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OZET

Zobaroglu Ozer, P., Spinal Miiskiiler Atrofi'de Mikrotiibiil Stabilitesindeki
Azalmanin SMN Proteini Transportuna Etkisininin Arastirilmasi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Doktora Tezi, Ankara,
2026. Spinal miskiiler atrofi (SMA), nadir nérodejeneratif hastaliklardan biri olup,
islevsel SMN proteininin eksikligi sonucu ortaya ¢ikan ilerleyici kas kaybi ve atrofi
ile karakterizedir. Anabilim Dali’'mizda gergeklestirdigimiz c¢alismalarda, SMN
eksikliginde mikrotiibiillerle iliskili proteinlerin ifadelerinde degisiklikler saptanmus;
ayrica alfa (o) tiibiilin detirozinasyonunun ve mikrotiibiil stabilitesinin azaldigi
gosterilmistir. Mikrotiibiiller, hiicrelerde hareket ile ilgili siire¢lerde gérev alan temel
iskelet elemanidir. Bu nedenle, SMN eksikliginde saptadigimiz mikrotiibiil stabilite
kaybinin, SMN’nin transportunu etkileyebilecegi diistiniilmiis ve mikrotiibiil
stabilitesinin arttirtlmasi yoluyla, hiicre i¢inde farkli kompartmanlarda bulunan ayrica
hiicre disina da salgilanabilen SMN’nin transportunun diizenlenebilecegi hipotezi
kurulmustur. Tez kapsaminda, in vitro néronal SMA modelinde, SiIRNA-aracili gen
ifadesi baskilama yaklasimi kullanilarak mikrotiibiil stabilite belirteci olan a-tiibiilin
detirozinasyonu arttirtlmis; bu hiicrelerde ¢ekirdek, sitoplazma ve stres graniillerinde
bulunan, ayrica hiicre digina salgilanan SMN’nin yerlesimi/diizeyi Western blot ve
kantitatif mikroskobik yontemlerle arastirilmistir. Calismalar sonucunda o-tiibiilin
detirozinasyonundaki artisin SMN’nin sitoplazmadaki yerlesimini ve hiicre disina
salgilanmasimi etkiledigi belirlenmistir. SMN yerlesiminin, hiicre gévdesinden norit
ucuna dogru degistigi, ekstraseliller ortamdaki SMN miktarinin ise arttigi
gosterilmistir. Saptanan degisikliklerin mekanizmasinin agiklanabilmesi amaciyla in
silico analizler gergeklestirilmis; Kinezin-1 ailesinden KIF5C aday motor protein
olarak belirlenerek in vitro galismalar yiiritilmistiir. Tez ¢alismalari sonucunda, o-
tiibiilin detirozinasyonunun SMN yerlesimi ve salgilanmasi agisindan 6nemli bir
modifikasyon oldugu ve SMN transportunda KIF5C’nin rolii olabilecegi saptanmastir.

Anahtar Kelimeler: Spinal miiskiiler atrofi, SMN, mikrotiibiil, TTL, KIF5C.

Tez calismalarinin farkli kisimlar;, TUBITAK ve Hacettepe Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri  Koordinasyon Birimi tarafindan saglanan desteklerle
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2023-20618, THD-2024-21259).
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ABSTRACT

