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OZET

Zobaroglu, P., Spinal Miiskiiler Atrofi Hastalarimin Fibroblast Kiiltiirlerinde
Mikrotiibiil Stabilitesinin Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2020. Spinal
miiskiiler atrofi (SMA) motor néron kaybi ve kas atrofisi ile karakterize olan,
cogunlukla ¢ocuklart etkileyen noérodejeneratif bir hastaliktir. SMA, Survival of
motor neuron 1 (SMN1) genindeki mutasyonlardan dolay1 ortaya ¢ikmakta ve bu
genin tirlinii olan SMN proteini fonksiyon gdsterememektedir. SMN eksikliginde
hiicre iskeleti elemanlarindan mikrotiibiillerin polimerizasyonunda ve mimarisinde
degisiklikler gosterilmigse de mekanizmasi detayli olarak acgiklanmamistir.
Anabilim Dali’mizda in-vitro SMA modeli ile gergeklestirilen dnceki ¢alismalarda
mikrotiliblil stabilitesinin azaldig1 gosterilmis, ancak hastalara ait orneklerde
calisiilmamustir. Bu tez ¢alismasinda, farkli ciddiyetteki SMA hastalarina ait primer
fibroblast hiicrelerinde mikrotiibiil stabilitesi ilk kez arastirilmistir. Bu amagla
stabilite belirtegleri olan o-tiibiilin post-translasyonel modifikasyonlarindan
asetilasyon ve detirozinasyon analiz edilmis, Western blot sonuglari ciddi seyirli tip
| hasta hiicrelerinde asetil o-tiibiilin miktarinin kontrole gore anlamli sekilde
azaldigin1  gostermistir.  Immiinfloresan boyama ¢alismalari, asetillenmis
mikrotiibiillerin ¢ekirdek etrafinda yogunlastigini gostermis, Western blot
bulgularini destekler sekilde asetil o-tiibiilinin floresan siddetinde de azalma
saptanmigtir. Ayrica, asetillenmis stabil mikrotiibiil ag yapisinin tip | hastalarda
kontrole gore bozuldugu gosterilmistir. Saptanan bu degisikliklerin mikrotiibiillerin
morfolojisine ve fonksiyonlarina etki edebilecegi diistintilmistiir. Morfometrik
analizler, ozellikle tip | hastasina ait hiicrelerin en, boy ve alan agisindan kontrole
gore kiigiik oldugunu goéstermistir. MTS yontemi ile gergeklestirilen proliferasyon
analizlerinde, hasta hiicrelerin kontrole gore daha hizli prolifere olduklar
saptanmigtir. Tim sonuglar birlikte degerlendirildiginde 6zellikle SMA tip | hasta
hiicrelerinde mikrotiibiil stabilitesinin azaldi§1 sonucuna varilmistir. ilerleyen
calismalarda, bu kaybin fonksiyonel sonuclarinin arastirilmasi 6nerilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Spinal miiskiiler atrofi, SMN, mikrotiibiil stabilitesi

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
Tarafindan desteklenmistir (Proje No: TYL-2019-18351).
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ABSTRACT

Zobaroglu, P., Investigation of Microtubule Stability in Fibroblast Cultures of
Spinal Muscular Atrophy Patients, Hacettepe University Graduate School of
Health Science, Master Thesis of Medical Biology Programme, Ankara, 2020.
Spinal muscular atrophy (SMA), which is characterized by motor neuron loss and
muscle atrophy, is a neurodegenerative disease primarily in childhood. In SMA,
Survival of motor neuron 1 (SMN1) gene mutations lead to the absence of
functional SMN protein. SMN deficiency causes dysregulations in microtubule
cytoskeleton in terms of polymerization and architecture, however, molecular
mechanisms have not been clearly described. Previously, we showed reduced
microtubule stability in an in-vitro SMA model, however, it has not been
investigated in SMA patient samples so far. In this thesis, microtubule stability was
investigated in fibroblast cells of SMA patients. For this purpose, we analyzed
acetylated and detyrosinated o tubulin levels as stability markers in clinically
different SMA patients. Western blot studies demonstrated a significant reduction
in acetylated o tubulin level in SMA type | cells compared to controls. Similarly,
immunofluorescence analysis also showed a reduction in the fluorescence intensity
of acetylated o tubulin levels in patient cells. Additionally, the acetylated stable
microtubule network has been shown to be impaired in type | patients cells.
Considering that these alterations may affect cellular morphology and microtubule
functions, detailed morphometric analyses were performed. Our results showed that
patient cells, especially type I, were smaller both in width, height and area than
controls. Besides, cell proliferation rates of patient cells were found to be increased
compared to controls by MTS assay. In the light of all findings, it was concluded
that the microtubule stability is reduced, especially in SMA type | patient cells.
Functional consequences of reduced microtubule stability in SMA should be
addressed in further studies.

Key words: Spinal muscular atrophy, SMN, microtubule stability

This thesis, was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit (Project No: TYL-2019-18351).
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1. GIRIS

Hiicre iskeleti, protein filamentlerinin olusturdugu ve hiicre seklinin
belirlenmesinde, korunmasinda, hiicre hareketinde, hiicre boliinmesinde, organel
yerlesimlerinin belirlenmesinde ve hiicre i¢i tasimada gorev alan bir agdir. Bu ag
yapisal olarak mikrofilamentler, ara filamentler, septinler ve mikrotiibiillerden
olusmaktadir. Iskeletin en dinamik elemani olan mikrotiibiiller, alfa (o) ve beta (B)
tiibiilin proteinlerinin polimerizasyonu ile olusan i¢i bos, silindirik ve 25 nm ¢apinda
polimerlerdir. Mikrotiibiiller depolimerizasyon ile kisalmakta polimerizasyon ile
uzamaktadir. Hiicreler, dinamik kararsizlik (instabilite) ad: verilen bu mekanizma ile
mikrotiibiillerini yeniden yapilandirmaktadir. Mikrotiibiil yapisinda, polimerizasyon
ve depolimerizasyon olaylariin hizli gergeklestigi dinamik kisimlar ile daha yavas
gerceklestigi stabil kisimlar bulunmaktadir. Mikrotiibiillerdeki stabil ve dinamik
kisimlarin oranlart hiicre tiplerine gore farklilik gostermekte; boliinen hiicrelerde
dinamik kisimlar fazla iken ndéron gibi boliinmesini durdurmus hiicrelerde stabil
mikrotiibiil kisimlar1 fazlalik gostermektedir. Bu hiicrelerde stabil yapinin
devamliliginin saglanmasi, 6zellikle hiicre morfolojisinin korunmasi, akson ve
dendritlerdeki vezikiiler transport ve sinyal iletimi agisindan énemlidir. Yapisal veya
fonksiyonel olarak ilerleyici néron kaybi ile karakterize olan norodejeneratif
hastaliklardan, farkli etiyolojilere sahip olan Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS),
Parkinson, Huntington, Alzheimer, Herediter spastik parapleji ve Alt Ekstremite
Baskin 2 ile Spinal Miiskiiler Atrofi (SMALED2) hastaliklarinda mikrotiibiil
stabilitesinin bozuldugu gosterilmis olup hiicre morfolojisi ve aksonal transport
hatalar ile iliskilendirilmistir.

Norodejeneratif hastaliklardan biri olan ve otozomal resesif kalitilan
proksimal Spinal miiskiiler atrofi (SMA)’de, omurilikte alfa motor néron kaybi ve
kas atrofisi goriilmektedir. SMA hastalarinin %90-94’tinde, Survival of motor neuron
1 (SMN1) geninin 7 ve 8. eksonlarinda homozigot delesyonlar saptanmakta;
hiicrelerde ¢ekirdekte ve sitoplazmada yerlesen SMN proteini yikilarak islevini
yitirmektedir. SMA hastalig1 ile yapilan arastirmalarda, SMN proteini eksikliginde,
néron morfolojisinin, akson dallanmasinin ve aksSonal transportun bozuldugu
gosterilmis ve bu hatalar hiicre iskeleti elemanlan ile iliskilendirilmistir. SMN

eksikliginde aktin ve norofilamentlerde goriilen hatalarin yani sira in-vitro ve in-vivo



modeller ile yapilan calismalarda mikrotiibiill mimarisi ve polimerizasyonundaki
degisiklikler gosterilmis, ancak altinda yatan molekiiler mekanizmalar detayli olarak
agiklanmamustir.

Anabilim Dali’'mizda SMA hastaliginin  molekiiler mekanizmasinin
aydinlatilmasina yonelik temel aragtirmalar yiiriitilmektedir. SMA hastaliginin in-
vitro ve in-vivo modelleriyle yaptigimiz onceki calismalarda, SMN eksikliginde
mikrotiibiil stabilitesini diizenleyen MAP1B, MAP2 ve EB3 proteinlerinin ifade ya
da post-translasyonel modifikasyon degisiklikleri saptanmistir. Ayrica, o-tiibiilin
asetilasyonu ve detirozinasyonunda da anlamli degisiklikler saptanarak mikrotiibiil
stabilitesinin azaldig1 gosterilmistir. Onceki calismalarimizda SMN eksikliginde
saptanan bu hatalar, in-vitro ve in-vivo SMA modellerinde gosterilmis olup hastalara
ait orneklerde mikrotiibiil stabilitesi lizerine bir arastirma bulunmamaktadir. Bu tez
calismasinda, hastaligi ciddi ve hafif seyreden iki SMA hastasina (tip I ve II) ait

primer fibroblast hiicrelerinde mikrotiibiil stabilitesi ilk kez aragtirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Hiicre iskeleti

Hiicre iskeleti, okaryotik hiicrelere sekil ve destek veren, organellerin
yerlesimi ve morfolojilerinin korunmasinda, ayrica vezikiil ve biyomolekiillerin
hiicre icinde tasinmasinda gorev alarak hiicre i¢i organizasyonu saglayan ve hiicre
boliinmesinde goérev alan bir protein agidir. Bu ag, yapisal ve iglevsel olarak farkli
olan 3 temel filamentten; mikrofilamentler, ara filamentler ve mikrotibiillerden
olusmaktadir (1). Son yillarda septinler de hiicre iskeleti elemanlar1 arasina dahil
edilmektedir (Sekil 2.1.) (2). Hiicre iskeletini olusturan bu filamentler birbirinden
bagimsiz olmayip, proteinler araciligiyla birbirlerine baglanarak hiicre igerisinde
kesintisiz bir ag yapisi olusturmaktadir. Ayrica iliskide olduklar1 proteinler ve sinyal

yolaklar1 araciliyla hem yapilart hem de fonksiyonlari diizenlenmektedir.

Mikrofilamentler hiicre iskeletinin en ince filamenti olup cap1 5-7 nm
arasindadir. Aktin proteinlerinden olusan mikrofilamentler hiicrenin toplam
proteinlerinin yaklasik %5’ini olusturur. Globiiler G aktin monomerlerinin bir araya
gelmesiyle filament yapisi olusmaktadir. Dinamik ve esnek yapida olan
mikrofilamentler olusturduklari ag sayesinde, kas kasilmasinda, hiicrelerin

boliinmesinde ve go¢ etmesinde gorev alir (3).

Ara filamentler, en saglam ve kararli hiicre iskeleti elemanlar1 olup ¢ap1 8-
10 nm arasindadir. Farkli hiicrelerde ara filamentleri olusturan 70’den fazla protein
bulunmaktadir. Birbirlerine benzer olmayan protein iplik yapilarinin birbiri {izerine
sartlmasiyla olusur ve diger filamentler gibi polariteleri bulunmaz. Sitoplazmik ara
filamentler mekanik strese karsi hiicrelere destek aglamakta, ayrica hiicre-hiicre ve
hiicre-hiicre dis1 matriks baglantilarinin kurulmasinda gorev almaktadir. Cekirdekte
yer alan ara filamentler ise ¢ekirdege destek saglayarak kromozomlara tutunma yeri

olusturmaktadir (4).

Septinler, hiicrelerde ags1 ve halkasal yapilar olusturan hetero-oligomerik
proteinlerdir. Farkli septin proteinlerinin olusturdugu kompleksler filament yapisin
olusturmaktadir. Sitokinezde, hiicre gogiinde ve membran kompartmanlarinin

olusturulmasi gibi hiicresel siireglerde gorev aldiklar gosterilmistir (2).



Mikrotiibiiller ise hiicre iskeletinin en biiyiik, ayn1 zamanda en dinamik
filamentidir. Alfa (o) ve beta (B) tiibiilin proteinlerinin polimerizasyonu sonucu
olusan i¢i bos, silindirik ve 25 nm ¢apinda polimerlerdir. Sitoplazmay1 bir ag gibi
saran mikrotiibiillerin temel gorevleri hiicrenin yapisinin/morfolojisinin korunmasi,
hiicre iginde makromolekiillerin (RNA, protein, vezikiill vb) ve organellerin
transportunun saglanmasi, organellerin yerlesimlerinin belirlenmesi ve hiicre
boliinmesi sirasinda kromozomlarin hareketinin saglanmasidir. Ayrica hiicre
gocinde ve farklilasmasinda da gorev almaktadirlar. Mikrotiibiiller hiicre
dongiisiiniin evresine, hiicre tipine ve farklilagma asamasina gore yapisal olarak
diizenlenmeler gegirmekte ve hiicrenin biyolojik fonksiyonlarini etkilemektedir.
Ozellikle 6zellesmis morfolojiye sahip olan néron hiicrelerinde mikrotiibiil iskeleti,
akson ve dendritlerde makromolekiil, vezikiil ve organel transportunun

gerceklesmesi ve sinyal iletiminin saglanmasi agisindan 6nemlidir (5, 6).

o / B tiibiilin dimer

Vimentin monomer Ara filament ,/'
Aktin monomer Mikrofilament

[5) = e, + :| 6 nm
Septin monomer Septin oktomer Septin halka

‘ ‘“}Snm

Sekil.2.1. Hiicre iskeletini olusturan filamentlerin ve filament yapilarini olusturan
proteinlerin sematik gosterimi .



2.2. Mikrotiibiil iskeleti
2.2.1. Mikrotiibiil Yapi ve Organizasyonu

Mikrotiibiiller o ve P tiibillin dimerlerinden olusan polimerlerdir.
Memelilerde 9 adet a ve 9 adet B tiibiilin geni tanimlanmistir. Bu genlerin kodladig:
tiibiilin proteinleri 55 kDa molekiiler agirliginda olup yiiksek oranda korunmustur.
Bu tiibiilin izotipleri karboksil ucundaki birka¢ amino asit agisindan farklilik
gostermektedirler. Tiibiilin proteinlerinin ifadeleri hiicre ve doku tipine ayrica

gelisimsel doneme 6zgii olabilmektedir (5).

a ve B tibilin heterodimerleri belli bir yonde birbirleri ardina eklenerek
protofilamentleri; 13 adet protofilament ise lateral etkileserek mikrotiibiil yapisini
meydana getirmektedir. Tiibiilin proteinlerinin  birbiri ardina eklenmeleri
mikrotiibiillere polar 6zellik kazandirmakta, bir uglar1 negatif diger uglari ise pozitif
u¢ olarak adlandiriimaktadir. Mikrotiibiilde a-tiibiilin proteinleri negatif u¢ yoniinde,
B-tibilin - proteinleri ise pozitif ug¢ yoOniinde bulunmaktadir (Sekil 2.2.).
Mikrotiibiillerin negatif uglari, pozitif uclara gore daha stabildir ve c¢esitli hiicresel
yapilarla baglantilidirlar. Ayrica, mikrotiibiil organizasyon merkezine (MTOC) bagl
bulunmaktadir. MTOC, temel protein olarak gamma (y) tiibiilin igeren protein
kompleksleri tarafindan kurulur ve mikrotiibiillerin negatif uc¢larini stabil hale
getirerek mikrotiibiillerin sayisini, polaritesini, miktarini, yoniinii ve yerlesimini
belirler. Birbirlerine tigerli baglanmis dokuz adet mikrotiibiiliin birlesmesi ile
halkasal bi¢cimde siralanmis yapiya sentriyol adi verilmekte; bir ¢ift sentriyolun
birbirlerine dik olarak konumlanmasi ile sentrozom olusmaktadir. MTOC gelisimi,
sentriyollerin varlig1 ile dogrudan baglantili olup hiicre igerisinde sentriyoller
kayboldugunda, MTOC kaybolmakta ve mikrotiibiil olusumu biiyilk oranda
bozulmaktadir. Fibroblast hiicreleri gibi bdlinen hiicrelerde ¢ogunlukla sentrozom
MTOC olarak fonksiyon goérmekle birlikte, mikrotiibiillerin negatif ug¢larinin
cekirdek zarina veya Golgi cisimcigine de baglanarak MTOC gorevi gorebildigi
bilinmektedir (7, 8, 9).



