Boyut dislama kromatografisi (size exclusion chromatography, SEC)
sonuclarinin karsilagtiriimasi. AKTA Avant 150 cihazi ve SEC kolonu kullanilarak
bos vektor (yesil renk) veya MYDGEF igeren (kirmizi renk) vektor ile transfeksiyon
sonucu elde edilen besiyerinin boyut dislama kromatografisi yapilmistir. Gelen
sinyallerin daha 1iyi karsilagtirilabilmesi i¢in alinan kromatogramlar {ist {iiste
konulmustur.

Kromatografiden elde edilen iki farkli sonu¢ {ist iiste gelecek sekilde
gosterilmistir. Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda 1, 2, 3 ve 4 ile numaralandirilan
sinyallerin bos vektorden, dolayisi ile besiyerinden geldigi diistiniilmektedir. 5 veya 6
ile numaralandirilan sinyallerin ise MYDGF proteininden geldigi diisiiniilmektedir.
Sinyallerden elde edilen fraksiyonlar kullanilarak yapilan Western Blot analizi

sonucunda (Sekil 6.6.2) yalnizca 5 numarali sinyalin MYDGF proteinine ait oldugu

gosterilmistir.
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6.6. MYDGF Protein Uretiminin Dogrulanmasi

6.6.1. Protein Orneklerindeki MYDGF Varhiginin Gosterilmesi

Sekil 6.6.1. Histrap kolon kullanimindan 6nce ve sonra besiyeri igerisinde bulunan
proteinlerin SDS-PAGE gosterimi.

Kirmiz1 * yaklasik 16 kDa boyuttaki MYDGF proteininin oldugu bantlarin
yerini gostermektedir. InstaBlue boyasi ile boyanan stain-free jelden elde edilen bu

goriintiide mavi bantlar farkli proteinleri gostermektedir.

Prime-Step™ Prestained Broad Range Protein Ladder (BioLegend) belirteci
yardimiyla MYDGF varligi yaklasik 16 kDa’a denk gelen yerde gosterilmistir.
Proteinler belirsiz konsantrasyonda yiiklenmistir. Histrap kolonu kullanilmadan 6nce
besiyerinde ¢ok farkli proteinlerin bulunmasina ragmen bu proteinler biiyiik 6l¢iide

Histrap kolon vasitasiyla uzaklastirildig gortilmiistiir.
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6.6.2. SEC sonrast MYDGF Varhginin Gosterilmesi

ey

: -
J L J L J L

5kDa 2-A.3 Bos 2.A4 Bos 2B2 Bos 2B4 Bos 2B.5 Bos 2C2ve2.C3

Sekil 6.6.2. Boyut dislama kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlarin
Western Blot sonucu. Elde edilen fraksiyonlardan yalnizca 2.B.2 (Sekil 6.5.3.1° deki
5 numarali sinyale ait) fraksiyonunda MYDGEF proteini bulunmustur.

MYDGEF proteinin varligt MYDGF primer antikoru (695802, BioLegend) ve
ona uygun sekonder antikoru (HRP Goat anti-rat IgG, 405405, BioLegend) 1:5000
oraninda kullanilarak gosterilmistir. Yalnizca 2.B.2 sinyaline ait olan Ornekte
MYDGF’ye rastlanmistir. Prime-Step™ Prestained Broad Range Protein Ladder
(BioLegend) belirteg olarak kullanilmistir.
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6.7. In vitro Parkinson Modeli ve MYDGF’nin Tedavi Edici Etkisi
6.7.1. Kullanilan 6-OHDA Dozunun Belirlenmesi

SH-SYSY Hiicre Canlihg:

Kontrol 10 uM 25 uM 50 uM

150 -

125 -

%
100 - -
*%
75 - o
*%
50 *%
N [
0 |

Kontrol 10uM  25pM  50pM  100pM  200pM  250pM  500uM

Hiicre Sayisi (Yiizde)