Zobaroglu Ozer, P., Investigation of the Effect of Decreased Microtubule
Stability on SMN Protein Transport in Spinal Muscular Atrophy, Hacettepe
University Graduate School of Health Sciences, Ph.D. Thesis of Medical Biology,
Ankara, 2026. Spinal Muscular Atrophy is one of the rare neurodegenerative diseases
and is characterized by progressive muscle weakness and atrophy due to degeneration
of alpha motor neurons in the spinal cord. In our department, alterations in the
expression of microtubule-associated proteins were identified under SMN-deficient
conditions. Furthermore, decreased a-tubulin detyrosination and reduced microtubule
stability were demonstrated. Microtubules are fundamental cytoskeletal components
involved in motility-related processes. Therefore, we hypothesized that the loss of
microtubule stability observed in SMN deficiency could impair SMN transport, and
that increasing microtubule stability might regulate the transport of SMN, which is
localized in different intracellular compartments and can also be secreted. In this
thesis, a-tubulin detyrosination, a marker of microtubule stability, was increased in an
in vitro neuronal SMA model using an siRNA-mediated gene silencing approach. The
localization/levels of SMN in the nucleus, cytoplasm, and stress granules, as well as
its extracellular level, were investigated by Western blotting and quantitative
microscopic analyses. The results demonstrated that increased detyrosination affected
both the cytoplasmic localization and extracellular level of SMN. Specifically, SMN
localization was shown to to be decreased in the cell body, whereas it was increased
in the neurite terminals. Extracellular SMN level was also found to be increased. To
elucidate the underlying mechanism of these alterations, in silico analyses were
performed, identifying KIF5C, a member of the kinesin-1 family, as a candidate motor
protein, which was subsequently investigated through in vitro studies. Overall, the
findings of this thesis demonstrate that a-tubulin detyrosination is an important
modification regulating SMN localization and secretion, and suggest that KIF5C may
play a role in SMN transport.

Keywords: Spinal muscular arophy, SMN, microtubule, TTL, KIF5C.

This thesis was partially supported by the The Scientific and Technological Research
Council of Tirkiye and the Hacettepe University Scientific Research Projects
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1. GIRIS

Hiicre iskeletinin en biiylik ve dinamik elemani olan mikrotiibiiller, hiicre
morfolojisinin  korunmasi, hiicre iginde organellerin ve biyomolekiillerin
transportunun gerceklestirilmesi ve hiicre bdliinmesi sirasinda kromozomlarin
hareketinin saglanmasinda gorev alan filamentlerdir. Alfa (o) ve beta (B) tiibiilin
heterodimerlerinin bir araya gelmesi ile olusan mikrotiibiiller, polimerizasyon ile
uzayan, depolimerizasyon ile kisalan, i¢i bos, silindirik yapilardir. Stabil ve dinamik
kisimlart bulunan mikrotiibiillerin yapisal diizenlenmesinde, mikrotiibiile baglanan
asosiye proteinler ve tiibiilin proteinlerinde gerceklesen post-translasyonel
modifikasyonlar gorev almaktadir. Tibiilin modifikasyonlar: stabil ve dinamik
mikrotiibiillerde farkli olarak gergeklesebilmekte olup stabil mikrotiibiillerde sik
goriilen modifikasyonlardan biri detirozinasyondur. C-terminalinde tirozin amino asiti
bulunan a-tiibiilin proteinleri mikrotiibiil yapisina katildiktan sonra kesime ugramakta
ve tirozin protein yapisindan g¢ikartilmaktadir. Detirozinasyon olarak adlandirilan bu
slire¢ geri doniistimlii olabilmekte; mikrotiibiil depolimerize olduktan sonra tirozin
amino asiti tiibiilin tirozin ligaz (TTL) enzimi tarafindan o-tiibiiline tekrar
takilmaktadir. Tirozinasyon/detirozinasyon dongiisii olarak bilinen bu diizenlenme,
mikrotiibiil asosiye proteinlerden bazilariin mikrotiibiil ile etkilesiminde énemli rol

iistlenmektedir. Bu proteinler arasinda motor proteinler yer almaktadir.

Motor proteinler, mikrotiibiil-aracili hiicre i¢i transportta gorev almakta ve
kargolarin (6rn. organel, vezikiil, protein) mikrotiibiil lizerinde farkli hiicresel
kompartmanlara taginmasini saglamaktadir. Dinein ve kinezin olmak {izere iki aileden
olusan motor proteinler, kargolarin1 hiicre icerisinde farkli yonlere dogru
tasiyabilmektedir. Dinein motor proteinleri mikrotiibiiliin negatif ucu yoniindeki
(retrograd) transportta, kinezin proteinleri ise genellikle pozitif ucu yoniindeki
(anterograd) transportta gorev almaktadir. Mikrotiibiiller lizerinde her iki yonde
gerceklesen motor protein aracili transport, 6zellikle néronlarin yapisi ve islevleri
acisindan elzemdir. Mikrotiibiil yapisindaki degisiklikler ve hiicre igi transport hatalari
norodejeneratif hastaliklarin patomekanizmalar: arasinda yer almaktadir. Mikrotiibiil
iskeletinde degisiklik saptanan ndrodejeneratif hastaliklardan biri, nadir hastaliklar

grubunda yer alan Spinal miiskiiler atrofi (SMA)’dir. SMA, Survival of motor neuron