Tiibiilin heterodimerlerinin mikrotiibiile eklenmesi ile polimerizasyon,
ayrilmasi ile depolimerizasyon gerg¢eklesmektedir. Polimerize olan mikrotiibiillerin
depolimerize olmasi yikim (catastroph), depolimerize olan mikrotiibiillerin tekrar
polimerize olmasi kurtarma (rescue) olarak adlandirilmaktadir. Dinamik kararsizlik
(instabilite) olarak adlandirilan bu dongiisel diizenlenmede o ve [ tiibiilin
proteinlerinin birbirleriyle etkilesimleri ve GTP hidrolizi 6nemli rol oynamaktadir.
GTP bagh B tiibiilin (GTP-B tiibiilin) igeren heterodimerler, mikrotiibiiliin uzayan
ucuna baglanip mikrotiibiiliin polimerizasyonunu saglarken, hidroliz sonucu olusan
GDP bagli B tiibiilin (GDP- tiibiilin) kararsiz olmas1 nedeniyle depolimerizasyon ile
mikrotiibiilden ayrilmaktadir (Sekil 2.2.) (10, 12).
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Sekil.2.2. Mikrotiibiil yapis1 ve organizasyonu, dinamik kararsizli§in sematik

gosterimi (12°den uyarlanmustir).



Mikrotiibiillerin yerlesimleri hiicre tipine gore farklilik gostermektedir.
Fibroblast gibi boliinen hiicrelerde genel olarak radyal yerlesim gostermekte, negatif
uclar1 sentrozoma bagli bulunmaktadir. Noron gibi boliinmesini  durdurmus
hiicrelerde ise mikrotiibiiller paralel veya antiparalel yerlesim gosterirler (11).
Noronlardaki  mikrotiibiiller,  hiicre  govdesinde  bulunan  sentrozomdan
¢ekirdeklenmekte (niikleasyon), daha sonra sentrozomdan serbest birakilarak motor
proteinler araciligiyla akson ve dendritlere tasinmaktadir. Aksonal mikrotiibiiller,
negatif uclar1 hiicre govdesine, pozitif uglar ise biiyiime bolgesine dogru olacak
sekilde yerlesim gosterir. Dendritlerde ise mikrotiibiiller ¢ok yonlii bir organizasyona
sahiptir, negatif ve pozitif uclart daginik sekilde yerlesim gosterir (Sekil 2.3.) (11, 12,
13).
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Sekil.2.3.Mikrotiibiillerin fibroblast ve néron hiicrelerindeki yerlesimlerinin sematik
gosterimi (11).

Mikrotiibiillerin yapisal olarak stabil, dinamik ve sogukta stabil (cold-
stable) kisimlar1 bulunmakta olup oranlari hiicre tipine gore farklilik gostermektedir.
Fibroblastlarda bulunan mikrotiibiillerin dinamik yapilarindan dolay1 turnover hizlari
fazladir ve hizli bir sekilde polimerize/depolimerize olabilmektedir. Noéronlarda

hiicrelerinde ise, mikrotiibiillerin stabil yapilarindan dolay1 turnover hizlar1 yavastir



ve daha uzun siire hiicre igerisinde kalabilmektedirler. Dinamik mikrotiibiillerin yar1
Omirleri 5-10 dakika, stabil mikrotiibillerin ise 1-6,5 saat arasinda olabilmektedir
(9). Mikrotiibiiller, tiizerlerine baglanan proteinlerin yardimiyla stabil/dinamik
yapilarin1 diizenlemektedir. Stabiliteyi arttiran diizenleyici proteinlerden bazilari;
mikrotiibiil-asosiye (MAP) proteinler (6rnegin; TAU, MAP2, MAP1B), negatif ug
stabilizasyonu saglayarak depolimerizasyonu engelleyen negatif ug proteinler (-TIP)
(6rnegin; CAMSAP 1, 2, 3) ve yikici proteinler (6rnegin; katanin, spastin) olarak
gruplandirilabilir. Dinamik yapiy1 arttiran diizenleyici proteinlerden bazilar1 ise;
pozitif u¢ proteinler (+TIP) (6rnegin; EBI1, 2, 3 ve CLIP170) ve yikici proteinlerdir
(6rnegin; fidgetin) (Sekil 2.4.) (13, 14).

STABIL 4 DINAMIK &

( (-TIP) proteinler — O (+TIP) proteinleri — EB1;
CAMSAP 1, 2, 3, EB3; CLIP/CLASP

\dv Spastin/Katanin %o Fidgetin

‘ MAP proteinler —
TAU, MAP1A, MAP1B,
MAP2, MAP6

Sekil.2.4. Stabil ve dinamik mikrotiibiile baglanan proteinler (13°den uyarlanmstir).

Mikrotiibiillerin stabilitesi hiicre tipine, hiicre dongiisli evresine ve ayrica
hiicredeki yerlesim yerine gore farklilik gostermektedir. Ornegin fibroblastlarda
bulunan mikrotiibiiller, noéronal mikrotiibiillerden daha dinamik yapidadir (9).
Mitotik mikrotiibiiller ise, interfaz mikrotiibiillerine gére 10-100 kat daha dinamiktir.

Hiicre boliinmesi esnasinda kromozomlarin karsit kutuplara dogru gekilmesinde



gorev alan 3 farkli mitotik mikrotiibiil vardir. Bunlar astral, kinetokor ve interpolar
mikrotiibiiller olarak adlandirilmaktadir. Kinetokor mikrotiibiiller, sentriyollerden
merkeze dogru uzanip kromozomlara tutunurlar ve mitotik kromozomlar1 metefaz
plagina dogru hareket ettirirler. Kromozom hareketini kolaylastiran interpolar
mikrotiibiiller  birbirleriyle  hiicrenin  ortasinda  etkileserek  sentrozomlarin
pozisyonlarini belirler. Astral mikrotiibiiller ise sentrozomdan hiicre zarina dogru
uzanarak zar ile olan mesafeyi belirlerler. Fibroblast hiicrelerinde, kinetokor
miktotiibiiller diger mikrotiibiillerden daha stabil yapida olup sentrozom ve Golgi
cisimcigine yakin bolgelerde yogunlagsmakta, dinamik mikrotiibiillerin aksine hiicre
periferinde nadiren yerlesim gostermektedir (8, 15). Noronlarda ise aksonal
mikrotiibiiller, hiicre gévdesi ve biiyiime bolgesindeki mikrotiibiillerden daha stabil

yapidadir (16).

Mikrotiibiillerin sogukta kararli yapilarini koruyan soguk-stabil (cold-stabil)
kisimlart bulunmaktadir. Diisiik sicaklik, memelilerde hiicre tipine ve hiicre
icerisindeki mikrotiibiil popiilasyonuna bagli olarak farkli derecelerde mikrotiibiil
depolimerizasyonuna neden olmaktadir. Bazi mikrotiibiillerin sogukta kararli
olmasin1 saglayan proteinler MAP6 (STOP) ve mikrotiibiil negatif/pozitif ucuna
baglanarak destabilize olmasini engelleyen -/+ TIP proteinleridir. Noronlarda, gliya
hiicrelerinde ve fibroblastlarda soguga karsi dayanikli stabil mikrotiibiil ag havuzlari
tanimlanmistir. Bu hiicrelerdeki stabilitenin kaynagimin temel olarak MAP
proteinlerinden biri olan MAP6 (STOP) proteini oldugu diisiiniilmektedir (17, 18 ,19,
20).

Mikrotiibiillerin stabilitesinin korunmasinda gorevli proteinlerin mikrotiibiil
ile interaksiyonlarinda, tiibiilin proteinlerinde gergeklesen post-translasyonel

modifikasyonlar etkili olmaktadir.
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2.2.2. Tiibiilin Post-translasyonel Modifikasyonlar:

Tiibiilin proteinleri amino ve Kkarboksil uglarinda post-translasyonel
modifikasyonlar gegirerek iliskili proteinlerin ve mikrotiibiil ile diger hiicre iskelet
elemanlarimin etkilesimlerini diizenlemektedir. Modifikasyonlar hiicre tipine ve
gelisimsel donemlere gore farklilik gostermektedir. En sik goriilen post-translasyonel
modifikasyonlar asetilasyon, detirozinasyon, fosforilasyon, delta2-tiibiilin, delta3-
tibilin, ubikuitinasyon, poliglutamilasyon, poliglisilasyon, poliaminasyon ve
palmitolasyondur (Sekil 2.5). Post-translasyonel modifikasyonlar, farkli tiibiilin
izotipleriyle birlikte hiicrelerde “tiibiilin kodunu” olusturmakta olup mikrotiibiillerin
proteinlerle etkilesimini diizenlemektedir (21, 22).

Modifikasyonlar enzimatik olarak katalizlenmekte olup geri doniisiimlii ya
da geri doniisiimsiiz olabilmektedir. Cogu modifikasyon mikrotiibiil yapis1t meydana
geldikten sonra gergeklestigi i¢in stabil olan mikrotiibiiller iizerinde modifikasyonlar
birikmekte, bu nedenle dinamik mikrotiibiille daha fazla modifikasyon i¢cermektedir.
Tiibiilin post-translasyonel modifikasyonlar1 tiim hiicrelerde bulunmakla birlikte,
noronlar gibi kompleks morfolojisi olan hiicrelerde stabil mikrotiibiil yapisinin

kurulabilmesi ve korunabilmesi i¢in modifikasyon gesitliligi fazladir (23).

Tabulin dimer
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Sekil.2.5. Tiibiilin proteinlerinde gerceklesen post-translasyonel modifikasyonlar
(22).

Asetilasyon
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Noronlarda mikrotiibiillerin yerlesimleri, boylar1 ve stabiliteleri degiskenlik
gostermektedir. Noronal mikrotiibiillerde poliaminasyon, poliglutamilasyon tipi
modifikasyonlarin yani sira mikrotiibiil stabilitesi agisindan dnemli olan asetilasyon,
detirozinasyon, delta2-tiibilin  modifikasyonlart da sik goriilmektedir. Bu
modifikasyonlarin diizeyleri hem noronal farklilasma sirasinda hem de ndron
hiicresinin ~ farkli  kisimlarinda degiskenlik gosterir. Noronlarin akson ve
dendritlerinde asetilasyon ve detirozinasyon tipi modifikasyonlarin diizeyleri fazla
iken, akson uclarindaki biiyiime bdlgelerindeki mikrotiibiiller daha dinamik olup
tirozinlenmistir. Noronlarda mikrotiibiil stabilitesi; akson ve dendrit morfolojilerinin
olusmasi, aksonal transport ve sinyal iletimi fonksiyonlarini gergeklestirebilmeleri
icin gereklidir (24, 25). Fibroblast gibi boliinen hiicrelerde interfazda sentriyol
mikrotiibiilleri daha stabil iken hiicre periferine dogru mikrotiibiiller daha dinamik
olup tirozinlenmistir. Hiicre boliinmesi sirasinda ise, stabil kinetekor ve interpolar
mikrotiibiiller detirozinlenmis ve asetilenmis iken, hiicre periferine dogru dinamik

olan astral mikrotiibiiller tirozinlenmistir (Sekil 2.6.) (26,46).

A Hiicre
Sy govdesi
/\\L\ |l L//Q Akson uglari
Dend[i( / S \J
\ "7 . =
// / o Akson o - Gj
B

Fibroblast
(interfaz)

Spindie

Fibroblast
(Mitoz)

Sekil.2.6. Tiibiilin post-translasyonel modifikasyonlarmin (A) ndéron ve (B) hiicre
dongiisiiniin  farkli evrelerindeki fibroblast hiicrelerindeki dagilimi. Dinamik
mikrotiibiiller sar1, stabil mikrotiibiiller kirmiz1 ile gosterilmistir. Sar1; tirozinasyon,
kirmizi; detirozinasyon, pembe; asetilasyon, mavi; glisilasyon (26).
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Tiibiilin post-translasyonel modifikasyonlar1 arasinda iizerinde en c¢ok
caligilanlart o-tiibiilin asetilasyonu ve detirozinasyonudur. Bu modifikasyonlarin
stabil ve uzun Omiirli mikrotiibiillerde sik goriildiigii bildirilmistir ve stabilite

belirtegleri olarak kullanilmaktadir (22, 23, 27).
Tiibiilin asetilasyonu;

Tibiilin asetilasyonu, a ve P tiibiilin proteinleri iizerinde gergeklesen,
evrimsel olarak korunmus bir modifikasyon tipidir. Ozellikle o-tiibiilin asetilasyonu
mikrotiibiil yapisinin diizenlenmesiyle ilgili olarak ¢ok calisilmaktadir. Mikrotiibiiliin
limeninde, o-tlibiilin proteinin amino ucundaki 40. lizin (K40) amino asitinden
gerceklesen asetilasyon, o-tiibiilin asetil transferaz (aTAT1) enzimi tarafindan
katalizlenmektedir. o TATL hiicrelerdeki temel tiibiilin transferaz olmakla birlikte
lizin asetil transferazlardan bazilarinin (6rnegin; ELP3 ve ARD1) da bu aktiviteye
sahip olabilecegine dair bulgular elde edilmistir (28). In-vivo ve in-vitro
calismalarda, oTAT1 enziminin, mikrotiibiiliin agik uglarindan veya mikrotiibiil
kafesindeki kirtlmaya bagli olusan i¢ bosluklardan girerek asetilasyonu katalizledigi
gosterilmigtir (29). Tibiilin asetilasyonu geri doniisiimlii bir modifikasyondur.
Tiibiilin deasetilasyonunda histon deasetilaz enzimlerinden olan HDAC6, HDACS ve
sirtuin 2 proteinleri gérev almaktadir (Sekil 2.7.). Deasetilasyondan sorumlu temel
enzim HDACG6 olmakla birlikte HDACS5’in periferal néron hasart durumunda, Sirtuin
2’nin ise sadece periniikleer alanda yerlesen mikrotiibiillerin deasetilasyonunu

katalizledigi bildirilmistir (30, 31).

Asetilasyonun mikrotiibiiliin fonksiyonlar1 iizerine etkileri son yillarda
anlagilmaya baglanmigtir. Stabil mikrotiibiillerin asetilasyon diizeyleri dinamik
mikrotiibiillere oranla daha fazladir. Uzun Omiirlii olan stabil mikrotiibiillerde
gerceklesen mekanik strese bagli kirilmalarin  aTAT1 enziminin mikrotiibiil
liimenine girmesini kolaylastirdigi ve bu nedenle asetilasyonun fazla goriildiigii
bildirilmistir (32). Bu nedenle asetilasyonun yapisal olarak mikrotiibiillerin
esnekligini arttirarak hasara karsit korudugu gosterilmistir. Ayrica hiicrelerde o
tiibiilin asetilasyon diizeyindeki degisikliklerin hiicre gog¢ii, otofaji, hiicre adhezyonu

ve hiicre i¢i transportu etkiledigi bildirilmistir (47).
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Asetiltransferaz
aTAT1

-

HDACS, SIRT2
Deasetilaz

Sekil.2.7. Tibiilin asetilasyonu ve deasetilasyonunda gorev alan enzimler (21).