6-OHDA Konsantrasyonu

Sekil 6.7.1. Farkli dozlarda 6-OHDA uygulandiginda hiicre sayisimin yiizdelik
degisimi. Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide farklilig: (* p<0,05
ve ** p<0,01) gostermektedir (Bar 100 um’yi gostermektedir.).
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6-OHDA farkli dozlarda (10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM, 250 uM ve
500 uM) uygulanmis ve kontrol grubuna gore hiicre sayilart karsilagtirilmistir.
Hiicrelere 25 uM 6-OHDA uygulandiginda p degeri <0,05 iken 25 puM {iizerindeki tiim
dozlarda p degeri <0,01 olarak bulunmustur. /n vitro Parkinson modeli i¢in kontol
grubuna kiyasla hiicre sayisini anlamli bir sekilde azaltan (p<0,01 degerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark gosteren) 6-OHDA dozlarindan 50 uM ve 100 uM
6-OHDA deney gruplarina uygulanmak {izere se¢ilmistir.
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6.7.2. 50 pM 6-OHDA ile Olusturulan in vitro Parkinson Modelinde MYDGF
etkisi
50 pM 6-OHDA Uygulandiginda SH-SYSY Hiicre Canlih@:
Oncesi 0 ng/ml 1 ng/ml

10 ng/l 50 ng/ml

175

150

nill

0 ng/ml 1 ng/ml 10 ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml
MYDGF Konsantrasyonu
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Sekil 6.7.2. In vitro Parkinson modelinde (50 uM 6-OHDA ile olusturulan) farkli
konsantrasyonlarda MYDGF uygulandiginda hiicre canliligi sonucu. (* p<0,05)
tagiyict1  kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli o6l¢iide farklilig
gostermektedir (Bar 100 um’yi gostermektedir.).
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50 uM 6-OHDA ile in vitro Parkinson modeli olusturularak farkli oranlarda
(0 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml ve 100 ng/ml) MYDGF proteini uygulanmistir.
50 ng/ml ve 100 ng/ml MYDGF’ nin 50 uM 6-OHDA ile in vitro Parkinson modelinde
MYDGF uygulanmayan grup ile kiyaslandiginda hiicre sayisini istatistiksel olarak
anlaml1 bir sekilde arttirdig1 goriilmiistiir (*p<0,05).
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6.7.3. 100 pM 6-OHDA ile Olusturulan in vitro Parkinson Modelinde MYDGF
etkisi

100 pnM 6-OHDA Uygulandiginda SH-SYSY Hiicre Canlilig:
Oncesi 0 ng/ml 1 ng/ml

10 ng

/ml
w7

175 |
ko
150 "
~ 125
(0]
<
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:>,':j
~ 100
3
oI5
3
E
50
25
0
0 ng/ml 1 ng/ml 10 ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml
MYDGF Konsantrasyonu

Sekil 6.7.3. In vitro Parkinson modelinde (100 uM 6-OHDA ile olusturulan) farkli
konsantrasyonlarda MYDGF uygulandiginda hiicre canlilifi sonucu. (** p<0,01)
tagtyict1  kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli o6l¢iide farklilig:
gostermektedir (Bar 100 um’yi gostermektedir.).
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100 uM 6-OHDA ile in vitro Parkinson modeli olusturularak farkli oranlarda
MYDGTF proteini uygulanmistir. MYDGF uygulamasi i¢in 0 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml,
50 ng/ml ve 100 ng/ml 50 ng/ml ve 100 ng/ml oranlar1 se¢ilmistir. MYDGF’ nin 100
uM 6-OHDA ile in vitro Parkinson modelinde MYDGF uygulanmayan grup ile
kiyaslandiginda hiicre sayisini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig:

gorlilmiistiir (*p<0,01).
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7. TARTISMA

Bu tezde, rekombinant insan MYDGF proteininin {retilip saflagtirilmasi ve
elde edilen proteinin in vitro Parkinson hastaligi modeli ilizerindeki tedavi edici
etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Rekombinant insan MY DGF proteinin iiretilmesi
afinite kromatografisi ve jel filtrasyon (boyut dislama) kromatografisi yontemleri
kullanilarak yapilmistir. Parkinson hastaligimin in vitro modeli ise 6-OHDA

kullanilarak SH-SYS5Y hiicreleri tizerinde olusturulmustur.