1 (SMN1) genindeki mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikmakta ve bu genden sentezlenen
SMN proteini islev gosterememektedir. Tiim hiicrelerde sentezlenen SMN proteininin
eksikliginden en fazla motor noronlar etkilenmekte olup akson ve dendrit uzamasi,
dallanmasi ve aksonal transportta hatalar oldugu bilinmekte; bu bulgular hiicre iskeleti

elemanlarinin yapisal ve fonksiyonel bozukluklariyla iligkilendirilmektedir.

Literatirde SMA hastaliginda mikrotiibiil iskeletinin arastirildigi az sayida
calisma yer almaktadir. Bu ¢alismalarda, SMA hastalik modellerinde mikrotiibiil
yapisinda ve mikrotiibiil ile iligkili proteinlerin (6rn. Tau, Statmin) ifade/post-
translasyonel modifikasyonlarinda degisiklikler oldugu bildirilmistir. Anabilim
Dali’mizda gergeklestirilen bir galismada, in vitro néronal SMA modelinde, a-tiibiilin
tirozinasyonundan sorumlu  TTL proteininde artis saptanmis; o-tiibiilin
detirozinasyonunun ve mikrotliblil stabilitesinin azaldigr gosterilmistir. Bu
degisikliklerin hiicresel transport mekanizmalarini etkilemesi olas1 goriilmiis; farkl
hiicresel kompartmanlarda bulunan SMN’nin transportunun da mikrotiibiillerle iliskili
degisikliklerden etkilenebilecegi diisiintilmiistiir. SMN proteini néronlarda ¢ekirdekte,
somada, akson ve aksonlarin uc¢larindaki biiyiime bolgelerinde bulunmakta, ayrica
hiicre disina da salgilanmaktadir. Yaygin hiicre i¢i yerlesimi ve hiicre disina
salgilanmast nedeniyle SMA’da saptadigimiz mikrotiibiil stabilite kaybinin,
hiicrelerde az miktarda bulunan islevsel SMN proteininin transportunu, yerlesimini ve
dolayisiyla islevlerini etkilemesi olasi goriilmiis; bu tez c¢alismasinda, SMN
eksikliginde goriilen mikrotiibiil stabilite kaybinin diizeltilmesi ile SMN proteininin
transportunun ve yerlesiminin degisebilecegi hipotezi kurulmustur. Tez ¢aligmasinda,
daha 6nce SMN eksikliginde mikrotiibiil stabilitesinin azaldigini gosterdigimiz in vitro
model olan motor noron benzeri NSC34 hiicre hatt1 kullanilmis; bu hiicrelerde stabil
mikrotiibiil belirteci olan a-tiibiilin detirozinasyon diizeyi arttirilarak SMN’nin hiicre
i¢i yerlesimi ve hiicre disina salgilanma diizeyi arastirilmistir. SMN yerlesiminde ve
salgilanmasinda saptanan degisikliklerin mekanistik olarak agiklanmasi amaciyla in
silico analizler gergeklestirilmis; SMN transportundan sorumlu olabilecek aday motor

protein olarak KIF5C belirlenmis ve in vitro ¢alismalar yiiriitilmistiir.



2. GENEL BILGILER

Hiicre iskeleti, dkaryotik hiicrelere seklini veren, hiicre igi organizasyonu
saglayan, makromolekiillerin ve organellerin hiicre igerisinde tasinmasinda ve hiicre
boliinmesinde gorev alan proteinlerin aglarindan meydana gelmektedir. Hiicre iskeleti,
yapisal organizasyonu ve islevsel Ozellikleri bakimindan farkililik gosteren;
mikrofilamentler, ara filamentler, septinler ve mikrotiibiiller olmak tizere dort temel
filamentten olusmaktadir. Hiicre iskeleti elemanlari, birbirlerinden bagimsiz yapilar
olmayip, cesitli proteinler araciliiyla birbirine baglanarak hiicre i¢inde siireklilik

gosteren kesintisiz bir ag yapisi olusturmaktadir (1).