Tiibiilin detirozinasyonu;

a-tiibiilin proteinlerinin (TUBA8 ve TUBA4A hari¢) karboksil uglarindaki
tirozin amino asiti, polimerizasyon sonrasinda Vasohibin/SVBP enzimleri tarafindan
kesilerek ¢ikartilmaktadir. Detirozinasyon adi verilen bu olay da asetilasyon gibi geri
dontisiimlii olarak katalizlenmektedir. Mikrotiibiil depolimerizasyonu sonrasinda
tiibiilin tirozin ligaz (TTL) enzimi a-tiiblilin proteinlerine tekrar tirozin amino asitini
eklemektedir. TTL enziminin a-tiibiilini tirozinledigi bilinmekle birlikte -tiibiilin ile
de etkilesimi gosterilmistir (Sekil 2.8.) (33, 34). Asetillenmis o-tiibiiline benzer
olarak; uzun Omiirlii ve stabil mikrotiibiillerde detirozinlenmis o-tiibiilin, dinamik
mikrotiibiillerde ise tirozinlenmis a-tiibiilin miktarmin arttigi  gosterilmistir.
Detirozinlenmis mikrotiibiillerin yar1 omrii tirozinlenmis mikrotiibiillerden daha

fazladir (25, 26).
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Sekil.2.8. Tiibiilin tirozinasyon ve detirozinasyonunda ve gorevli enzimler (33).

2.2.3. Mikrotiibiil ile Tliskili Proteinler

Mikrotiiblil ile iligkili proteinler, serbest tiibiiline ya da mikrotiibiile
baglanarak mikrotiibiillerin dinamik/stabil yapisin1 diizenlemekte, ayrica farkli
proteinler birbirlerinin  mikrotiibiil ile etkilesimlerini kontrol etmektedir.
Mikrotiibiillerin yapisini, dolayisiyla fonksiyonunu diizenleyen proteinler; pozitif ug
proteinleri (+TIP proteinleri, 6rnegin; EB1-3, CLASP, XMAP215, CLIP-170),
negatif u¢ proteinleri (-TIP proteinleri, 6rnegin; BICD1, DSP), klasik mikrotiibiil
asosiye proteinler (MAP proteinleri ornegin; TAU, MAP1B, MAP2, MAP6),
mikrotiibiil motor proteinleri (6rnegin; Kinesin 1, dinein), yikict proteinler (6rnegin;
spastin, katanin) ve mikrotiibiilii destabilize eden proteinler (6rnegin; spastin, kinesin
8, 13) olarak gruplandirilmaktadir (8,12). Mikrotiibiil ile iliskili proteinlerin ifadeleri
hiicre tipine ve gelisimsel doneme gore farklilik gostermektedir. Ayrica, hiicre
ierisindeki yerlesimleri de farkli olabilmektedir. Ornegin, MAP protein ailesinden
olan MAPIB sinir sisteminde ifade olmakta ancak fibroblast hiicrelerinde ifadesi

bulunmamaktadir. Noronlarda ifade olan TAU proteini aksonlarda, MAP2 proteini
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ise dendritlerde yerlesim gostermektedir (35, 36). Mikrotiibiil stabilitesinin
korunmasinda gorevli MAP6, mikrotiibiil yapim-yikim dongiisiiniin uzun oldugu
noronlarda mikrotiibiillerle devamli etkilesim icerisindeyken, dongiiniin kisa oldugu
fibroblastlarda soguk ortamda mikrotiibiille baglanarak stabilitenin korunmasini
saglamaktadir (19, 20). Ayrica, poliglutamilasyon ve asetilasyon tipi post-
translasyonel modifikasyona sahip mikrotiibiillerin soguga kars1 daha direngli oldugu

gosterilmistir (48).

Mikrotiibiil ile iligkili proteinlerin mikrotiibiil ile etkilesimleri post-
translasyonel modifikasyonlarla diizenlenmekte olup bu etkilesimler mikrotiibiillerin
stabilitesinin kontroliinii agisindan énemlidir. Ornegin; MAP1B’nin, GSK3p kinaz
tarafindan fosforile edilmesiyle stabil olmayan mikrotiibiill miktarinda artis
saptanmustir (37). Proteinlerin mikrotiibiillerle etkilesimi, tiibiilin proteinlerinin post-
translasyonel modifikasyonlart ile de diizenlenmektedir. Ornegin, ndronlarda aksonal
mikrotiibiillerin  asetilasyonunun ve detirozinasyonun, vezikiillerin taginmasini
saglayan kinezin 1 motor proteinlerinin mikrotiibiile baglanmasi i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir (39). Benzer sekilde kinezin 7 motor proteininin detirozinlenmis
mikrotiibiillerle, kinezin 5 ve 13’iin ise tirozinlenmis mikrotiibiillerle etkilesiminin

fazla oldugu bildirilmistir (40).

2.3. Mikrotiibiil Hatalar1 ve Norodejeneratif Hastalhiklar

Mikrotiibiilin ~ yapisi;  tibilin -~ proteinlerini  kodlayan  genlerdeki
mutasyonlardan, mikrotiibiil ile iliskili proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlardan, iligkili proteinlerdeki ifade/post-translasyonel modifikasyon
degisikliklerinden veya tiibiilin proteinlerindeki post-translasyonel modifikasyon

degisikliklerinden dolay1 bozulabilmektedir.

Mikrotiibiil hatalari, néronlarda ilerleyici kayip ve yapisal bozulma ile
karakterize olan norodejeneratif hastaliklarda gosterilmistir. Farkli etiyolojilere sahip
olmakla birlikte Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinda, Amyotrofik lateral skleroz
(ALS) ve Spinal miiskiiler atrofi (SMA)’de mikrotiibiil yap1 ve fonksiyonlarinda
degisiklikler  bildirilmistir  (14). Alzheimer hastaliginda saptanan TAU
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hiperfosforilasyonu nedeniyle TAU proteinlerinin  mikrotiibiile olan ilgisinin
azaldigi, dolayisyla mikrotiibiiliin stabil yapisini koruyamadigi bildirilmistir (38).
Ailesel Parkinson hastaligina neden olan genlerden biri olan PRKN’deki mutasyonlar
sonucu, hasta fibroblast hiicrelerinde a-tiibiilin tirozinasyonunun arttigi  ve
mikrotiibiillerin stabilitesinin azalip dinamizminin arttig1 gosterilmistir (41, 42). ALS
hastaliginda ise sorumlu genlerden biri olan RAPGEF2’deki mutasyonlar sonucu
sporadik hastalarinin fibroblast hiicrelerinde mikrotiibiil stabilitesinin azaldigi,
mitokondri dagilimmnin hatali gergeklestirildigi saptanmustir (43). Spinal miiskiiler
atrofi tiplerinden biri olan SMALED2 (lower extremity-predominant 2, spinal
miiskiiler atrofi) hastaligi, BICD2 genindeki mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikmakta
olup hasta fibroblast hiicrelerinde asetil o-tiibiilinin miktarinda artis saptanmus,
mikrotiibiil stabilitesinin arttig1 bildirilmistir. Fare motor noron kiiltiiriinde mutant
protein asir1 ifade ettirildiginde aksonlarda hatali sekilde uzama ve dallanma artisi
saptanmistir (44). Mikrotiibiil hatalari, SMN1 geni mutasyonlarindan kaynaklanan

proksimal SMA hastaligina ait modellerde de saptanmistir.

2.4. Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA)

SMA omurilikte alfa motor néron kaybi ve proksimal kas atrofisi ile
karakterize olan, ¢ogunlukla yenidogan ve ¢ocuklar1 etkileyen, otozomal resesif
kaliim gdsteren bir hastaliktir. Norodejeneratif ve ndromiiskiiler hastalik gruplari
icerisinde degerlendirilen SMA’nin tastyict sikligt 1/54, insidansi ise 1/6000-11000
canli dogum olarak bildirilmistir. Cocukluk ¢agi1 ndéromiiskiiler hastaliklarindan

Duchenne Miiskiiler Distrofi (DMD)’den sonra ikinci siklikta goriilmektedir (49)

SMA hastalari, gogunlukla ayni1 tip mutasyonu tagimalarina ragmen, hastalik
klinik olarak farkli ciddiyette seyretmektedir. SMA, Uluslararas1 SMA
Konsorsiyumu kriterlerine gore, baslangic yast ve motor fonksiyonlar dikkate
alinarak 4 tip altinda gruplandirilmaktadir (Tip I-1V). Hastaligin en ciddi formunda
(SMA tip 1), hastalik ilk 6 ayda belirtilerini gostermekte ve cocukluk g¢aginda
goriilmektedir. Hastalar, genellikle solunum yetmezIligi ve yutma giicligii nedeniyle
dogumu takiben 2 yil igerisinde kaybedilmektedir. Hastaligin ara formu olan tip 1l

SMA’da bulgular 6-18 ay igerisinde ortaya c¢ikmakta, hastalar desteksiz
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oturabilmekte ancak yiirliyememektedir. 18 aydan sonra bulgu vermeye baslayan,
hastaligin hafif formlarindan biri tip III SMA’ dir. Hastalar destek almadan
yuriiyebilmekte ancak ilerleyen donemlerde tekerlekli sandalyeye bagl kalmaktadir.
Hastaligin en hafif formu olan tip IV, en az goriilen tipi olup semptomlar eriskin
donemde, genellikle otuzlu yaglarda goriilmeye baslamakta ve hastalik yavas

ilerlemektedir (50, 51).

2.4.1. Molekiiler Genetik Ozellikleri

SMA, 5011.2-13.3 kromozom bolgesinde yer alan SMNI1 genindeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (52). Hastalarda ¢ogunlukla (%90-94) SMN1
geninin 7. ve 8. eksonlarinda homozigot delesyonlar goriilmektedir. Insan
genomunda, 27 kb uzunlukta ve 9 eksondan (1, 2a, 2b, 3-8) olusan SMN1 geninin,
SMN2 olarak adlandirilan homolog bir kopyasi bulunmaktadir. Kopyalar %99
oraninda benzer olmakla birlikte 7. eksonun 6. pozisyonunda meydana gelen sitozin
(C) timin (T) transisyonundan (C->T) dolayi, SMN2 geninde kodlanan amino asit
degismemekte fakat transisyon bu bolgede splicing’in dogrulugunu kontrol eden ve
bulundugu eksonun olgun mRNA i¢inde yer almasini saglayan exonic splice
enhancer (ESE) dizisini bozarak exonic splicing silencer (ESS) dizisinin olugsmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle, ESE dizilerine baglanmas1 gereken serin (S) ve arjinin
(R) amino asitlerince zengin SR protein ailesinin baglantis1 bozulmakta ve yeni
olusan ESS dizilerine heteroniikleer riboniikleoprotein (hnRNP) ailesi
baglanmaktadir. Dolayisiyla, transisyon nedeniyle post-transkripsiyonel bir
mekanizma olan RNA splicing sirasinda hata olusmaktadir. Sonugta SMN2 geni
tarafindan kodlanan transkriptlerin %90’ inda 7. ekson atlanmakta (A7-SMN), kisa,
oligomerize olamayan ve kararsiz bir SMN proteini sentezine neden olmaktadir (53,
54). Ekson 7 igeren SMN2 transkriptleri tarafindan yaklasik %10 oraninda dogru
uzunlukta protein sentezlenebilmesine karsin bu miktar motor ndéron kaybini

onleyememektedir (Sekil 2.9.).

SMN2 geninin farkli sayida kopyalari bulunmakta olup bu kopyalarin
sayillarina paralel olarak dogru uzunluktaki SMN protein miktarinin arttig

bilinmektedir. SMN2 gen kopyalart fazla olan kisilerin hastaliklarmin hafif
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seyretmesi nedeniyle, SMN2 geni hastaligi modifiye edici gen olarak kabul
edilmektedir. SMN2 gen kopya sayisi tip I SMA hastalarinda 1-2; tip Il SMA
hastalarinda 2-3; tip III SMA  hastalarinda 3-6 arasinda degiskenlik

gostermektedir.(55, 56).

Saglikh bireyler

SMA hastalan

SMN1 geni —x-u---s-~-*---r[’--- SMN2 geni _--».-n-,-.-.._._|,-._
C T
! &~ N
Pre-mRNA
Dogru splicing Hatali splicing

Dogru splicing

mRNA FEEEEELTEEE GGy G000
| Tam uzunluktaki mRNA (%10)  Kisa mRNA (%90)
Fonksiyonel SMN proteini Fonksiyonel SMN proteini Fonksiyonel olmayan
SMN proteini
ekzon 7 veya ekzon 7/8 delesyonu
SMINI eNni == i = i =l 3 = § = & = § = b s——m SMNdeni_x-.-.-»-:-n—:-r.-'r-n_
| i
— ~
Pre-mRNA I W L A H H] EEEDHEHEHEEHD
1 Dogru splicing Hatali splicing
CGI=TT5T4T5] !
mRNA — (I I3 I W I KW AW K6 0 R I Y I K R
L Tam uzunluktaki mRNA (%10)  Kisa mRNA (%90)
~ 2 /I‘,\ . ‘:LF 7Y "l\'
\ \ "_,
S /4 o
Fonksiyonel olmayan Fonksiyonel SMN proteini Fonkmyone! o.lmayan
SMN proteini

SMN proteini

Sekil. 2.9. SMN1 ve SMN2 genleri arasindaki farklililk ve SMN2’deki splicing
hatasinin sematik gosterimi (98).
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2.4.2. SMN Proteini ve Fonksiyonlari

SMN genlerinin {iriinii, 294 amino asit uzunlugunda ve 38 kDa agirligindaki
SMN proteini, sitoplazmada ve ¢ekirdekte bulunan nuclear body (Gem and Cajal
body) adi verilen kiiresel yapilarin iginde yerlesim gostermektedir (57). SMN
proteininin yerlesimi hiicre tipine gore farklilik gosterebilmektedir. Noronlarda hiicre
govdesi, akson ve dendritlerde, ayrica bu uzantilarin dallanma noktalarinda ve ug
kisimlarindaki biiyltime bolgelerinde, kalp ve iskelet kasi hiicrelerinde ise sarkomerik
z-disklerde SMN proteininin yogunlastig1 gosterilmistir (58). Gelisim asamasina ve
dokuya 6zgii ifade edilen SMN proteini omurgalilarda bobrek, karaciger, omurilik ve
beyinde yiiksek; iskelet ve kalp kasinda orta, lenfosit ve fibroblastlarda diisiik
diizeyde ifade edilmektedir. Ayrica, omurgasiz canlilarda (Caenorhabditis elegans,
Drosophila melanogaster) ve tek hiicreli okaryotlarda da SMN proteinin varligi
gosterilmistir. Hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalarda SMN proteini eksikliginin
embriyonik dénemde 6liime neden oldugu dolayisiyla organizma i¢in hayati bir

oneme sahip gosterilmistir (59, 60).

SMN proteini yapisal olarak, N terminalinde Tudor domaini ve niikleik asit
baglanma domaini, C terminalinde ise prolince zengin poli-prolin domaini,
sitoplazmik stabiliteyi saglayan domain ve oligomerizasyonu saglayan Y/G kutusu
icermektedir. SMN proteini, Gemin proteinleri (Gemin 2-8) ile bir araya gelerek
kararli yapida bir multi-protein kompleksi olusturur ve RNA metabolizmasinda
gorev alir. SMN proteininin RNA splicing, transkripsiyon, translasyon, DNA tamiri,
endositoz ve otofaji gibi farkli biyolojik mekanizmalarda gorevli ¢ok sayida protein
ile etkilesimde oldugu gosterilmistir (Sekil 2.10.) (61, 62, 63).