Histidin isaretli proteinlerin iiretilmesi; rekombinant proteinlerin saflastirma
tekniklerinde kullanilan en yaygin yontemlerden biri olmaktadir (Z. Lin ve ark., 2015).
Oncelikle, rekombinant MYDGF proteinin fiiretilebilmesi igin proteinin C
terminalinde 6x histidin aminoasidi de igermesini saglayacak sekilde primer cifti
dizayn edilmistir. Bu primer c¢iftlerinin ¢alistig1 en uygun kosullarin bulunmasi i¢in
gradient PZR olusturulmustur. Gradient PZR sonucunda denenmis olan tiim sicaklik
kosullarinda benzer sonuglar elde edilmistir (Sekil 6.1.1). Yiiksek hiz ve yiiksek
performans ile ¢alistiklar1 bilinen ticari olarak satilmakta olan Taq DNA polimerazlar
(Q5® High- Fidelity DNA polymerase tek basina ve Q5® High GC Enhancer ile
birlikte ve Phusion® High- Fidelity DNA Polymerase) ile PZR’lar1 olusturulmustur.
PZR’da kullanilan Taq polimeraz enzimleri gesitlilik gostermektedir. En verimli
polimerazin se¢ilmesi i¢in olusturulan bu PZR sonucunda enzimlerin benzer
verimlilikte calistiklar1 goriilmiistiir (Sekil 6.1.2). Devam eden deneylerde istenilen
gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda Phusion® High- Fidelity DNA Polimeraz
kullanilmistir. Hedef gen bélgesinin ¢ok miktarda iiretilmesi amaciyla belirlenen
kosullarda PZR reaksiyonu olusturulmus (Table 2, Tablo 3) ve PZR sonucu bantlarin
dogru uzunlukta olduklar1 (537 bp) goriilmiistiir (Sekil 6.2).

Molekiiler klonlama teknikleri kesim endoniikleazlarinin kesfinden bu yana
onemli Olclide gelismistir ve rekombinant DNA teknolojisi giiniimiizde rutin bir
uygulama olarak kullanilmaktadir (Celie ve ark., 2016). Klonlama i¢in PZR sonrasi
dogru DNA dizilimini gdsteren bantlar Chemidoc MP goriintiileme sisteminde
bulunan UV lambasi altinda %1°lik agaroz jelden kesilmistir. Daras1 alinmis 2 ml’lik

mikrosantrifiij tiiplerine alinip tartildiktan sonra kullanilan kit ile DNA 6rneginin
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jelden geri kazanilmasi saglanmistir. PZR {irlinii ve vektor plazmid pcDNA3.1(+)
HindIII ve Xhol kesim enzimleri ile kesildikten sonra DNA temizleme protokolii kit
yardimiyla uygulanmistir. Elde edilen Orneklerin konsantrasyonlar1 6lgiilmiis ve
cevrimi¢i NEBioCalculator programi kullanilarak ligasyon islemi igin gereken
konsantrasyonlar hesaplanmigtir. Ligasyon i¢in uygun kosullar saglandiktan ve
reaksiyon tamamlandiktan sonra kompetent hale getirilmis £.coli DH5a bakteri susu

ile transformasyon gerceklestirilmistir.

Transformasyonun basarili bir sekilde gergeklestirildiginin gosterilmesi
amaciyla ampisilin igeren bakteri kat1 besiyeri LB agar {lizerinde koloni gelisiminin
gosterilmesi saglanmistir. Kullanilan vektor pcDNA3. 1(+) ampisiline kars1 direng geni
icerdiginden basarili bir sekilde olusan kolonilerin hem C19 genini hem de vektor
DNA tasidiklarini diisiiniilmiistiir. Olusan kolonilerin pcDNA3.1(+) vektoriiniin kendi
izerine kapanmasindan kaynakli olusabilecegi veya herhangi bagka ampisilin direncli
bakteriden kaynakli koloni olusumu goriilebilecegi i¢in koloni PZR yapilmistir. Cift
distile su ile kolonilerin seyreltilmesiyle elde edilen 6rnek DNA taslagi olarak
kullanilarak koloni PZR olusturulmustur. His etiketli C19 genine ait primer ¢iftleri
kullanildiginda kolonilerin hem His etiketli C19 genini hem de pcDNA3.1(+)
vektorliine ait ampisilin  direng genini (ampisilinli LB agar {izerinde
gelisebildiklerinden dolay1) icerdikleri gdsterilmistir (Sekil 6.3.1). Cift distile su ile
kolonilerin seyreltilmesinden elde edilen 6rnek, antibiyotikli sivi besi yeri LB broth
icerisinde ¢ogaltildiktan sonra kit yardimiyla plazmid izolasyonu yapilmistir.
Izolasyonu saglanan plazmide kesim enzimleriyle tekrar kesim islemi yapilmis ve His
etiketli C19 gen bolgesini iceren plazmidin dogrulugu gosterilmistir (Sekil 6.3.2).
Kesilen plazmid hem vektér plasmidi hem de His etiketli C19 gen bdlgesinin
uzunlugunu gdsteren alanlarda bant vermistir. Ayrica olusturulan plasmidin dogrulugu
sekanslamaya gonderilerek de saglanmigtir. Dogrulamasi yapilan plasmidin
cogaltilmas: transformasyon yontemi ile tekrar gerceklestirilip plasmid biiyiik
miktarlarda tretilmistir. LB broth yani sivi besi yeri ve antibiyotik kullanilarak
cogaltilan  bakterilerden plasmid izolasyonu yapilmistir ve plasmidlerin
konsantrasyonlar1 IMPLEN cihazi kullanilarak  belirlenmistir.  Plasmidlerin
konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra cift distile su ile 1 pg/ pl olacak sekilde