Mikrofilamentler, hiicre iskeletinin en ince elemani olup, 7-8 nm ¢apindadir.
Globiiler aktin (G-aktin) monomerlerinin ATP enerjisi kullanilarak bir araya
gelmesiyle olusur. ATP bagli G-aktin proteinleri filamente pozitif uctan eklenmekte,
hidroliz sonrasi ADP igeren monomerler ise negatif ugtan ayrilmaktadir.
Mikrofilamenler, hiicre boliinmesi, hiicre gocii ve morfogenez gibi pek ¢ok temel
hiicresel siiregte aktif olarak gorev almaktadir. Ayrica, bu filamentler hiicre igerisinde
paralel, antiparalel ya da dallanmis organizasyonlar halinde bulunabilmekte;
sitoplazmada ve Ozellikle hiicre membraninin hemen altinda konumlanarak hiicreye

mekanik destek saglamaktadir (2).

Ara filamentler, 10 nm capinda yapilar olup fibr6z yapida proteinlerden
olusmaktadir. Dokuya 0zgli ifade edilen 70’ten fazla ara filament proteini
bulunmaktadir. Farkli 6zelliklere sahip proteinlerin birbirleri etrafinda sarilmasiyla
olusan ara filamentler, diger hiicre iskeleti filamentlerinden farkli olarak belirgin bir
polarite gostermez. Ayrica, diger hiicre iskeleti bilesenlerinin aksine hiicresel
hareketlilikte aktif olarak yer almamakla birlikte, temel olarak hiicre ve doku

biitiinliigiiniin korunmasinda gorev alirlar (3).

Septinler, hiicre iskeletinin en yeni tanimlanan bilesenlerinden biri olup,
yaklagik 10 nm ¢apinda ve 30-65 kDa molekiiler agirliga sahip GTP baglayici
proteinler olarak tanimlanmaktadir. Bu proteinler, hetero-heksamerik veya hetero-
oktomerik kompleksler halinde bir araya gelerek oligomerik yapilar olusturur. Bu

oligomerler daha sonra filament6z yapilar, halkasal organizasyonlar ya da demetler



seklinde daha iist dlizey yapisal diizenlenmelere doniismektedir. Hiicre goci, fagositoz

ve hiicre boliinmesinde gorev aldiklar1 gosterilmistir (4,5).

Mikrotiibiiller, a ve B tiibiilin heterodimerlerinin birlesmesiyle meydana gelen,
dinamik 6zellik gosteren yapilardir. Polimerizasyonla uzayan ve depolimerizasyonla
kisalan bu yapilar, ici bos silindirik polimerler olup yaklasik 25 nm ¢apindadir. Hiicre
i¢i tagimada, mitotik ig olusumunda ve hiicresel organizasyonun gorev alirlar (6,7).

Mikrotiibiillerin yap1 ve islevleri sonraki boliimde detaylandirilmistir.

2.1. Mikrotiibiil iskeleti: Yapisi, Organizasyonu ve Islevi

Mikrotiibiiller, ~ hiicre ~ morfolojisinin ~ korunmasi,  hiicre  iginde
makromolekiillerin (6rn. protein, RNA) ve organellerin (6rn. mitokondri, lizozom)
transportunun saglanmasi, organellerin yerlesimlerinin belirlenmesi (6rn. mitokondri,
Golgi kompleksi) ve hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin  hareketinin
saglanmasinda gorev alir. Temel olarak hiicre i¢i hareketin saglanmasi ve hiicre
morfolojisinin  korunmasindan sorumlu yapilardir. Tim hiicrelerde olusum
mekanizmalar1 benzer olmakla birlikte, hiicre tipine bagli olarak yapisal diizenlemeler

gecirmekte ve hiicrenin biyolojik fonksiyonlarini etkilemektedir (7,8).