SMN proteini, RNA splicing’deki fonksiyonu nedeniyle housekeeping bir
protein olmasina ragmen kaybi en fazla motor néronlar etkilemektedir. SMA’l1
hayvan modellerinden kurulan primer noéron kiiltiirleri, SMA hastalarina ait
indiiklenmis pluripotent hiicreler ve nodron-benzeri hiicre hatlar1 ile yapilan
caligmalarda, SMN eksikliginde akson boyunun kisaldig1 ve dallanmasinin arttigi,
ayrica uzantilarin yerlesiminin degistigi ve aksonal transportun hatali gerceklestigi
gosterilmistir. Noron morfolojisinde ve fonksiyonunda goriilen bu hatalar hiicre

iskeleti elemanlarinin yapisal ve fonksiyonel bozukluklariyla iligkilendirilmistir (64-
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68). SMN proteininin hiicre iskeleti elemanlar1 ve diizenleyici sinyal yolaklarinda
gorevli proteinlerle de iligskisi saptanmig; SMN eksikliginin hiicre iskeleti

dinamiklerinde degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (67, 70).

SMN eksikliginin aktin iskeleti {izerine etkilerine yonelik yapilan
caligmalarda, F-aktin proteininin miktarinin degistigi ve hiicre igerisinde hatali
yerlestigi  bildirilmistir (67). Aktin proteinine baglanarak filament yapisinin
diizenlenmesinde gérev alan proteinlerden olan plastin 3 ve profilin lla’nin  SMN
eksikliginde ifadelerinin arttig1 gosterilmistir (67, 69). Profilin Ila’daki ifade
degisikliginin aktin dinamigini kontrol eden ROCK kinaz ile etkilesiminin artmasina
neden oldugu, ROCK ile birlikte AKT ve ERK sinyal yolaklarindaki proteinlerin

fosforilasyonlarinin degistigi saptanmistir (67, 71, 72).

SMN eksikliginde ara filamentlerde de hatalar gosterilmistir. SMA’l1 fare
modelinde, noromiiskiiler kavsakta yer alan aksonlarin terminalinde fosforile
norofilament agir zincir (pNF-H) birikimi saptanmistir (79). Ayrica, baska bir
SMA’11 fare modeli ile yapilan ¢aligmada; noromiiskiiler kavsakta yer alan motor
noronlardaki  fosforile norofilament birikimi nedeniyle sinaptik  vezikiil
yogunlugunun ve ndrotransmitter saliniminin azaldigi gosterilmis, ndromiiskiiler

baglant1 bolgelerinde fonksiyon bozuklugu saptanmistir (76-78).

SMN eksikliginde aktin ve ndrofilamentlerde goriilen hatalarin yani sira

mikrotiibiil iskeletinde de degisiklikler saptanmustir.
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Sekil 2.10. SMN proteini fonksiyonlarinin sematik gdsterimi (63).

2.5. SMA’da Mikrotiibiil Hatalar:

In-vitro ve in-vivo SMA modelleri ile yapilan ¢alismalarda, SMN
eksikliginde mikrotiibiillerin mimarisi ve polimerizasyonundaki degisiklikler
gosterilmis  ancak altinda yatan molekiiller mekanizmalar detayli olarak

aciklanmamustir.

SMN ifadesi baskilanan NSC34 fare motor ndron benzeri hiicreleri ve
SMA’nin ciddi formunu yansitan bir fare modelinin omurilik dokularinda yapilan bir
caligmada, mikrotiibiil depolimerizasyonunu saglayan statmin proteininin ifadesi
yiiksek bulunmus, tiibiilin polimerizasyonunda azalma saptanmis ve aksonlarda
mitokondri transportunun hatali gergeklestigi gosterilmistir. Ancak statmin ifadesi

azaltildiginda farelerin 6miir uzunlugunda bir artis saptanmamustir (70).
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SMN proteini eksikliginde mikrotiibiil stabilizasyonunda gorevli asosiye
proteinlerden biri olan TAU proteininde fosforilasyon degisiklikleri saptanmuistir.
SMA’nin ciddi formuna ait bir fare modeline ait motor néronlarda ve hasta omurilik
dokularinda TAU’nun serin 202 (S202) and treonin 205 (T205) amino asitlerindeki
fosforilasyonunun, Cdk5 aktivitesindeki degisiklikler nedeniyle arttig1 gosterilmistir.
Fare modelinde TAU knock-out edildiginde ise noromiiskiiler kavsak denervasyonu
ve motor noron dejenerasyonu diizeltilebilmis, ancak hiperfosforile TAU’nun
mikrotiibiil stabilitesi lizerine etkileri arastirllmamistir (73). SMA hastalarina ait
indiiklenmis pluripotent kok hiicre kokenli motor néronlarda yapilan ¢alismada ise,
Bl1I-tiibiilin'in ekspresyonunun ifadesinin azaldig1 gosterilmistir (80,81).

SMA ile ilgili olarak Anabilim Dali’mizda tez galismasi oncesinde yapilan
arastirmalarda, mikrotiibiil stabilitesinin saglanmasinda gorevli MAP1B, MAP2 ve
EB3 proteinlerinin ifadesinde degisiklikler saptanmistir. SMN gen ifadesi SIRNA ile
baskilanan fare motor néron benzeri NSC34 hiicrelerinde ve hastaligin en ciddi
formunu yansitan SMA tip I Taiwanese fare modelinin pre-semptomatik doneme ait
omurilik dokularinda, MAP1B proteininin diizeyinde artis saptanmigtir (hakem
degerlendirmesinde). Ayrica, MAP1B’nin etkilesimde oldugu mikrotiibiil pozitif ug
proteinlerinden olan EB3 proteininin miktarinda da azalma saptanmistir (82).
Biyoinfomatik analizlerimiz sonucunda, SMA tip I hastasina ait indiiklenmis
pluripotent kok hiicre kdkenli motor néron hiicrelerinde ve SMA tip I Taiwanese fare
modeline ait omurilik dokularinda MAP2 gen ifadesinin arttigi belirlenmistir. Bu
artis SMN ifadesi baskilanan hiicrelerde ve SMA tip 1 Taiwanese fare modelinin
farkli gelisimsel donemlerine ait omurilik ve beyin dokularinda deneysel olarak
gosterilmistir (75). Mikrotiibiil ile iligkili proteinlerin yani sira ¢alismalarimiz, SMN
eksikliginde o-tiibiilin post-translasyonel modifikasyonlarinda da hatalar oldugunu
gostermis; SMN ifadesi baskilanan NSC34 hiicrelerinde tiibiilin detirozinasyonun,
SMA tip I fare modelinde ise tiibiilin asetilasyonun azaldigr saptanmistir
(yaymlanmamis veri). Tiim bu sonuglar, in-vitro ve in-vivo SMA modellerinde
mikrotiibiil stabilitesinin azaldigina isaret etmistir. Ancak hastalara ait 6rneklerde

mikrotiiblil yapisindaki degisiklikler aragtirilmamastir.
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Daha once gergeklestirdigimiz calismalardan elde ettigimiz bu bulgular
dogrultusunda, SMA hastalarina ait hiicrelerde de mikrotiibiil stabilitesinin azaldigi
hipotezi kurulmus ve bu tez calismasinda SMA hastalarinin primer fibroblast

kiiltiirlerinde mikrotibiil stabilitesi arastirilmistir.
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3. GERECLER VE YONTEMLER
3.1. GERECLER
3.1.1. Hiicre Kkiiltiirii calismalari

Tez kapsaminda, ticari olarak daha dnce temin edilmis olan ve klinik olarak
farkli ciddiyette seyreden 2 SMA hastasina ve 2 saglikli kontrol bireye ait primer
fibroblast hiicreleri kullanilmistir. SMN1 geni 7 ve 8. eksonlarinda homozigot
delesyon ve 3 kopya SMN2 geni bulunan SMA hasta hiicreleri (tip I: GM09677 ve
tip 11: GMO03813) ile bir saglikli kontrol fibroblast hiicresi (kontrol II: GM08333)
Coriell Cell Repository’den, diger saglikli kontrol fibroblast hiicresi ise (kontrol I:
PCS-201-012) American Type Cell Culture Collection’dan (ATCC) temin edilmistir.
Tez calismast kapsaminda, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurul Bagkanligi’na yapmis oldugumuz basvurumuzda (Tarih:
02.07.2019 Karar No: 19/722) calismanin etik kurul kapsami disinda oldugu
bildirilmistir (Bkz. EK-1)

Hiicre Cogaltma Ortami:

DMEM 4,5 g/l D-glukoz (Biological Industries) 194 ml
Fetal dana serumu (%5, Biowest) :5ml
Penisilin/streptomisin (%1, Biowest) :1ml
L-glutamin (%21, Biochrom) :1mi

Hiicre Pasajlama Ortamu:
Tripsin/EDTA (Biowest) :5ml

1IXPBS (Medicago) :5mi
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Hiicre Dondurma Ortamu:
Fetal dana serumu (%90) : 900 pl

Dimetil siilfoksit (%10, DMSO, Sigma) : 100 pl

Hiicre Sayimu:
Tripan mavisi (ThermoFisher, %0,4 )

Cedex XS Hiicre Analizi Cihazi (Roche)

Morfometrik Analizler:

Leica DMIL floresan atagmanli inverted mikroskop

Hiicre Proliferasyon Hiz1 Analizi:

MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)- 2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolyum) analiz kiti (Abcam)

SpectraMax M2 spektrofotometre (Molecular Devices)

3.1.2. Protein Izolasyonu ve Miktar Tayini

RIPA Tamponu:

Tris- HCL (pH: 7.5, 20 mM, Sigma) : 6 ml (1 M stok soliisyon)
NaCl (137 mM, Sigma) 12,4 0r

B-glucofosfat (25 mM, Sigma) 11,62 gr

EDTA (2 mM, Sigma) :1200ul (0.5 M stok sol.)
Sodyum ortovanadat (1 mM, Sigma) :1500 pul (200 mM stok sol.)
TritonX-100 (%1, Sigma) : 30 ml (%10 stok soliisyon)

Deoksikolat (%1, Sigma) :3gr
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Proteaz inhibitor tablet (Roche) :1:50
Fosfataz inhibit6r tablet (Roche) :1:20

240 ml dH20 eklenir.

Sogutmali santrifiij (Boeco)

Sonikator (Sonics Vibra Cell, islemci modeli VCX 130, prob modeli CV 18)

Protein Konsantrasyon Tayini:

Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)

Spektrofotometre (SpectraMax M2 )

3.1.3. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Western Blot

%12 Ayirict Jel Hazirlama Tamponu (pH:8,8):
Tris baz (Sigma) 1139
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma) :0,3¢

dH20 ile 100 m1’ye tamamlanir.

%S35 Toplayici Jel Hazirlama Tamponu (pH:6,8):
Tris baz (Sigma) 14,549
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma) 10,69

dH20 ile 100 ml’ye tamamlanr.
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%40 Akrilamid-Bisakrilamid:
Akrilamid (Sigma) 119,56 ¢
Bisakrilamid (Sigma) 10,549

dH20 ile 50 ml’ye tamamlanur.

%10 Amonyum Persiilfat (APS):
Amonyum Persiilfat (Sigma) :0,1g¢

dH20 ile 1 ml’ye tamamlanr.

SDS — Poliakrilamid jel igerikleri:

%5 Poliakrilamid jel (Toplayict jel)

dH20 4,25 ml
Toplayici Jel Hazirlama Tamponu “1ml
%40 Akrilamid/Bisakrilamid 2750 ul
TEMED (Sigma) : 10 ul
APS 160 ul

%12 Poliakrilamid jel (Ayirici jel)

dH20 16,35 mi
Ayirict Jel Hazirlama Tamponu 16 mi
%40 Akrilamid/Bisakrilamid 25,65 mi
TEMED (Sigma) 10 pl

APS : 100 pl
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Yiikleme Tamponu (5X Laemmli):

1M Tris Baz, pH 8 (Merck) :5ml
Gliserol (Merck) :5ml
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma) :15¢g
Brom Fenol Mavisi :5mg
2-Merkaptoetanol (Sigma) :2,5ml

Western Blot

e Protein molekiiler agirlik belirleyicisi, ColorBurst™ Electrophoresis Marker

(Sigma)

Nitroseliilloz Membran (BioRad)

Coomassie Brillant Mavisi (Sigma)

Ponceau-S (Sigma)

SuperSignal™ West Femto Kemiliiminesans Substrat Kiti (ThermoFisher)

Mini protean elektroforez sistemi ve gii¢ kaynagi (Biorad)

GeneGnome5 Kemiliiminesans Goriintiileme Cihazi (Syngene)

5X Yiiriitme (Elektroforez) Tamponu:

Tris Baz, pH: 8 :1515¢
Glisin ( Sigma) 1729
Sodyum dodesil siilfat (SDS) :5¢g

1X i¢in 200 ml stoktan alinir, dH20 ile 1000 ml’ye tamamlanir.



5X Transfer Tamponu:
Tris Baz, pH: 8
Glisin (Sigma)

Metanol

:15,15¢9
17249

: %20
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1X igin 200 ml stoktan alinir, 200 ml metanol taze olarak eklenir ve fistii

dH-0 ile 1000 ml’ye tamamlanur.
10X TBS, (pH;7.6):

Tris Baz (Sigma)

NaCl (Sigma)

dH20 ile 1 litreye tamamlanr.

Yikama Tamponu (1X TBS-T) (pH:7.4):
10X TBS
Tween20 (Sigma)

dH20 ile 1 litreye tamamlanur.

%5 Bloklama Soliisyonu:
Siit tozu

TBS-T, %0,1

%20 SDS, (pH : 7.2):
SDS

dH-.0

12449

:8049

: 200 ml

1 ml

19
: 20 ml

1209

2100 mi



Coomassie Blue ¢ozeltisi:

Coomassie Brilliant Blue R-250 : 9%0,025
Metanol : %40
Glasiyal asetik asit : %7

Primer Antikorlar:
e Anti-Asetil o-tiibiilin (Fare monoklonal, Sigma) (1:1000)
e Anti-Detirozin a-tiibiilin (Tavsan poliklonal, Millipore) (1:500)
e Anti-a tiibiilin, (Fare monoklonal, Sigma) (1:1000)

e Anti-GAPDH (Fare monoklonal, Ambion) (1:5000)

Sekonder Antikorlar:

e Anti-tavsan horseradish peroksidaz-konjuge (HRP), Amersham (1:4000)
e Anti-fare horseradish peroksidaz-konjuge (HRP), Sigma (1:8000)

Stripping Soliisyonu:

Tris HCI 1312 ul

2-Merkaptoetanol 1375 ul
%20 SDS pH:7.2 :500 pl
dH,O 14,15 ml
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65 °C hibrizidasyon firminda 30 dakika bekletilerek baglanan antikorlar

uzaklastirilir.



3.2.4. Iimmiinfloresan Boyama ve Kantitatif Mikroskopi

e Konfokal mikroskop (Zeiss LSM 510, Lazer Taramali)
e Floresan atagmanli upright mikroskop (Carl-Zeiss 2)

e Prolong Anti-Fade Soliisyonu (Thermo Fisher Scientific)

Fiksasyon:
%4 PFA :100 ml
%20 BSA:
BSA ‘19
TBS-T :5mil

%1 hazirlamak i¢in %20 BSA’dan 50 pl kullanilir.