seyreltilmistir. Seyreltilmis plasmidler transfeksiyon isleminde kullanilmistir.
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Transfeksiyon isleminde Opti-MEM, Lipofektamin 2000, hazirlanip ¢ogaltilan
ve konsatrasyonu belirlenmis plasmidler kullanilmigtir. 10 em’lik hiicre plakalarina
1,2 milyon HEK293T hiicresi ekilmistir. Hiicrelerin ekildiklerinin ertesi giinii hedef
geni igermeyen bos plazmid (pcDNA3.1(+)) ve hedef gen olan His-tag’li C19 geni
Lipofektamine 2000 transfeksiyon karisimini olusturmak iizere hazirlanmistir.
Transfeksiyon karisimi 10 dakika kabin icerisinde bekletildikten sonra hiicrelere
damla damla verilmistir. Inkiibatérde 6 saat bekletildikten sonra lipofektamine iceren
besi yeri uzaklastirilmis ve taze HEK293T besi yeri ile degistirilmistir. Basarili bir
transfeksiyon i¢in, normal fizyolojik kosullar altinda negatif yiik tasiyan niikleik asit,
ayni zamanda negatif yiik tasiyan hiicre zari ile temas etmesi gerekmektedir.
Lipofektamin 2000, niikleik asit molekiilleriyle bir kompleks olusturarak hiicre zarinin
niikleik asidi elektrostatik olarak itmesini yenmesini ve hiicre tarafindan alinmasinm

saglayan katyonik bir lipozom formiilasyonu olmaktadir (Dalby ve ark., 2004).

Besi yeri degisiminden 24 saat sonra besi yeri serum igermeyen besi yeri ile
degistirilmistir. Serum igermeyen besi yeri ise eklenildikten sonraki giin toplanilmig
ve kromatografi yontemi kullanilmak tizere saklanmigtir. Hiicrelerden ise protein
izolasyonu yapilip bos plazmid ve His etiketli MYDGF miktarlarmin kiyaslanmasi
icin Western Blot yontemi uygulanmistir (Sekil 6.4.1). MYDGF endojen olarak her
hiicrede bulunmasindan o6tiirii bos plasmid ile olusturulan transfeksiyon sonrasi
MYDGF proteinin varligi gosterilmistir. C19 genini igeren plazmid ile yapilan
transfeksiyon sonrasi ise MYDGF miktarinin arttirllmis oldugu gosterilmistir.
MYDGF yaklagik 16kDa agirliginda bir protein olmasindan otliri Western Blot
sisteminde kullanilan belirtecte bulunan yaklagik 16kDa bandinin hizasinda 6rneklere
ait bantlar goriilmiistiir (Sekil 6.4.2). Bu sonuglardan yola ¢ikilarak istenildigi gibi
MYDGF miktarinin basarili bir sekilde arttirilabildigi goriilmiistiir. Daha sonra
kromatografi yOntemi kullanilarak bu proteinin saflagtirilmasi saglanacagindan

yiiksek konsantrasyonda protein elde edebilmek dnemli noktalardan biri olmustur.