Hiicre iskeletinin en biiyiik ve dinamik bilesenlerinden biri olan mikrotiibiiller, uzun
ve silindirik bir yapiya sahiptir. Bu filamentler, a ve B-tiibiilin heterodimerlerinin
polimerizasyonu ile olusur. Tiibiilin heterodimerlerinin ug¢ uca (head-to-tail) dizilmesi
protofilamentleri olustururken; 13 protofilamentin yan yana gelmesiyle igi bos
silindirik mikrotiibiil yapist olugur. Mikrotiibiil uzamasi, tiibiilin heterodimerlerinin
yapiya eklenmesiyle gergeklesen polimerizasyon siireci ile saglanirken; dimerlerin
yapidan ayrilmasi depolimerizasyona yol agcarak mikrotiibiiliin kisalmasina neden olur
(Sekil 2.1). Hem a hem de B-tiibiilin GTP baglayabilme 6zelligine sahiptir; ancak
mikrotiibiil yapisina katildiktan sonra GTP hidrolizini yalnizca B-tiibiilin
gergeklestirir. GTP bagl tiibiilin dimerleri gogunlukla mikrotiibiiliin pozitif (+) ucuna
eklenir. GTP’nin hidrolizi sonucunda olusan GDP bagh tiibiilin ise yapidan ayrilma
egilimindedir. Bu nedenle biiyliyen mikrotiibiillerin (+) ucunda “GTP baslig1” olarak
adlandirilan bir yap1 bulunur. Mikrotiibiiliin (+) ucunda uzama ve kisalma evreleri
arasinda, GTP hidrolizine bagh olarak hizl1 gecisler meydana gelir; bu durum dinamik

kararsizlik olarak tanimlanir. Eger GTP hidrolizi, yeni tiibiilin eklenmesinden daha



hizli gerceklesirse, GDP bagli B-tiibiilin i¢eren dimerler uca ulasir ve mikrotiibiil hizla
depolimerize olur. Bu ani kisalma siireci “catastrophe” (yikim) olarak adlandirilirken,
yeniden uzamaya gegis ise “rescue” (kurtarma) olarak ifade edilir (9) (Sekil 2.1). Bu
degisimler cogunlukla (+) ucta gerceklestiginden, bu u¢ daha dinamiktir. Buna karsilik
negatif (—) uc¢ daha stabildir ve genellikle hiicrede mikrotiibiil organizasyon merkezi
(MTOC) ile iliskilidir. Hayvan hiicrelerinde baglica MTOC yapist sentrozomdur.
Sentrozom, zarla cevrili olmayan bir organel olup, birbirine dik konumlanmis iki
sentriolden ve bunlari ¢evreleyen perisentriolar matriksten olusur. Mikrotiibiillerin (—)
ucunda, sentrozom i¢inde yer alan gama (y) tiibiilin ve buna eslik eden protein
kompleksleri bulunur. Bununla birlikte bazi hiicre tiplerinde, d6rnegin noronlar, kas
hiicreleri ve fibroblastlarda, Golgi aygiti da alternatif bir MTOC olarak gorev
yapabilmektedir(8,10,11).

— Kafes

Kisalan mikrotiibiil

Uzayan mikrotiibiil

Sekil 2.1. Mikrotiibiillerde polimerizasyon, depolimerizasyon, yikim ve kurtarma
stireglerinin sematik gosterimi (10).



Mikrotiibiiller, yapisal 6zellikleri bakimindan hem stabil hem dinamik bolgeler
icermektedir. Stabil mikrotiibiiller uzun Omiirlii, daha kararli yapilar olup,
depolimerizasyon ajanlarina ve diisiik sicaklik uygulamalarina kars1 direnglidir. Buna
karsilik, dinamik mikrotiibiiller, hizli polimerizasyon ve depolimerizyon dongiisii
olan, kararsiz yapilardir (12,13). Mikrotiibiil stabilitesi hiicre tipine, hiicre dongiisiiniin
evresine ve hiicre icindeki konumuna bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Ornek
olarak, uzun 6miirlii ve 6zellesmis morfolojiye sahip olan noron hiicrelerinde bulunan
mikrotibiiller, mitotik hiicrelerdeki mikrotiibiillerden daha stabil yapida olup stabil
mikrotiibiller ¢ogunlukla akson boyunca yerlesim gostermektedir (14). Stabil
mikrotiibiil yapisinin  kurulmast ve korunmasi, ndronal hiicrelerin = diizgiin
fonksiyonlarimi siirdiirebilmeleri agisindan 6nemlidir. Mikrotiibiil stabilitesi, tibilin
proteinlerinde gergeklesen post-translasyonel modifikasyonlarla ve mikrotiibiile