Triton™ X-100 (%10):

Triton™ X-100 (Thermo Scientific) 22ml

PBS :18 ml
1X Yikama Soliisyonu:

dH20 119

PBS Tablet (Medicago) : 1 adet

920 ul PBS alinarak, bloklama ¢ozeltisi 1 litre’ye tamamlanur.
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Bloklama Tamponu :
Triton™ X-100 (%10)
Sigir serum albumin (%20 BSA)
Keg¢i serumu (Sigma)

PBS

Antikorlar:

:30 ul
:50 pl
50 ul

: 870 ul

e Anti-Asetil a-tiibiilin primer antikor (Fare monoklonal, Sigma), (1:100)

e Anti-fare Alexa flour 488 sekonder antikor (Invitrogen) (1:500)
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Tez kapsaminda ticari olarak daha 6nce temin edilmis olan ve klinik olarak
farkli ciddiyette seyreden 2 SMA hastasina (tip I ve II) ve 2 saglikli kontrole, ait
primer fibroblast hiicrelerinin agagida belirtildigi sekilde kiiltiirii yapilmustir.

Fibroblast hiicrelerinin acilmasi ve pasajlanmasi

e Sivi azotta (-196 °C) dondurulmus olan hasta ve kontrol primer fibroblast
hiicreleri 37°C su banyosunda hizlica ¢6ziildiikten sonra hiicre kiiltiirii kabini
icerisinde ¢cogaltma ortami igeren 15 ml falkon tiipler igerisine alindu.

e Hiicreler 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatan atilarak pelet 3 ml ¢ogaltma ortamu ile resiispanse edildi ve 75
cm?’lik kiiltiir kaplarina aktarilarak 37°C, %5 CO. inkiibatore kaldirildu.

e Hiicrelerin yaklagik %80 yogunluga ulagsmasinin ardindan, kiiltiir ortami
uzaklastirildi ve kiltiir ortami 5 ml 1XPBS ile yikanarak oli hiicreler
uzaklastirildi.

e PBS uzaklasgtirildiktan sonra 5 ml Tripsin/EDTA eklendi ve hiicreler 2 dakika
37 °C, %5 COz2 igeren etiive kaldirildi. Boylece hiicrelerin kiiltiir kabindan
kaldirilmasi saglanda.

e Tripsinin inaktivasyonu amaciyla 6 ml ¢ogaltma ortami koyularak hiicreler
resiispande edildi. Hiicreler 15 ml tiipe toplandiktan sonra 2000 rpm’de 10
dakika santrifiije edildi.

e Supernatan atildi ve pelet 3 ml ¢ogaltma ortam ile resiispanse edilerek 1:5
orani korunacak sekilde yeni kiiltiir kabina aktarildi.

e Kiiltiir kaplarindaki hiicreler yaklasik %80 yogunluga ulastiginda Cedex XS
cihazi ile sayildi ve deneysel calismalar i¢in asagida belirtilen sekilde kiiltiir
kaplarina aktarildi.

- Western blot ¢alismalari i¢in: 100 mm kiiltiir kaplarina 1.500.000
hiicre

- Morfometrik analizler i¢in: 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 70.000 hiicre
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- Proliferasyon hizi analizi ig¢in: 96 kuyucuklu mikroplakalara 4000
hiicre
- Immiinfloresan boyama calismalar1 igin: 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina

70.000 hiicre

e Tim c¢alismalarda 15. pasajdan erken pasaj sayisina sahip hiicreler

kullanilmis olup deneyler ardisik pasajlarda olmak lizere 2-3 Kkez

tekrarlanmigtir.

Fibroblast hiicrelerinin dondurulmasi

Hiicreleri dondurmak i¢in %10 DMSO ve %90 c¢ogaltma besiyeri igeren
dondurma ortami hazirlandi.

Hiicreler 1:1 oraninda dondurma ortaminda resiispande edildikten sonra cryo
tiiplere aktarildu.

Tiipler 6nce -80°C derin dondurucuya sonra da sivi azota (-196°C) alinarak

kademeli olarak donduruldu.

1. Morfometrik Analizler

Morfolojik analizler i¢in hiicre kiiltiirlinde ¢ogaltilan hiicreler 6 kuyucuklu
kiiltiir kabma 70.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde triplike olarak dagitildu.

1 gece 37 °C, %5 CO2 igeren etiive kaldirilarak hiicrelerin yapismasi
saglandi.

Inkiibasyon siiresinin ardindan hiicreler 151k mikroskobunda 10X objektif
kullanilarak goriintiilendi ve fotograflandi.

Hiicre morfolojilerinin analizi i¢in her kuyucuktan 3 farkli alanin fotografi
cekildi.

Her fotografta hiicrenin sinirlarinin net olarak belirlenebilecegi 5 hiicrenin
toplam alani, gévde alani, boyu, eni, boy/en oranlar1 (axis ratio), ve filapod
uzunluklar1 ImageJ programi kullanilarak 6l¢iildii (toplam 45 hiicre/deney)

(Sekil 3.1).
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Analizlere bagka bir hiicreyle ¢akismayan ve sinirlari tam olarak goriilebilen

hiicreler dahil edildi. Fotograf alaninin kenarinda kalan ve sinirlar1 tam belli

olmayan hiicreler analiz diginda birakild:.

Morfometrik analizler 3 ardisik pasajda tekrar edildi. Boylece her bir sart igin

toplam 135 hiicre, kor (blinded) olarak analiz edildi. Hasta hiicrelerin

morfolojileri saglikli kontrol hiicrelerle karsilastirmali olarak degerlendirildi.

Morfolojik 6lgiimler Image J programi ile asagida belirtildigi sekilde yapildi.

“Set settings” kismindan, “set scale” segilerek kullanilan objektif

bilgileri asagida gosterildigi gibi girildi:

Li Set Scale >

Distance in pixels: |290

Known distance:

Pixel aspect ratio:

B
1

3
0

0

17

Unit of length:  |u

Click to Remove Scale |

Scale: 0.4603 pixels/um

OK | Cancel| Help|

Hiicre ve govde alan olglimleri i¢in “Polygon selections” segildi.

4 Imagel
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Olofa]o| |4 s~ Ala|o|F Z |kl

++
O

¢m|=e|~]

*

“Segmented Line” secildi

Hiicre boyu, eni, filopod uzunluk Ol¢timleri igin “Straight” ardindan

g’ Imagel
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Oojc|oB4 A Ala]o|@ z KU

T+
e,

¢r|=|e

b

e

Olgiim alanlari, yukaridaki sekilde belirlendikten sonra ‘Analyze’

kismindan ‘measure’ segilerek, Olclimlere dair sayisal degerler elde

edildi.
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Sekil 3.1. SMA ve kontrol primer fibroblast hiicrelerinde morfolojik analizler igin
hazirlanan deney planinin sematik gosterimi ve Ol¢iim bolgelerini belirten 6rnek
fotograflar.
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2. Hiicre Proliferasyon Hizi1 Analizi

SMA hastalar1 (tip | ve tip Il) ve saglikli kontrollere ait hiicrelerin belirli
zaman araligindaki proliferasyon hizlari es zamanl olarak MTS yontemi ile analiz
edilmistir. MTS yontemi, canli hiicrelerin mitokondrileri tarafindan artan NAD(P)H
bagimli dehidrogenaz enzim aktivitesi ile MTS tetrazolyum bilesiginin indirgenmesi
ve formazan olusumu prensibine dayanmaktadir. Proliferasyon analizleri asagida

belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.

e MTS analizi i¢in hiicreler otomatik sayim cihazi (CedeXs) cihazi ile
sayildiktan sonra bes adet 96 kuyucuklu mikroplakaya 4000 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde triplike olarak dagitildi.

e Mikroplakalardan biri, baslangigta sayilarak kiiltiir kaplarina dagitilan 4000
hiicrenin absorbans degerinin belirlenmesi amaciyla 2 saat, digerleri 24, 48,
72 ve 96 saat 37°C, %5 CO:z etiivde inkiibe edildi.

e Inkiibasyon siireleri bitiminde kuyucuklara 20 pm MTS uygulandi. Hiicreler
2 saat 37°C, %5 CO; etiivde inkiibe edildi ve olusan formazan 490 nm dalga
boyunda spektrofotometrik (Spectramax M2, Molecular Devices) olarak
olgtldi.

e Hasta hiicrelerin proliferasyon hizlar1 saglikl hiicrelerle kargilagtirmali olarak

degerlendirildi.

3.2.2. Protein Izolasyonu ve Miktar Tayini

e Protein izolasyonu amaciyla, 2 adet 100 mm kiltir kabma 1.5 milyon
hiicre/kap olacak sekilde dagitildi ve hiicrelerin yapismasi i¢in kiiltiir kaplart 1
gece 37°C, %5 CO: inkiibatore kaldirildi.

e Ertesi giin soguk ile mikrotiibiil depolimerizasyonunun indiiklenmesi amaciyla
kiiltiir kaplarindan biri 4°C’de 1 saat, diger kiiltiir kab1 ise 37°C’de 1 saat
inkiibatorde tutuldu.

e Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler proteaz ve fosfataz iceren RIPA lizis
tamponu icerisine toplandi.

e Ornekler protein izolasyonu amaciyla buz iizerinde 15 dakika sonike edildi.
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e Sonikasyondan sonra 6rnekler 14.000 rpm’de 4°C’de 20 dakika santrifiij edildi.
e Siipernatan temiz 1,5 ml tiipe aktarild1 ve izole edilen proteinler miktar tayini

yapilana kadar -80 °C’de saklandi.

BCA Protein Assay kiti kullanilarak, izole elde edilen protein miktarlari
belirlendi. %1 SDS igerisinde farkli BSA konsantrasyonlarina sahip standartlar

kullanilarak standart egri ¢izildi.

Tablo 3.1. Protein miktar tayininde standart egri ¢izilmesi i¢in kullanilan BSA

konsantrasyonlari.
Standart Kullanilan %1 Kullanilan Konsantrasyon
Numaralani SDS Miktar: (ul) BSA miktar1 (ul) (ng/nl)
0 50 0 0
1 47,5 2,5 0,1
2 40 10 0,4
3 30 20 0,8
4 20 30 1,2

e Protein 6rnekleri %1 SDS ile 10 kat seyreltildi. 50A:1B oraninda hazirlanmis
olan calisma ¢ozeltisi (working reagent) 1 ml olacak sekilde eklendikten sonra
ornekler 37°C’deki inkiibator icerisinde 30 dakika bekletildi.

e Orneklerin 562 nm dalga boyundaki absorbans degerleri, triplike olacak
sekilde spektrofotometik olarak Olgiildii. Standart egri yardimiyla proteinlerin

konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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3.2.3. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Western Blot

Mikrotiibiil stabilite belirtecleri olan asetil ve detirozin a-tiibiilin miktarlart

Western blot yontemi kullanilarak arastirllmistir. Calismalar asagida belirtilen

sekilde gergeklestirilmis olup ardisik pasajlardan toplanan hiicrelerle 3 kez tekrar

edilmistir.

Camlar etanol ile temizlenip aparata takildiktan sonra iki cam arasinda sizinti
olup olmadig1 kontrol edildi.

SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile molekiiler agirliklarina gére ayrilmasi
icin ayirict jel (%5) taraktan yaklagik 1 cm asagisina kadar dokiildi.

Jel polimerizasyonunu takiben toplayici jel (%12) camlar arasina dokiildii ve
taraklar yerlestirildi.

Polimerlesen jelden taraklar cikartilip jel Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell (Biorad) tankina yerlestirildi.

Ornekler 30 ug olacak sekilde 1:5 oraninda 2-merkaptoetanol iceren 5X
laemli tamponu ile karistirildi ve proteinlerin denatiire olmast amaciyla 95 °C
de 7 dakika kaynatilarak buz icerisine alindu.

Jele 10 ul protein molekiiler agirlik belirleyicisi ve 6rnekler yiiklendi.

Ornekler elektroforezde 120 V‘da 2 saat yiiriitiilerek proteinlerin molekiil

biiyiikliiklerine gore ayrimi gergeklestirildi.

Islak Transfer

9/6 cm boy/en oraninda olacak sekilde kesilen 1 adet nitroselilloz membran, 4
adet Whatmann kagidi ve siingerler transfer tamponunun iginde 5 dakika
bekletildi.

Elektroforez sonrasinda toplayici jel kesilip atilarak ayirici jel tamponun igine
alind.

Islak transfer igin kasetin siyah kapagindan baslayarak sirasiyla siinger, 2 adet
Whatmann kagidi, jel, membran, 2 adet Whatmann kagidi, siinger konularak

sandvi¢ hazirlandi.
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e Transfer tamponu igeren tanka kasetler ve buz kalib1 yerlestirilerek 150 V’da
1,5 saat proteinlerin jelden nitroseliiloz membrana transferi saglandi.
e Transfer sonrasinda jel Coomassie Brilliant Mavisi ile, membran ise Ponceau

S ile boyanarak transfer kontrol edildi.

Bloklama ve Antikor Inkiibasyonlari

e Transfer islemi sonrasinda 6zgiil olmayan antikor baglanmalarin1 6nlemek
amaciyla membran %35 siit tozu igeren bloklama soliisyonu igerisinde
calkalayicida 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

Primer antikorlar, bloklama soliisyonu igerisinde, geregler kisminda belirtilen
oranlarda seyreltilerek +4 °C’de 16 saat siire ¢alkalayicida inkiibe edildi.

e Ertesi giin baglanmayan antikorlarin uzaklastirilmast amaciyla yikama
tamponu ile 3 defa 10 dakika araliklarla yikamalar gergeklestirildi.

e Membran, 1:4000 ya da 1:8000 oraninda seyreltilmis olan horseradish
peroksidaz (HRP) isaretli uygun sekonder antikorlar ile 1 saat oda
sicakliginda galkalayici tizerinde inkiibe edildi.

e Sekonder antikor inkiibasyonu sonrasinda membran yikama tamponu ile 4
defa 10 dakika araliklarla yikandi.

e Protein bantlarinin goriintiilenmesi amaciyla, West Femto Supersignal
kemiliiminesans kit soliisyonlar1 1:1 oraninda karistirildi ve goriintiileme
karisimi hazirlandi. Membran goriintiilleme karisimi ile 5 dakika karanlikta
inkiibe edildi. GeneGnome goriintiileme cihazina yerlestirildi ve CCD kamera
ile goriintiilendi.

e Normalizasyon amaciyla ifadesi degismeyen housekeeping protein olarak
GAPDH ve o-tlibiilin kullanilmis ve bu proteinleri goriintiilemek i¢in
onceden membran iizerine uygulanan antikorlar stripping islemi ile
uzaklastirilmistir. Bu islemde membran hibridizasyon firininin i¢inde 65
°C’de 30 dakika bekletilmistir. Ardindan ti¢ kez hizli, ardindan ii¢ kez 10’ar
dakika %0,1 TBS-T ile yikanmis, bloklama ve antikor uygulamalari

sonrasinda protein bantlar1 goriintiilenmistir.
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Protein bantlar1 dansitometrik olarak ImageJ programi kullanilarak analiz
edilmistir. Asetil ve detirozin tiibiilin proteinlerine ait bantlar, dnce o -
tiibiilin, ardindan GAPDH’e gore normalize edilmistir. Hasta hiicrelerin asetil
ve detirozin o-tliblilin miktarlari, kontrol hiicrelerle karsilagtirmali olarak

degerlendirilmistir.

3.2.4. immiinfloresan Boyama ve Kantitatif Mikroskopi

Immiinfloresan boyama ¢alismalar1 igin hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilan hiicreler
6 kuyucuklu kiiltiir kaplarma 70.000 hiicre olacak sekilde triplike olarak
dagitildi.

1 gece 37 °C, %5 CO2 igeren etiive kaldirilarak hiicrelerin yapismast
saglandi.

Hiicreler immiinfloresan boyama g¢alismalari igin %4 PFA ile 10 dakika fikse
edildi.