Rekombinant protein iiretimi tani ve tedavi amagli proteinler elde etmek i¢in
aragtirmalarda giderek daha yaygin kullanilan bir yontem olmaktadir. Segilen tiretim
asamalar1 proteinin diizgiin olarak fonksiyonlarini yerine getirebilmesi i¢in dnemlidir

(Oliveira & Domingues, 2018). Transfeksiyon islemi laboratuvarda rutin olarak
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kullanilan (normal) besiyeri ve serum igcermeyen besiyerinde denenmistir. Serum
icermeyen ortamda bulunmalart hiicrelerin daha ¢ok miktarda MYDGF proteini
iiretmelerini saglamistir. Afinite kromatografisi hem normal besiyeri hem de serumsuz
besi yeri uygulanarak yapilmistir. Normal besi yeri ile transfeksiyon yapildiginda da
MYDGF’ye ait sinyal goriilmiistir (Sekil 6.5.1.1). ilk olusan tepecik kolona
baglanmayan proteinlere ait olmaktadir. Imidazol igeren soliisyon uygulanmaya
basladiktan sonra olusan tepecik ise MYDGF ye ait olan absorbans degerine bagli tepe
noktasini gostermektedir. Serum igermeyen besi yeri kullanildiginda ise MYDGEF’ye
ait oldugu diisliniilen absorbans degerine gore olusan tepe daha yiiksek sinyal
icermigtir (Sekil 6.5.1.2). Buradan elde edilen sonuglara gore serum igermeyen ortam
olusturulan 6rneklerde transfeksiyon daha verimli sekilde ger¢eklesmistir.
Rekombinant proteinler biyolojik ve biyomedikal alanlarda kullanilmaktadir.
Rekombinant proteinler Onceleri sadece uzmanlar tarafindan {retilebiliyorken
giiniimiizde ticari olarak satin alinabilen sistemler sayesinde daha yaygin bir teknoloji
haline gelmistir (Ferrer-Miralles ve ark., 2015). Rekombinant insan MYDGF proteinin
iretilebilmesi i¢in tasarlanmis primerler kullanilarak iiretilen proteinin C terminalinde
6 adet histidin aminoasidini bulundurmasi saglanmistir. Protein saflastirma
caligmalarinda ¢okca kullanilan his etiketi sayesinde MYDGEF nin metal iyon bazl
rezinlere olan afinitesi kullanilarak, MYDGF boyut dislama kromatografisi 6ncesi 6n
saflastirilmistir. Kullanilanan IMAC kolon nikel bazl rezin temelli HisTrap™ kolonu
olmustur. Bu kolona baglanan His etiketli MYDGF proteini nikele daha yiiksek afinite
gosteren imidazol sayesinde eliie edilmis ve konsantre edilip jel filtrasyon
kromatografisi uygulanilmak {izere hazirlanmistir. Afinite kromatografisi (IMAC)
spesifik baglanma saglamasi ve diisiik imidazol konsantrasyonu ile seciciligi kontrol
edebilmesi dolayisiyla avantajli bir kromatografi yontemidir (Graslund ve ark., 2008).
Jel filtrasyon kromatografisinden 6nce tampon ¢ozeltinin degisimi gerekmistir.
Bu amagla desalting kolonu olarak HiPrep kolonu se¢ilmis ve kullanilmistir. Bu
kolonun kullanilmasi ile proteinler imidazol icermeyen bir soliisyon igerisinde
bulunacak hale getirilmistir (Sekil 6.5.2). Kolon igerisinden gegirilen biiylik molekiil
olan proteinlerin kolonu en erken terketmeleri ve iyonlarin kolon igerisinde bulunan
aralikli yapilarda zaman kaybederek ayrigsmasi prensibine dayanarak ¢aligsmistir. Elde

edilen 6rneklerden once olusan tepe MYDGF proteinini icermektedir. Buradan elde
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edilen Ornek ise ultrafiltrasyon tiipleri ile konsantre hale getirildikten sonra jel

filtrasyon yontemi i¢in hazir hale getirilmistir.