baglanan asosiye proteinler ile diizenlenmektedir.

2.1.1. Tiibiilin Post-Translasyonel Modifikasyonlari

Insan genomunda, a-tiibiilin ve B-tiibiilin izoformlarmi kodlayan ¢ok sayida gen
bulunmakta olup bunlarin yaklasik 9’u a-tiibiilin, 10’u ise B-tiibiilin ailesi icerisinde
yer almaktadir. alA (TUBA1A) and BI (TUBB) gibi bazi izoformlar tiim hiicre
tiplerinde sentezlenirken, hiicre veya doku spesifik olan izoformlar da bulunmaktadir.
Ornegin, BIVb-tiibiilin (TUBB4B) sil ve kamg1 yapilarinda, BIII-tiibiilin (TUBB3) ise
noronlarda ve testis hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade edilmektedir (15). Ozellikle
noronal hiuicrelerde belirli tiibulin izoformlarinin baskin olarak ifade edilmesi, sinir
sistemi gelisimi ve akson organizasyonu ag¢isindan kritik dnem tagimaktadir. Tiibiilin
genlerinde meydana gelen mutasyonlar, kan hastaliklarindan noérodejeneratif
hastaliklara kadar genis klinik spektrumu olan ve ‘tiibiilinopatiler’ olarak adlandirilan
hastaliklara neden olmaktadir (16,17).

Tiibiilin proteinleri sentezlendikten sonra post-translasyonel modifikasyona
ugramaktadir. Bu modifikasyonlara ornek olarak asetilasyon,
tirozinasyon/detirozinasyon, fosforilasyon, poliglutamilasyon ve poliglisilasyon
sayilabilir (18,19) (Sekil 2.2.). a-tiibiilin modifikasyonlar1 arasinda asetilasyon ve
detirozinasyonun stabil ve uzun omiirlii mikrotiibiillerde sik goriildiigii bildirilmis

olup, bu modifikasyonlar mikrotiibiil stabilitesini gosteren belirtegler olarak



kullanilabilmektedir (20, 21). Asetilasyon, a-tiibiilinin N-terminal bolgesinde bulunan
40. lizin (K40) amino asitinde gergeklesmekte olup mikrotiibil limeninde yer
almaktadir. Geri dondsiimli bir modifikasyon olan asetilasyon, a tiibiilin N-asetil
transferaz (aTAT1) tarafindan, deasetilasyon ise temel olarak histon deasetilaz 6
(HDACS6) ve sirtuin 2 (SIRT2) enzimleri tarafindan katalizlenmektedir (21, 22).
Amyotrofik lateral skleroz, Alzheimer, Huntington ve Parkinson hastaliklar gibi farkli
etiyolojilere sahip norodejeneratif hastaliklarda, HDAC6 diizeyindeki artisa bagh
olarak o-tiibiilin asetilasyonunun azaldig1 gosterilmis olup bu bulgu hiicre
morfolojisindeki ve aksonal transporttaki hatalarla iliskilendirilmistir (23, 24).
HDACG inhibisyonu yoluyla o-tiibiilin asetilasyonu arttirilarak aksonal transport
hatalarinin diizeltilebildigi bildirilmistir (25,26). Stabilite ile iliskili geri dontisiimli
diger Dbir modifikasyon o-tiibiilin  detirozinasyonudur  (27).  a-tiibiilinin
tirozinasyon/detirozinasyon dongiisii sonraki boliimde detaylandirilmistir. Tiibiilin
PTM’leri ve tibiilin izoformlart birlikte hiicrelerde “tiibiilin kodu’” adi verilen
diizenleyici bir sistem olusturmaktadir. Farkl: tiibiilin izoformlar1 ve bunlar {izerinde
gerceklesen modifikasyonlar, mikrotiibiillerin yapisal ve islevsel diizenlenmesi
acisindan 6nemlidir (28, 29). Tiibiilin PTM’leri ayn1 zamanda mikrotiibiil assosiye
proteinlerin  mikrotiibiil ile etkilesimlerini  diizenlemektedir. Bu  sayede
mikrotiibiillerin stabilitesi ve yapisal biitlinliigii kontrol edilmekte; hiicre i¢i vezikiil ve
organel taginimi, mitotik ig olusumu ile ndronlarda aksonal iletim gibi bir¢ok hiicresel