PFA’nin uzaklastirilmas: amaciyla hiicreler 1XPBS ile 2 kez 5’er dakika
yikandi.

%1 BSA, %S5 ke¢i serumu ve %10 Triton-X 100 igeren soliisyon igerisinde 1
saat oda sicakliginda bloklandi.

Bloklama soliisyonu uzaklastirildiktan sonra 1:100 oraninda seyreltilmis
asetil o-tliblilin primer antikoru ile hiicreler 4°C’de 1 gece nemli ortamda
inkiibe edildi.

Primer antikor uzaklastirildi ve hiicreler 1XPBS ile 3 kez 5’er dakika yikandu.
Hiicrelere 1:500 oraninda sekonder antikor uygulanarak 1 saat oda
sicakliginda, karanlik ortamda inkiibe edildi.

Sekonder antikor uzaklastirilarak hiicreler 1XPBS ile 4 kez 5’er dakika
yikandi.

Lam ve lamel, DAPI igeren prolong anti-fade soliisyonu ile kapatildi.
Hiicreler florasan atagmanli upright mikroskop (Carl-Zeiss 2) ile 100X

objektif kullanilarak goriintiilendi ve fotograflandi.
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e Hasta ve kontrole ait hiicrelerin fotograflari, 151k ayar1 sabit olacak sekilde
cekildi.
e Asetil o-tlibiilin proteinine ait floresan siddet analizi ile ag yapist analizi

Image J programu ile asagida belirtildigi sekilde gerceklestirildi.

- Set settings” kismindan, “set scale” se¢ilerek, 100X objektif i¢in kameranin
piksel degerleri 11.23 piksel/um olacak sekilde ayarlandi.

- DAPI goriintiilerinden yararlanilarak ¢ekirdegin etrafi “free hand tool” ile
cevrelendi; cap uzunluklari ve ¢ekirdegin merkezi belirlendi.

- Tiim hiicre analizleri i¢in hiicrelerin etrafi “free hand tool” ile ¢evrelendi.

- Cekirdegin etrafindaki alanin analizi igin, ¢ekirdek merkezinin etrafina 50
pm x 50 pm ebatlarinda kare ¢izilerek analizlerde kullanilacak sabit bir alan
belirlendi. Bu alan igerisinde, hiicrelerin kapladigi alan belirlendi.

- Tum fotograflardan background sinyal (Rolling ball radius: 280 piksel) esit
sekilde cikartildi.

- Hiicrelerin tamaminda ve c¢ekirdegin etrafindaki alanda oOlgiimler
gerceklestirilerek 1 pm?’lik birim alandan gelen floresan sinyalin siddeti
analiz edildi. (Sekil 3.2.).

- Tim hiicre analizlerinde hasta ve kontrol’e ait 5’er hiicre, c¢ekirdek
etrafindaki alanda yapilan analizlerde ise 10’ar hiicre analize dahil edildi ve

deneyler 2 kez tekrarlandi.

Sekil 3.2. Floresan siddet analizleri igin belirlenen sabit alana ait 6rnek fotograflar.
Mavi: DAPI, Yesil: Asetil a-tiibiilin
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e Asetil o-tiibiilin ag yapisinin analizi i¢in Image J programinin “Sholl

Analysis” plug-in’i kullanildi.

- Sholl analizlerinde daha 6nce belirlenen sabit alan kullanild1 ve fotograflar
8 bit rezoliisyona dontistiirtildii.

- Her hiicre i¢in mikrotiibiillerin en iyi segilebilecegi threshold degeri 45
olarak belirlendi ve tiim fotograflarin analizinde ayni deger kullanildi.

- Cekirdegin orta noktasindan mikrotiibiillerin en u¢ kismina bir ¢izgi
cizildikten sonra Sholl analizi gergeklestirildi.

- Cizilen ¢izgi boyunca program tarafindan, ¢ekirdek merkezinden itibaren
otomatik olarak 1 pum araliklarla konsantrik halkalar ¢izildi. Cekirdegin
merkezinden baslayarak her bir daireyi kesen mikrotiiblil sayisi ve
ortalama kesme sayilar1 hesaplandi (Sekil 3.3.).

- Analizlerde hasta ve kontrol’e ait 6’sar hiicre analiz edildi ve deneyler 2

kez tekrarlanda.
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Sekil 3.3. Sholl analizleri i¢in threshold belirlenmis (sol) ve konsantrik halka
cizilmis (sag); A) Kontrol hiicreye, B) hasta hiicreye ait 6rnek fotograflar.
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3.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler

Western Blot, morfometrik analizler ve immiinfloresan boyama
caligmalarindan elde edilen sonuglar Image J programi ile analiz edildi. Verilerin
istatistiksel degerlendirmeleri Graphpad Prism 8 programi ile gergeklestirildi.
Kullanilan istatistiksel testler sekil alt yazilarinda belirtildi. p<0.05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Kontrol Bireylere Ait Primer Fibroblast Hiicrelerinde a-
Tiibiilin Proteinlerinin Asetilasyon ve Detirozinasyon Diizeylerinin Western

Blot Yontemi ile Analizi

Stabil ve uzun Omiirli mikrotiibiillerde, a-tiibiilin proteinlerinin post-
translasyonel modifikasyonlarindan olan asetilasyon ve detirozinasyon sik
goriilmektedir (22, 23). Bu nedenle, SMA hastalarina (tip I ve II) ait primer
fibroblast hiicrelerinde o-tiibiilin proteinlerinin asetilasyon ve detirozinasyon
diizeyleri Western blot yontemi ile analiz edilmis ve saglikli kontrol hiicrelerle
karsilastirilmistir. Standart kiiltiir sicakligi olan 37°C *de gergeklestirilen ¢aligmalara
ilaveten, hasar durumunda mikrotiibiil stabilitesindeki degisikliklerin aragtirilmasi
amaciyla hiicreler 4°C’de 1 saat inkiibe edilerek mikrotiibiiller depolimerize
edilmistir. Soguk ortamda tiibiilin proteinlerinin konformasyonu degismekte, tiibiilin
proteinleri mikrotiibiile eklenememekte, bu nedenle mikrotiibiiller depolimerize
olmaktadir (17, 18, 19). Soguk ile depolimerizasyon olusturulan SMA hasta
hiicrelerindeki post-translasyonel modifikasyon diizeyleri saglikli kontrol hiicreler ile

karsilastirilmistir.

Western blot ¢alismalari, tip I SMA hasta primer fibroblast hiicrelerindeki
asetil o tiibiilin diizeyinin her iki saglikli kontrol hiicresine gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde azaldigin1 gostermistir. Tip 11 SMA primer fibroblast hiicresinde ise
asetil o-tiibiilin diizeyinde azalis gozlenmis olmakla birlikte istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (Sekil 4.1.A). Soguk uygulamasi ile hem SMA hem de
kontrol fibroblastlardaki asetil o-tiibiilin miktarinin, 37°C’de kiiltiirii gergeklestirilen
hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi saptanmis olup bu bulgu
mikrotiibiillerin soguk uygulamasi ile depolimerize edildigini gdstermistir. Soguk
uygulanan SMA ve kontrol hiicreleri birbirleriyle karsilastirildiginda o-tiibiilin

asetilasyonunda anlamli bir degisiklik saptanmamustir (Sekil 4.1.B).
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a-tiibiilin detirozinasyonu ile ilgili olarak gerceklestirilen ¢alismalarda ise,

SMA tip | ve tip Il hastalarma ait hiicrelerde saglikli kontrol hiicrelere gore

detirozinasyon diizeyinde bir azalma gozlenmis olmakla birlikte istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (Sekil 4.2.A). Soguk uygulamasi sonrasinda da hasta

hiicrelerde kontrole gére anlamli bir fark saptanmamustir (Sekil 4.2.B).

A
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KontrolI ~ Tip1  Tipn  Kontrol It

I D e — I A-a tiibilin (55 kDa)

|— ——Y_I GAPDH (38 kDa)
e o tiibilin (55 kDa)
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Sekil 4.1. SMA ve kontrol primer fibroblast hiicrelerinde a-tiibiilin asetilasyon
diizeylerinin analizi. A) SMA tip I, tip Il ve 2 adet saglikli kontrole ait fibroblast
hiicresinde asetil o-tiibiilin diizeylerini gésteren 6rnek Western blot goriintiileri ve
analiz sonuglar;, n=3, One-way ANOVA, B) Standart kiiltiir sicakliginda (37°C)
tutulan ve soguk uygulamasi (4°C) yapilan SMA tip I, tip 1l ve 2 adet saglikli
kontrole ait fibroblast hiicresinde o-tiibiilin asetilasyon diizeylerini gosteren 6rnek
Western blot goriintiilleri ve analiz sonuglari, n=4 tekrar, Two-way ANOVA,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 A-a: asetil a-tiibiilin, Veri =SEM.
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Sekil 4.2. SMA ve kontrol primer fibroblast hiicrelerinde detirozin o-tiibiilin
diizeylerinin analizi. A) SMA tip I, tip Il ve 2 adet saglikli kontrole ait fibroblast
hiicresinde detirozin a-tiibiilin diizeylerini gosteren 6rnek Western blot goriintiileri
ve analiz sonuglari, n=3, One-way ANOVA, B) Standart kiiltiir sicakliginda (37°C)
tutulan ve soguk uygulamasi (4°C) yapilan SMA tip I, tip 1l ve 2 adet saglikli
kontrole ait fibroblast hiicrelerinde detirozin o-tiibiilin diizeylerini gosteren 6rnek
Western blot goriintiileri ve analiz sonuglari, n=3 tekrar, Two-way ANOVA, DeY:
detirozin o-tiibiilin, *p<0.05, **p<0.01, Veri £SEM.
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4.2. Hasta ve Kontrol Bireylere Ait Primer Fibroblast Hiicrelerinde

Immunfloresan Boyama ve Kantitatif Mikroskopi Analizleri

SMA hastalarina ait hiicrelerde kontrol hiicrelere gore a-tiibiilin asetilasyon
diizeyinde Western blot yontemi ile saptanan azalma, immiinfloresan boyama
yontemi ile de aragtirilmigtir. Bu amagcla, azalmanin en fazla goriildiigiic SMA tip 1
hastasina ait hiicrelerde asetil o-tiibiilin boyamalar1 gergeklestirilmis, stabil
mikrotiibiillerin  hiicrelerdeki  dagilimi1  kontrol ile karsilastirmali  olarak

degerlendirilmistir. (Sekil 4.3. ve 4.4)

Immiinfloresan boyama ¢aligmalari, Western blot sonuglarini destekler
sekilde SMA tip I hastalarina ait hiicrelerde asetil o-tiibiilin miktarinin istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaldigini1 gostermistir (Sekil 4.5.). Hem kontrol ve hem de
hastaya ait hiicrelerde asetilenmis mikrotiibiillerin ¢ekirdegin etrafinda yogunlastigi
saptanmig, bu nedenle ¢ekirdegin etrafindaki alanda da floresan siddet analizleri
gerceklestirilmistir. Benzer sekilde, hastaya ait hiicrelerdeki asetil o-tiibiilin sinyal
yogunlugunda kontrole gore anlamli bir azalma saptanmistir (Sekil 4.5.). Asetil ao-
tiblilin miktarinda saptanan bu azalmanin, ag yapisina etkisinin aragtirilmasi
amactyla Sholl analizleri gergeklestirilmistir. Cekirdek etrafindaki alanda
gerceklestirilen analizler sonucunda c¢ekirdek merkezinden perifere dogru c¢izilen
konsantrik halkalar1 kesen ortalama mikrotiibiil sayisinda hasta hiicrelerde kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmistir. Azalmanin o6zellikle
cekirdek merkezinden 16 um uzakliktaki halkadan itibaren gerceklestigi ve stabil
mikrotiibiil ag yapisinin bozuldugu gosterilmistir (Sekil 4.5).
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Kontrol fibroblast

SMA tip | hasta fibroblast

Sekil. 4.3. Hasta ve kontrol hiicrelerde asetil a-tiibiilin boyamalarina ait 6rnek
fotograflar ve ¢ekirdegin etrafindaki ag yapisinin yakinlastirilmis goriintiileri, Bar;
20 um
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Kontrol fibroblast

SMA tip | hasta fibroblast

Sekil. 4.4. Hasta ve kontrol hiicrelerin konfokal mikroskop ile ¢ekilmis goriintiileri, z
ekseninden alinan 4 optik kesit cakistirilmigtir. Bar; 20 pm
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Sekil 4.5. SMA tip | hasta ve kontrol bireye (kontrol II) ait primer fibroblast
hiicrelerinde kantitatif mikroskobik analizler. A) Hiicrelerin tamami ve ¢ekirdegin
etrafindaki alana ait floresan siddet analizi sonuglar1 (sinyal/um?) (B ve C) Ag yapisi
analizi sonuglar1; B) Konsantrik halkalar1 kesen ortalama mikrotiibiil sayilari, C) Her
bir konsantrik halkay1r kesen mikrotiibiil sayilari. n=2, Student t-test, *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, Veri +SEM.
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4.3. Hasta ve Kontrol Bireylere Ait Primer Fibroblast Hiicrelerinde
Morfometrik Analizler

Mikrotiibiiller hiicre morfolojisinin ~ diizenlenmesinde  gorevli  olup
mikrotiiblil ~ stabilitesindeki  degisikliklerin  hiicre = morfolojisini  etkiledigi
bilinmektedir (41). Bu nedenle, SMA hastalarina ve saglikli kontrol bireylere ait
fibroblast hiicrelerinin morfolojileri analiz edilmistir. Morfolojik analizler igin
hiicreler, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 70.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde triplike
olarak dagitilmis, 24 saatlik inkiibasyonun ardindan 151k mikroskobunda

goriintiilenerek fotograflanmistir.