Boyut diglama ya da diger adiyla jel filtrasyon kromatografisi hem bos plazmid
ile yapilan transfeksiyondan elde edilen besiyeri ile hem de MYDGF genini iceren
plazmid ile yapilan transfeksiyon sonrasi toplanan besiyeri kullanarak yapilmistir
(Sekil 6.5.3.1). Besiyerinden kaynaklanan proteinler ile MYDGF ayriminin daha
belirgin bir sekilde yapilabilmesi amaciyla tasarlanan deney sonucunda 5 ve 6
numaralart ile numaralandirilmis sinyallerin MYDGF olabilecegi diistintilmiistiir
(Sekil 6.5.3.2). Burada Sekil 6.5.3.1° de ayr1 ayr1 A ve B seklinde gosterilmis olan
grafikler iist iiste oturtulmus ve farkli olan sinyallerin goriilmesi kolaylastirilmistir.
Bos vektor plazmid ile yapilan transfeksiyondan elde edilen sinyaller ile MYDGF
geninin igeren plazmid ile yapilan transfeksiyondan elde edilen boyut digslama
kromatografisinde yalnizca 5 ve 6 numarali sinyallerde farklilik oldugu bulunmustur.
Bu sinyallerden hangisinin MYDGF’ ye ait oldugunun gosterilmesi amaciyla Western
Blot yapilmustir (Sekil 6.6.2). Elde edilen sonuglara bakildiginda yalizca Sekil 6.5.3.1°
de 5 numara ile gosterilen sinyalin (2.B.2 fraksiyonunun) MYDGF proteininden
kaynakli oldugu goriilmiistiir. Boyut dislama kromatografisi ile yliksek kDa agirlikli
olan proteinler once sinyal olusturmus, kii¢iik kDa agirlikli proteinler ise onlardan
sonra sinyal olusturmuslardir. Bu yontem ile MYDGF saflastirilarak hiicrelere
verilmek tlizere hazir hale getirilmistir. Elde edilen saflastirilmis protein 6rnegi in vitro

ve in vivo kullanilabilecek duruma getirilmistir.

Elde edilen MYDGF o6rneklerinin dogrulamasi SDS-PAGE yontemi ile belirli
asamalarda yapilmistir. HisTrap™ kolonu dncesi besiyerindeki proteinler ve HisTrap™
kolonunun kullanim1 sonrasinda elde edilen ornekler kullanilmistir. Proteinler
yuriitilldiikten sonra InstantBlue™ boyamasi ile boyanmis ve degerlendirilmistir.
HisTrap™ oncesi ve sonrasi pek ¢ok proteinin varligi olusan mavi bantlarla
gosterilmistir (Sekil 6.6.1). Belirtegte yaklasik 16kDa bandina denk gelen kisimda
MYDGEF varlig1 gortilmiistiir. Jelde goriilen diger bantlar ise hiicre kiiltiirii besiyerinde
kullanilan serumdan kaynaklanmistir. Bu proteinler jel filtrasyon kromatografisi
vasitasiyla ve ultrafiltrasyon tiipleri araciligiyla ayrilmistir ve yalnizca MYDGF iceren

ornek kullanilmak tizere hazirlanmis ve muhafaza edilmistir.
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In vitro Parkinson modelinin olusturulmas: icin SH-SYS5Y hiicreleri ve 6-
OHDA nérotoksini kullanilmistir. 6-OHDA 7 farkli doz segilere (10 uM, 25 uM, 50
uM, 100 uM, 200 uM, 250 uM ve 500 pM) uygulanmis ve hiicre canliligr testi
yapilmustir. 25 uM 6-OHDA kullanilan grupta p<0,05 olarak bulunurken bu dozun
tizerindeki tiim dozlarda (50 uM, 100 uM, 200 uM, 250 uM ve 500 uM) p degeri <0,01
olarak kontrol grubu ile kiyaslandiginda bulunmustur (Sekil 6.7.1). Kontrol grubuna
gore hiicre sayisini istatistiksel olarak (p<0,01) azaltan ilk iki doz yani 50 uM ve 100
uM 6-OHDA in vitro Parkinson modelinin olusturulmasi i¢in se¢ilmistir. Bu dozlar
uygulanarak yapilan modellemelerde daha sonra saflastirlan MYDGF proteininin

tedavi edici etkisinin olup olmadig aragtirilmistir.