Morfolojik analizler i¢in her kuyucuktan 3 farkli alanin fotografi ¢cekilmistir.
Yontem kisminda detayli olarak bahsedildigi gibi her fotograftan 15 hiicrenin alani,
hiicre govdesi alani, boyu, eni, boy/en oranlar1 (axis ratio) ve filopod uzunluklart

ImagelJ programi kullanilarak dl¢tilmistiir. Analiz sonuglarimiza gore;

e Iki saglikli kontrol bireye ait fibroblast hiicrelerinin morfolojilerinin birbirinden
farkli oldugu, kontrol I’e ait hiicrelerin kontrol 11’e ait hiicrelere gore daha biiyiik
oldugu saptanmustir (Sekil 4.6.-Sekil 4.11.)

e SMA hasta fibroblast (tip I ve II) hiicrelerinin toplam alanlar1 ve hiicre govdesi
alanlarmin her iki kontrol fibroblast hiicresine gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde kiigiik oldugu saptanmistir. (Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.)

e SMA tip | hasta fibroblast hiicrelerinin boylarinin her iki kontrol hiicreye gore
daha kisa oldugu saptanmugtir. Tip II hastasina ait hiicrelerin boylarinin kontrol
I’ den kisa oldugu saptanmis, ancak kontrol II’e goére anlamli bir fark
bulunmamastir (Sekil 4.8.)

e SMA tip | hasta fibroblast hiicrelerinin eninin her iki kontrol hiicreye gore daha
kisa oldugu saptanmustir. Tip II hastasina ait hiicrelerin eninin kontrol I’ den kisa
oldugu saptanmis, ancak kontrol II’e gére anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil
4.9.)

e SMA hasta fibroblastlarin (tip I ve II) boy ve en uzunluklarinin benzer oranlarda
degismesinden otiirli boy/en oranlarinda kontrol hiicrelere gore anlamli bir fark

saptanmamustir (Sekil 4.10.)
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e SMA hasta fibroblastlarin (tip I ve II) filopod uzunluklarinin kontrol I’e gore
istastiksel olarak anlamli bir sekilde kisa oldugu saptanmis, kontrol II’e gore

anlamli bir fark saptanmamistir (Sekil 4.11.)
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Sekil 4.6. SMA hastalarina ve saglikli kontrollere ait primer fibroblast hiicrelerinde
tim hiicre alan1 Ol¢iim bdlgelerini gosteren yakinlagtirilmis 6rnek fotograflar ve
analiz sonuglart. n=3 tekrar. Kruskal Wallis Testi, **p<0.01, ***p<0.001,
*#4%p<0.0001, Veri £SEM.
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Sekil 4.7. SMA hastalarina ve saglikli kontrollere ait primer fibroblast hiicrelerinde
govde alan1 6l¢im bolgelerini gosteren yakinlastirilmig ornek fotograflar ve analiz
sonuglart. n=3 tekrar. Kruskal Wallis Testi, ***p<0.001, ****p<0.0001, Veri
+SEM.
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Sekil 4.8. SMA hastalarina ve saglikli kontrollere ait primer fibroblast hiicrelerinin
boy uzunluk 6lgiim boélgelerini gésteren yakinlastirilmis 6rnek fotograflar ve analiz
sonuglart. n=3 tekrar. Kruskal Wallis Testi, ****p<0.0001, Veri =SEM.
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Sekil 4.9. SMA hastalarina ve saglikli kontrollere ait primer fibroblast hiicrelerinin
en uzunluk dlgiim bolgelerini gosteren yakinlastirilmig 6rnek fotograflar ve analiz
sonuglari. n=3 tekrar. Kruskal Wallis Testi, ****p<0.0001, Veri £SEM.
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Sekil 4.10. SMA hastalarina ve saglikli kontrollere ait primer fibroblast hiicrelerinde
boy/en (axis ratio) olgiim bolgelerini gosteren yakinlastirilmis 6rnek fotograflar ve
analiz sonuglar1. n=3 tekrar. Kruskal Wallis Testi
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Sekil 4.11. SMA hastalarina ve saglikli kontrollere ait primer fibroblast hiicrelerinin
filopod uzunlugu 6l¢iim bolgelerini gosteren yakinlastirilmis ornek fotograflar ve
analiz sonuglari. n=3 tekrar. Kruskal Wallis Testi, ****p<0.0001, Veri =SEM.
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4.4. Hasta ve Kontrol Bireylere Ait Primer Fibroblast Hiicrelerinin

Proliferasyon Hizlarmin MTS Yontemi ile Analizi

SMA hasta hiicrelerinde o-tlibiilin asetilasyonunda saptanan azalmanin,
mikrotiibiillerin fonksiyonlarin1 etkileyebilecegi diistintilmistiir. Mikrotiibiillerin
hiicre boliinmesinde gorev almasi ve o-tlibiilin asetilasyonundaki azalmanin hiicre
proliferasyonunu etkilediginin bilinmesi nedeniyle, SMA hasta fibroblast
hiicrelerinin proliferasyon hizlar1 kontrol hiicrelerle karsilastirmali olarak analiz
edilmistir (83, 84). Hiicrelerin proliferasyon hizlarmin analizi MTS yontemi ile
gerceklestirilmistir. Analiz, MTS bilesiginin canli  hiicrelerin - mitokondrileri
tarafindan artan NAD(P)H bagimli dehidrogenaz enzim aktivitesi ile MTS
tetrazolyum bilesiginin indirgenerek formozan boya iiretirken olusturdugu renk
degisiminin, absorbans spektorfotometresiyle 6lgiilmesi prensibine dayanmaktadir.
Hiicre canliligi kayboldugunda mitokondriyal fonksiyon azalmakta, bu nedenle
tetrazolyum tuzu formazana indirgenememektedir. Formazan miktarinin kiltiirdeki
hiicre sayis1 ile orantili bir sekilde degismesi nedeniyle canli hiicre miktari tespit
edilebilmektedir (85).

Hiicrelerin proliferasyon hizlarinin analizi amactyla, SMA hastalarina (tip I
ve IlI) ve saglikli kontrol bireylere ait fibroblast hiicreleri 96 kuyucuklu
mikroplakalara 4000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde triplike olarak dagitilmistir.
Hiicrelerin proliferasyon hizlar1 24, 48, 72 ve 96. saatlerde analiz edilmistir.
Analizler sonucunda, SMA hastalarina ait fibroblastlarin kontrol fibroblastlardan
daha hizli prolifere olduklari, ayrica SMA tip I hastasina ait hiicrelerin proliferasyon

hizinin, SMA tip II hastasina gore yiiksek oldugu saptanmustir (Sekil 4.12.)
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Sekil 4.12. SMA ve kontrol primer fibroblast hiicrelerinin proliferasyon hizlarina ait
analiz  sonuglari.  Two-way  ANOVA, *p<0.05, **p<0.01,***p<0.001,
****p<0.0001, Veri £ SEM
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5. TARTISMA

Hiicre iskeletinin elemanlarindan biri olan mikrotiibiiller, mikrofilamentler
ve ara filamentlerle birlikte hiicre igerisinde kesintisiz bir ag yapis1 olusturmaktadir.
Mikrotiibiiller, polar 6zellikleri, dinamik yapilar1 ve motor proteinlerle etkilesimleri
sayesinde bir¢ok hiicresel mekanizmada gorev almaktadir. Mikrotiibiilerin gorevleri
arasinda; hiicre morfolojisinin  diizenlenmesi, organellerin  yerlesimlerinin
belirlenmesi, hiicre igerisinde protein, RNA gibi biyomolekiiller ile organellerin
taginmasi, ayrica vezikiiler transportun gerceklestirilmesi, hiicre boliinmesi sirasinda
kromozomlarin hareketinin saglanmasi ve hiicre gogii yer almaktadir. Temel olarak
hiicre igerisine hareket kazandirmaktan ve morfolojinin korunmasindan sorumlu olan
mikrotiibiillerin kurulumlar1 tiim hiicrelerde benzer olmakla birlikte, yapilarindaki
stabil ve dinamik kisimlarin orani; tiibiilin izotipleri, tiibiilin post-translasyonel
modifikasyonlar1 ve mikrotiiblile baglanan proteinlerle etkilesimleri nedeniyle
degismektedir. Mikrotiibiillerin dinamizmlerinin degiskenlik gostermesi, hiicrelerin

yapisal biitiinliiklerinin korunmasi ve islevleri agisindan gereklidir.

SMN, tiim hiicrelerde sentezlenen ve farkli hiicresel mekanizmalarda gorev
alan bir proteindir. SMA modelleri ile yapilan ¢aligmalarda, SMN eksikliginde hiicre
iskeletinin tiim elemanlarinda yapisal ya da islevsel bozukluklar saptanmistir.
Mikrotiibiillerle ilgili sinirhi sayida yapilan ¢alismada, SMN ifadesi azaltilan hiicre
kiiltiiri ve hayvan modellerinde, mikrotiibiillere baglanan proteinlerin ifade
diizeylerinde ya da post-translasyonel —modifikasyonlarinda  degisiklikler
bildirilmistir. Bu proteinlerden biri, mikrotiibiil depolimerizasyonunu saglayan
statmin proteini olup, ciddi seyirli bir fare modelinde ifadesi yiiksek bulunmus,
tibilin - polimerizasyonundaki azalma ve hatali mitokondri transportu ile
iligkilendirilmistir (70). Mikrotiibiil stabilizasyonunda gorevli proteinlerden biri olan
TAU proteininde ise hiperfosforilasyon bildirilmistir (73). Anabilim Dali’mizda daha
once gerceklestirilen caligmalarda ise TAU ile ayni protein ailesinde yer alan
MAPI1B protein ifadesinde ve fosforilasyonunda, ayrica MAP2 gen ifadesinde fare
motor néron benzeri NSC34 hiicre hattinda ve ciddi seyirli SMA tip I fare modeline
ait  omurilik  dokularda artis saptanmistir  (75). Ayrica, mikrotiibiil
polimerizasyonunda goérevli +TIP proteinlerinden biri olan EB3 protein diizeyinin de

SMN eksikligine bagl olarak azaldigi gosterilmistir (82). SMN eksikliginde ifadesi
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ya da post-translasyonel modifikasyonu degisen bu proteinlerin tiimiiniin mikrotiibiil
stabilitesinin diizenlenmesinde gorev almasi, SMN kaybinin hiicrelerde mikrotiibiil
stabilitesinin azalmasina neden olabilecegine isaret etmistir. Bu nedenle yine
Anabilim Dali’mizda gergeklestirilen Onceki ¢alismalarda, SMN ifadesinin
baskilandigi NSC34 hiicrelerinde mikrotiibiillerin stabilitesi arastirilmig, o-tibilin
detirozinasyonunda azalma saptanarak, mikrotiibiillerin polimerizasyon ve de
depolimerizasyonunda hatalar oldugu gosterilmistir (hakem degerlendirmesinde).
SMA modelleri ile yapilan bu calismalarda, mikrotiibiil stabilitesinin azaldigi
gosterilmis olmakla birlikte hastalara ait 6rneklerde daha dnce arastirilmamistir. Bu
nedenle bu tez ¢alismasinda, hastaligi ciddi seyreden SMA tip I hastasina ve daha
hafif seyreden SMA tip Il hastasina ait fibroblast hiicrelerinde mikrotiibiil stabilitesi
arastirllmistir.  Bag dokunun temel hiicreleri olan fibroblastlar, hastalara ait primer
néron kiiltiirlerine erisimin  miimkiin olmadigi SMA gibi nodrodejeneratif
hastaliklarda in-vitro modeller olarak siklikla kullanilmaktadir. Fibroblastlar, biiyiik
ve yasst morfolojileri sayesinde mikrotiibiil yapilarmin goriintiilenmesi agisindan
avantaj saglamaktadir. Ayrica, ndronlara benzer sekilde, igsi sitoplazmik uzantilar
olan polar hiicreler olmalari nedeniyle hiicre morfolojisinin kurulumu g¢ogunlukla
mikrotiibiiller araciligiyla saglanmaktadir. Fibroblastlarin boliinen hiicreler olmasi ve
mikrotiibiillerinin ndronlara gore daha dinamik yapida olmasi, mikrotiibiil

stabilitesindeki degisimleri daha kolay belirlemeyi miimkiin kilmaktadir.

Tez kapsamindaki ¢aligmalara ilk olarak, stabil mikrotiibiil belirtegleri olan
a-tiiblilin detirozinasyon ve asetilasyon diizeylerinin Western blot analizi yapilmistir.
SMA hastalarina ait primer fibroblast hiicrelerinde o-tiibiilin detirozinasyonunda
kontrole gére anlamli bir fark saptanmazken, o-tiibiilin asetilasyonunda her iki
hastada da azalma gozlenmistir. Ozellikle ciddi seyirli SMA tip I hastasma ait
hiicrelerdeki azalma her iki saglikli kontrol hiicreye gore de istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Bu hiicrelerde gerceklestirilen floresan siddet analizleri,
asetillasyondaki azalmayi desteklemis; asetillenmis stabil mikrotiibiil agmnin,

ozellikle ¢ekirdek merkezine 16 pym mesafeden itibaren bozuldugu saptanmustir.

a-tiibiilin asetilasyonundaki azalma daha 6nce grubumuz tarafindan SMA
tip I Taiwanese fare modeline ait omurilik dokularinda da saptanmistir

(yaymlanmamis veri). Benzer bulgu, farkl bir tip I fare modeline ait siyatik sinirde



62

ve hafif seyirli bir fare modeline ait omurilik dokusunda da bildirilmistir (70, 81).
Daha 6nce SMA’l1 fare modellerinde gosterilen ve bu tez ¢alismasi ile ilk defa SMA
hastalarina ait hiicrelerde de saptanan asetilasyon distikligiliniin, tiibiilin
asetilasyonunu katalizleyen oTAT1 veya deasetilasyonu Kkatalizleyen HDAC6
aktivitesindeki  degisikliklerden kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. Birgok
norodejeneratif hastalikta, ozellikle HDAC6 aktivitesine bagli olarak a-tiibiilin
asetilasyonunun degistigi bilinmektedir. Ornegin, Alzheimer hastalarma ait beyin
dokularinda, HDAC6 protein miktarindaki artisa paralel olarak o-tiibiilin
asetilasyonunda azalma saptanmistir (86, 87). Klinik olarak SMA’ya benzeyen bir
motor noron hastalig1 olan ALS’de ise, hastalara ait IPSC kaynakli motor ndronlarda
a-tiiblilin  asetilasyonunda saptanan diisiiklik, HDAC6 enzimi inhibe edilerek
diizeltilebilmistir (88). Charcot-Marie-Tooth hastaligina ait fare modellerinde ise
periferik néronlarda HDAC6 enzimi inhibe edilerek, a-tiibiilin asetilasyonundaki
azalma ve hatali gergeklesen mitokondri transportu diizeltilebilmistir (89). SMA
hastaligina ait fare modellerinde ve tip I hastaya ait IPSC-kaynakli motor ndronlarda
yapilan calismalarda da aksonlarda mitokondri transportunun hatali gerceklestigi
gosterilmis  ancak  a-tiibiilin  asetilasyonu veya HDAC6  aktivitesi ile
iliskilendirilmemistir (90, 70).

In-vitro ve in-vivo SMA modelleri ile yapilan c¢aligmalarda SMN
eksikliginde saptanan bazi bulgular, mikrotiibiillerin islevleri ile ortiigmekle birlikte
daha 6nce mikrotiibiil hatalar ile iliskilendirilmemistir. Bu bulgulardan bir tanesi,
diger norodejeneratif hastaliklarda da ortak olarak saptanan aksonal transport
hatasidir. SMN eksikliginde, mitokondrilerin yan1 sira, ndromiiskiiler kavsakta
sentezlenen proteinlere ait bazi mRNA’larin da aksonal transportunun hatali olarak
gerceklestigi gosterilmistir (91). Bu mRNA’lardan biri, B-aktin mRNA’s1 olup
aksonal transport hatast nedeniyle biiyiime bdlgesi ve sinaps yapisinin bozuldugu
bildirilmistir (92). Ayrica, SMN eksikliginde F-aktin miktarinin azaldig1 gosterilmis
ve endositoz mekanizmasinda saptanan hatalar F-aktine baglanan plastin 3 ve
coronin 1C proteinlerinin asir1 ifadesi ile diizeltilebilmistir (93). Aksonal transport
temelde mikrotiibiil-aracili olarak gerceklesmekte ve motor proteinler gorev
almaktadir. Motor proteinlerin  mikrotiibiille kenetlenmelerinde tiibiilin  post-

translasyonlarmin énemli oldugu bilinmektedir. Ornegin; kinezin-1 motor proteininin
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stabil mikrotiibiillere baglandigi, asetilasyonun azalmasi durumunda mikrotiibiil ile
olan baglantisinin ve hareketinin azaldigi bildirilmistir (39). Huntington hastalig: ile
yapilan bir ¢caligmada ise HDAC6 enzimi inhibe edilerek asetilasyon arttirildiginda,
kinezin-1 ve dyneinin mikrotiibiille olan etkilesiminin arttig1 ve transport hatalarinin
diizeltilebildigi bildirilmistir (86). Bu nedenle SMN eksikliginde saptanan ve
cogunlukla aktin dinamigindeki degisikliklerle iliskilendirilen endositoz ve aksonal
transport hatalarinin, mikrotiibiil stabilitesinin kaybi ile de iligkili olmas1 olasidir.
SMN eksikliginde saptanan diger bir bulgu ise, Golgi cisimcigindeki morfolojik
degisikliklerdir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan hasta primer fibroblast hiicreleriyle
gerceklestirilen bir calismada, kontrolde ¢ekirdegin yakininda kompakt sekilde
bulunan Golgi cisimciginin, hastalarda sitoplazmaya dogru yayildigi gosterilmistir
(97). Golgi cisimciginin morfolojik biitiinliigiiniin saglanmasinda mikrotiibiillerin
gorev almasi nedeniyle, SMN eksikliginde mikrotiibiil stabilitesindeki azalma ile
Golgi morfolojisindeki bozulmanin iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica,
birgok hiicrede interfaz evresinde mikrotiibiillerin sentrozomun yani sira Golgi
cisimciginden de c¢ekirdeklenerek polimerize oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla,
SMN, mikrotiibiil ve Golgi cisimcigi arasindaki mekanistik iligkinin ilerleyen

caligsmalarda detayl olarak arastirilmasi gerekmektedir.