PH’de NTF (norotrofik faktor) temelli tedavilerin tercih edilmesinin temeli
NTF’lerin néronlarin hayatta kalmasini desteklemesi, aksonlar1 rejenere etme
yetenegine sahip olmalar1 ve néronal fonksiyon ve baglantilar: arttirma 6zelliklerine
dayanmaktadir. NTF’ler var olan dopaminerjik néronlarin sadece hayatta kalmasini
saglamak disinda onlar1 rejenere etmeleri ve zaten kaybedilmis olan hiicreleri de telefi
edebilme potansiyeline sahip olduklari i¢in Onem tagimaktadirlar (Chmielarz &
Saarma, 2020). Boyut dislama kromatografisi sonucu elde edilen orneklerden
MYDGF’ye ait olduguna emin olunan fraksiyonun konsantrasyonu Qubit™ 3
Fluorometer ile 6lgiildiikten sonra 0 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml ve 100 ng/ml
MYDGF igerecek gruplar olacak sekilde bir giin 6nceden ekilen hiicrelere 6nce hiicre
canlilif1 testi i¢in goriintii alindiktan sonra MYDGF proteini verilmistir. MYDGF
eklendikten 1 saat sonra ise se¢ilen dozlarda (50 uM ve 100 uM) 6-OHDA hiicrelere
eklenmistir. 6-OHDA eklendikten 24 sonra ise deney sonlandirilmistir ve hiicre
canliligi testi i¢in gorlintli alimmustir. 50 uM 6-OHDA ile olusturulmus olan modelde
hiicre sayis1 50 ng/ml ve 100 ng/ml MYDGF eklenen gruplarda 0 ng/ml MYDGF
iceren gruba kiyaslandiginda hiicre canliliginin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
(p<0,05) arttig1 goriilmiistiir (Sekil 6.7.2). 100 uM 6-OHDA ile olusturulan modelde
ise 0 ng/ml MYDGEF igeren gruba kiyaslama yapildiginda 50 ng/ml ve 100 ng/ml
MYDGEF eklenen gruplardaki hiicre canlilig istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
artmistir (p<0,01) (Sekil 6.7.3). Uygulanan diger MYDGF dozlarinda ise hiicre

canliliginda bir artis gorlilmiis fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli
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bulunamamagstir. Grafiklerde hiicre canliligi her grup dncesine gore kiyaslanarak yiizde

olarak gosterilmistir.

Norotrofik faktorlerin pek ¢ok hastaliin tedavi segenekleri arasinda olmasi ile
MYDGF’nin de potansiyel rejeneratif etkilerinin olabilecegi diisiiniilmiistiir. Korf-
Klingebier ve ark. tarafindan 2015 yilina ait galismada MYDGF ’nin rejeneratif etkileri
gosterilmis ve varligt kesfedilmistir. Bu tez ¢aligmasinda kullanilan benzer yontem ile
proteini saflastirmis ve onu tanimladiktan sonra fizyolojik etkilerini incelemek tizere
caligmalar yapmislardir (Korf-Klingebiel ve ark., 2015). Bu sonuglardan yola ¢ikilarak
MYDGF’nin tedavi edici etkisinin in vitro Parkinson modeli iizerinde oldugu
goriilmiistiir. Henliz yeni tanimlanan bu proteinin etkileri bilinmediginden ¢alisma
unsuru olarak bu tezde MYDGF nin secilmesi diislilmiistiir. Norotrofik faktorlere ait
reseptOrler ndronlarin hiicre memraninda bulunmaktadir ve ilgili ndrotrofik faktdriin
ortamdaki miktarina bagl olarak hiicrelerde degisiklikler meydana gelmesine neden
olmaktadirlar. Bu ylizden de tedavi edici etkilerinin de olabilecegini

diisiindiirmektedirler (Dong ve ark.,2016).