Tez calismalar1 sirasinda, SMA hastalarina ait hiicrelerdeki mikrotiibiillerin
hasara kars1 direncinin kontrol hiicrelere gore farklilik gosterebilecegi diistintilmiis,
bu amagla hiicreler soguk ortamda birakilarak mikrotiibiilleri depolimerize edilmistir.
Mikrotiibiillerin  soguk-stabil kisimlarimin belirlenebilmesi amaciyla o-tiibiilin
asetilasyon ve detirozinasyon diizeyleri analiz edilmis, SMA hastalar1 ve kontrol
hiicreler arasinda anlamli bir fark saptanmamustir. Bu bulgu, SMN eksikliginin

mikrotiibiillerin soguk-stabil kisimlarini etkilemedigine isaret etmistir.

SMN proteini eksikliginde hiicre morfolojisinin de etkilendigi
bilinmektedir. SMA’l1 fare modellerinden kurulan motor néron kiiltiirlerinde, néron
benzeri hiicre hatlarinda ve hastalara ait IPSC-kaynakli motor ndron hiicrelerinde
akson boyunun kisaldig1 ve biiylime boélgelerinin kii¢iildiigli gdsterilmistir (67, 92,
94). Benzer sekilde, tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen morfometrik
analizlerde de SMA hastalarina ait fibroblastlarin en, boy, filopod uzunluklar ile

alanlarinin  kontrole gore kiigiik oldugu saptanmustir. Literatiirde, hiicre
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morfolojisinin, o-tiibiilin asetilasyon diizeyinden etkilendigini gdsteren g¢alismalar
bulunmaktadir. Ornegin; LRRK2 mutasyonu olan Parkinson hastalarina ait fibroblast
hiicrelerinde a-tiibiilin asetilasyonunun artisina bagli olarak hiicre morfolojisinin
blytidiigli gosterilmistir (41). Baska bir g¢alismada ise, tiibiilin asetilasyonunu
katalizleyen aTatl enzimi knock-out edilmis fare embryonik fibroblast kiiltiiriinde, a-
tiibiilin  asetilasyonun azalmasina bagli olarak, hiicre alaninin kiigiildiigii
gosterilmistir.  Bu  hiicrelerde fokal adezyonun =zayifladigi, ayrica kontak
inhibisyonun kaybi nedeniyle hiicre proliferasyonunun arttigi bildirilmistir (95).
Ayrica, mikrotiibiil dinamiginin kontroliinde gorevli olan Tppl proteininin de hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesinde rolii oldugu bildirilmistir. Hiicrelerin G1’den S-
fazina geg¢isini diizenleyen proteinlerden biri olan Tppl’nin HDAC6 aktivitesini
diizenledigi, Tppl ifadesi baskilanmis hiicrelerde asetilasyon diizeyinin azalmasina
bagli olarak hiicre proliferasyonun arttigi bildirilmistir (96). Literatiir bilgileri ve
mikrotiibiillerin hiicre boliinmesindeki islevleri g6z Oniinde bulundurularak,
asetillenmis  mikrotiibiillerin ~ kaybi  nedeniyle #SMA  hasta hiicrelerinin
proliferasyonunun etkilenebilecegi diisliniilmiistiir. Yapilan analizler SMA
hastalarina ait hiicrelerin kontrol hiicrelere gore daha hizli prolifere olduklarini
gostermistir. Hasta hiicreleri arasinda da fark saptanmig; SMA tip I hastasina ait
hiicrelerin tip II hastasina ait hiicrelerden daha hizli prolifere oldugu gorilmiistiir.
Elde edilen bu bulgular degerlendirildiginde, SMA hasta hiicrelerinde stabil
mikrotiibiillerin azalmasi1 ve hiicrelerin hizli proliferasyonu nedeniyle hiicre
morfolojisinin tam olarak kurulamadigi; bu durumun hiicre adhezyonunun

zayiflamasi nedeniyle ortaya cikabilecegi diisliniilmektedir.

Tez g¢alismasmin sonucunda, SMA tip I hastasina ait primer fibroblast
hiicrelerinde mikrotiibiil stabilitesinin azaldigr saptanmis, stabilite kaybinin hiicre
morfolojisi ve mikrotiibiil fonksiyonlarindan biri olan hiicre béliinmesini etkiledigi
gosterilmigtir. Daha hafif klinik ciddiyette olan SMA tip II hastasina ait hiicrelerde
de tiibiilin asetilasyonunda azalma gdzlenmis, tip I hiicreler kadar belirgin olmasa da
hiicre morfolojisinde kii¢lilme ve hiicre proliferasyonunda artis saptanmistir. Bu
durum, mikrotiibiil stabilite kaybinin hastalik ciddiyeti ile iliskili olduguna isaret
etmekle birlikte daha fazla sayida hasta hiicrede calismaya ihtiyag oldugunu

gostermistir.
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Son yillarda SMA hastalig: ile yapilan ¢alismalar, SMA’nin ¢oklu sistem
hastalig1 oldugu yoniindeki gortisleri desteklemektedir. SMN proteini tim hiicrelerde
sentezlenmekte olup kaybi hiicre tiplerine gore farkli sonuglara neden olmaktadir.
Fonksiyonel SMN kaybina en hassas olan hiicre tipi olan motor ndronlarda,
mikrotiibiil stabilitesinin korunmasi néron morfolojisi, aksonal transport ve sinaptik
iletimin devamlilig1 i¢in Onemlidir. Bu nedenle mikrotiibiil stabilitesinin, SMA
hastalarma ait IPSC-kaynakli motor noéronlarda, ayrica noron sagkalimini
destekleyen astrosit ve mikrogliya hiicrelerinde de arastirilmasi, hastalikta goriilen
motor ndron dejenerasyonunun mekanizmasmin  agiklanabilmesine  katki
saglayacaktir. Ayrica, mikrotiibiil stabilitesinin SMN eksikliginden etkilenen diger
dokularda da arastirllmasi, SMA patomekanizmasinda mikrotiibiil hatalarinin

fonksiyonel sonuglarinin anlasilmasi agisindan degerli olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuclar

Gergeklestirilen tez ¢alismasi kapsaminda, asagidaki sonuclar elde edilmistir.

Mikrotiibiil stabilitesinin belirteclerinden olan asetil ve detirozin a-tiibiilin
miktarlart Western blot yontemiyle incelenmistir. SMA tip | hasta primer
fibroblast hiicrelerindeki asetil a-tiibiilin diizeyinin, her iki saglikli kontrol hiicreye
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi gosterilmistir. SMA tip II primer
fibroblast hiicresinde ise asetil o-tiibiilin diizeyinde kontrol hiicrelere gore azalis
gbzlenmis olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Farkli klinik
ciddiyete sahip hasta hiicreleri arasinda saptanan bu farklilik, o -tiibiilin
asetilasyonun SMN ya da hastaligi modifiye eden diger genlerle iliskili
olabilecegini diisiindiirmiistiir. a-tiiblilin detirozinasyon diizeyinde ise her iki tip
hasta hiicresinde kontrol hiicrelere gore bir azalma gozlenmis olmasina ragmen

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Standart kiiltiir sicakliginda gergeklestirilen bu calismalara ek olarak,
mikrotiibiiller soguk uygulanarak depolimerize edilmis ve tiibiilin post-
translasyonel modifikasyonlar1 arastirilmistir. Soguk uygulanan hasta ve kontrol
hiicrelerindeki asetil ve detirozin a-tiibiilin miktarlarinin anlamli sekilde azaldig
saptanmis olup bu bulgu mikrotiibiil depolimerizasyonunun gerceklestigine isaret
etmisgtir. Ancak soguk uygulanan SMA ve kontrol primer fibroblast hiicreleri
karsilastirildiginda her iki post-translasyonel modifikasyonda da anlamli bir
degisiklik saptanmamistir. Bu bulgu, hasta ve kontrol hiicrelerdeki mikrotiibiillerin

sogukta benzer stabiliteye sahip olduklarina igaret etmistir.

SMA tip I hastasina ait primer fibroblastlarda asetil a-tiibiilin diizeyinde saptanan
azalma immunfloresan boyama yontemi ile de arastirilmistir. Calismalarda
asetillenmis mikrotiibiillerin c¢ekirdek etrafinda yogunlastigi saptanmis, floresan
siddet analizleri, Western blot sonuglarin1 destekler sekilde, tip I hastasina ait
hiicrelerde asetil a-tiibiilin diizeyinde kontrole gore azalma oldugunu gdstermistir.

Asetillenmis stabil mikrotiibiillerin olusturdugu ag yapisinin hasta hiicrelerde
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korunamadigi, ozellikle ¢ekirdek merkezine 16 pm mesafeden itibaren bozuldugu

saptanmistir.

= q-tiibiilin  asetilasyonundaki azalmanin ve stabil mikrotiibiill agindaki
degisikliklerin  hiicrelerin  morfolojisini  etkileyecegi disilniilmis, detayl
morfometrik analizler gerg¢eklestirilmistir. Analizler sonucunda;

- Iki saglikli kontrol fibroblastin morfolojilerinin birbirinden farkl
oldugu, kontrol I’e ait hiicrelerin morfolojisinin kontrol II’e ait
hiicrelere gore daha biiyiik oldugu saptanmustir.

-  SMA hasta fibroblastlarin (tip I ve II) total ve hiicre govdesi
alanlarin her iki kontrol fibroblast hiicresine gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde kiigiik oldugu saptanmistir.

- SMA tip | hasta fibroblast hiicrelerinin boylarinin her iki kontrol
hiicreye gore daha kisa oldugu saptanmistir. SMA tip II hasta
fibroblast hiicrelerinin boylarimin kontrol I’ den kisa oldugu
saptanmis, ancak kontrol II’e gore anlamli bir fark bulunmamustir.

- SMA tip I hasta fibroblast hiicrelerinin enlerinin her iki kontrol
hiicreye gore daha kisa oldugu saptanmistir. SMA tip II hastasina ait
hiicrelerin enlerinin kontrol I’ den kisa oldugu saptanmis, ancak
kontrol II’e gore anlamli bir fark bulunmamustir.

- SMA hasta fibroblastlarin (tip I ve II) boy ve en uzunluklarinin
benzer oranlarda kisalmasindan 6tiirli boy/en oranlarinda (axis ratio)
kontrol hiicrelere gore anlamli bir fark saptanmamaistir.

- SMA hasta fibroblastlarin (tip I ve II) filopod uzunluklarmin kontrol
I’e gore istastiksel olarak anlamli bir sekilde kisa oldugu saptanmus,

kontrol II’e gore anlamli bir fark saptanmamuigtir.

Morfometrik analizlerden elde edilen bulgular, SMA tip I hiicresinin hem tip II
hasta hem de saglikli kontrol hiicrelerden daha kii¢iik oldugunu goéstermis olup

mikrotiibiil stabilite kaybinin hiicre morfolojisini etkiledigine isaret etmistir.

= SMA hasta hiicrelerinde mikrotiiblil asetilasyonunda saptanan degisikliklerin

mikrotiibiillerin fonksiyonunu etkileyebilecegi diisiiniilmiistiir. Mikrotiibiillerin
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hiicre boliinmesinde gorev almasi nedeniyle hiicrelerin proliferasyon hizlari analiz
edilmis, SMA hastalarina ait fibroblastlarin kontrol fibroblastlardan daha hizli
prolifere olduklar1 saptanmustir. Ayrica SMA tip | hastasina ait hiicrelerin

proliferasyon hizinin, SMA tip II hastasina gore yiiksek oldugu dikkati ¢gekmistir.

» Tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, 6zellikle ciddi seyirli SMA tip I
hastasina ait primer fibroblast hiicrelerinde mikrotiibiil dinamiginin hem
kontrol hem de tip II hastasina ait hiicrelere gore farkli oldugu gosterilmis,
bu mikrotiibiil stabilitesinin azaldigr ya da dinamizminin arttigi sonucuna

varilmistir.
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6.2. Oneriler

Tez galismalart sonucunda elde edilen bulgular dogrultusunda, asagidaki
caligmalarin yapilmasi onerilmektedir.

SMA tip | hasta hiicrelerinde a-tiibiilin asetilasyonunda saptanan azalmanin,
asetilasyonu ve/veya deasetilasyonu katalizleyen enzimlerin
ifadesindeki/aktivitesindeki degisiklikten kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir.
Asetilasyondaki azalmanin mekanizmasinin anlasilabilmesi amaciyla, tiibiilin
asetilasyonundan sorumlu oTAT1 ve deasetilasyondan sorumlu HDAC6
diizeylerinin/aktivitelerinin SMA hasta hiicrelerinde kontrol ile karsilagtirmali

olarak analizi dnerimizdir.

Tez caligmalar1 sonucunda SMA tip | hastalarina ait hiicrelerin kontrole gore
morfolojik olarak kiiglildiigii ve hiicrelerin proliferasyon hizlarinin arttig
saptanmistir. Bu degisikliklerin, dogrudan o-tiibiilin asetilasyonundaki
azalmadan kaynaklandiginin  gésterilmesi  amaciyla, deasetilasyondan
sorumlu HDAC6 enziminin aktivitesinin kiiciik bilesiklerle inhibe edilmesi,
bu yolla tiiblilin asetilasyonu arttirilarak  hiicre morfolojisinin ile

proliferasyonunun analiz edilmesi 6nerimizdir.

Literatiirde o-tiibiilin asetilasyonundaki azalmaya bagli olarak fibroblast
hiicrelerinde fokal adezyonun azaldigi ve hiicre proliferasyonunun arttigi
bildirilmistir. Bu nedenle, SMA tip I hasta hiicrelerinde o-tiibiilin
asetilasyonunda saptanan azalmanin, fokal adezyonu etkileyerek hiicre
proliferasyonunda artisa neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. ~ Sonraki
caligmalarda, SMA hasta hiicrelerindeki fokal adezyonun, kontrol hiicrelerle

karsilastirmali olarak arastirilmasi onerimizdir.

a-tiibiilin asetilasyonunun, motor proteinlerin mikrotiibiile kenetlenmesini
diizenledigi, asetilasyondaki azalmanin transport hatalarina neden oldugu
bilinmektedir. Dolayisiyla, SMA hasta primer fibroblast hiicrelerinde, tiibiilin
asetilasyonunda saptanan azalmanin, hiicre i¢i vezikiiler transportu ve organel
yerlesimlerini etkileyebilecegi diistinlilmiis olup sonraki c¢aligmalarda

arastirilmasi onerimizdir.
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Tez calismasinin sonuglari, ozellikle ciddi seyirli SMA tip I hastasina ait
primer fibroblast hiicrelerinde mikrotiibiil stabilitesinin azaldigina isaret
etmektedir. Bu bulgunun daha fazla hastaya ait fibroblast hiicresinde, ayrica
hastalara ait farkli hiicre tiplerinde (6r; IPSC-kokenli motor ndron, astrosit
vb) gosterilmesi, mikrotiiblil  stabilitesindeki  hatalarin  fonksiyonel
sonuclarinin  arastirtlmast ve SMA  patomekanizmasindaki  6neminin

anlasilmasi acisindan katki saglayacaktir.
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