Diinyada pek ¢ok insanda goriilen ve ilerleyici olan ndrodejeneratif yapidaki
Parkinson hastalifinin heniiz hastaligin seyrini degistiren bir tedavi yOntemi
bulunmamaktadir. Hastaligin oranmnin giderek artiyor olmasi ise yeni tedavi
seceneklerinin degerlendirilmesini diisiindliirmektedir. Farmakolojik acidan yaklasan
tedavi yontemleri ve farmakolojik olmayan tedavi yontemleri 6nerilenler arasindadir.
Mevcut tedavi segeneklerinin sadece semptomlar: diizelttigi bilinmektedir (Armstrong
& Okun, 2020). Bu nedenlerle hastaligin seyrini tamamiyla degistirebilecek yeni
tedavi edici ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Gen tedavisi gibi heniiz gelistirilmekte
olan tedavi yontemlerinin ¢ok giivenilir olmamasi dolayisiyla hedef proteinlerin
iiretilip dogrudan kullanilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Olusabilecek yan etkilerin
en aza indirilebilecegi diisiincesiyle proteinlerin saflastirilmasi ve daha ¢ok potansiyel
ajan olabilecek proteinlerin tanimlanmasi gerekmektedir. NTF'ler néronal gelisim ve
sinaptik plastisitede 6nemli salg1 molekiilleridir. Bu nedenle, dopaminerjik néronlarin
sagkalimmi tegvik yetenegi ile NTF’ler PH nin preklinik modellerinde kapsamli
olarak test edilmistir. En umut vaat eden NTF’ler ise klinik ¢caligsmalarda kullanilmistir

ve digerlerinin de kullanilmasi planlanmaktadir. PH baglaminda en iyi ¢alisilan
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NTF'ler glial hiicre hatt1 kaynakli ndrotrofik faktér (GDNF) ve bagka bir GDNF-aile
ligand neurturin (NRTN), beyin kaynakli nérotrofik faktér (BDNF), CDNF (serebral
dopaminerjik norotrofik faktdr) ve mesensefalik astrosit tiirevli ndrotrofik faktor

(MANF) olmustur (Kirkeby& Barker, 2019).

Bu c¢aligmalarda Parkinson hastaligt modeli olarak kullanilmak {izere SH-
SYSY hiicre hatt1 se¢ilmis ve 6- OHDA norotoksini kullanilmistir ve MYDGF nin
tedavi edici etkisi arastirilmistir. SH-SHS5Y hiicrelerinin dopaminerjik 6zelligi oldugu
da bilinmektedir. Parkinson hastalig1 tedavisinde ise Ozellikle orta beyindeki
dopaminerjik néronlari etkileme potansiyeline sahip olan ajanlar bilimsel arastirmalar
icin secilmesi gerekmektedir. Dopamin reseptorlerine afinite gosteren ve dopamin
benzeri yapidaki 6-OHDA ise dejeneratif etkisinden dolayi secilmistir. Bu dejeneratif
etkinin MYDGF proteini ile degistirilip degistirilemeyecegi gozlemlenmistir.
Norotrofik faktorler ile yapilan klinik ¢alismalarda PH’nin ilerleyisinde duraklamalar
goriilmiistiir (Allen ve ark., 2013). Literatiirde bulunan NTF’ ler ile yapilan PH tedavi
aragtirmalarini igeren ¢aligmalara paralel olarak MYDGF nin de potansiyel bir tedavi
edici protein yapili biiylime faktorii olarak norodejeneratif bir hastalik olan PH’da

kullanilabilecegi bu tez calismasinda goriilmiistiir.
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8. SONUC

Bu tez sonucunda elde edilen verilere gore rekombinant insan MYDGF
proteininin basarili bir sekilde iretilip saflagtirildigi goriilmiistiir. Protein iiretip

saflagtirmanin uygun kosullar olusturuldugunda miimkiin oldugu goriilmiistiir.

Saflastirilan proteinin in vitro olarak olusturulan Parkinson hastalig1
modelindeki tedavi etkisi gozlemlenmistir. Buradan yola ¢ikilarak saflastirilan
proteinin tedavi edici etkisinin olabilecegi dngoriilmektedir. Ilerleyen galismalarda in
vivo deneyler ile bu sonuglarin desteklenmesi ile MYDGF nin ndérodejeneratif
hastaliklar iizerine etkisine ve bu etkinin hangi mekanizmalar araciligiyla olduguna

151k tutacag diistiniilmektedir.

Varligt ve fizyolojik etkileri heniliz tanimlanmamis pek c¢ok protein
bulunmaktadir. Ozellikle tedavi edici etkisi oldugu diisiiniilen proteinlerin uygun
kromatografi yontemleriyle tiretilip dncelikle in vitro ¢alismalarda kullanilmak tizere

iiretilip saflagtirilmasi 6nem tagimaktadir.
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