slireg diizenlenmektedir (30, 31).
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Sekil 2.2. Tiibiilin izotipleri ve post-translasyonel modifikasyonlarinin (PTM’ler)
sematik gosterimi (28).

2.1.2. a-tiibiilinin Tirozinasyon/Detirozinasyon Dongiisii

Evrimsel olarak korunmus, iyi karakterize edilmis ve ilk kesfedilen
modifikasyonlardan biri a-tiibiilin tirozinasyonudur. insanda, TUBA4A ve TUBAS
izoformlar1 disinda, tiim a-tiibiilin izoformlar1 karboksil ugta tirozin amino asiti olacak
sekilde sentezlenir. Daha sonra, a-tiibiilin proteinlerinin karboksil ucunun 451.
pozisyonunda yer alan tirozin amino asidi, tiibiilin karboksipeptidazlar olan
Vasohibin-1/SVBP, Vasohibin-2/SVBP veya MATCAP (TMCP1) tarafindan
kesildiginde, oa-tiibiilin proteini detirozinlenmektedir (32-34). Mikrotiibiillerin
depolimerizasyonunun ardindan agiga ¢ikan serbest a-tiibiilin proteinlerinin karboksil
ucuna ise tiibiilin tirozin ligaz (TTL) enzimi araciligiyla yeniden tirozin amino asidi
eklenmektedir (27, 35,36). Bu dongii, tirozinasyon/detirozinasyon dongiisii olarak
bilinmektedir (Sekil 2.3.) Detirozinasyonun ardindan, a-tiibiilinin karboksil ucundaki
kesim devam edebilir; boylece “delta 2 (A2) tiibiilin” olarak adlandirilan geri

dontisiimsiiz, ndronlara 6zgii modifikasyon gergeklesir. Delta 2 tiibiilin formunu alan



o-tiibiiline TTL enzimi artik tirozin ekleyememekte ve a-tiiblilin proteini

tirozinasyon/detirozinasyon dongiisiinden ¢ikmaktadir (16).

> e Sy Tubiilin tirozin ligaz
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------- o € ® < ®

Tirozin (Tirozinasyon)
l Polimerizasyon Depolimerizasyon
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Uzayan mikrotiibiil Kisalan mikrotiibiil

Sekil 2.3. a-tiibiilin proteinlerinin tirozinasyon-detirozinasyon dongiisiiniin sematik
gosterimi (BioRender ile olusturulmustur).

Detirozinasyon stabil yapidaki mikrotiibiillerde, tirozinasyon ise dinamik
yapidaki mikrotiibiillerde oransal olarak fazla bulunmaktadir. Ornegin, noronlar ve
kardiyomiyositler gibi farklilagsmis hiicrelerde detirozinlenmis mikrotiibiiller, bliinen
hiicrelere oranla daha fazladir (34,37). Detirozinlenmis mikrotiibiillerin hiicre
icerisinde 16 saate kadar stabil kalabildigi, buna karsin tirozinlenmis mikrotiibiillerin
ise yalnizca 3—5 dakika igerisinde yikima ugradigi gosterilmistir (38). Mikrotibiillerin
detirozinasyon/tirozinasyon durumunun, MAP proteinlerinin mikrotiibiil ile
etkilesimini diizenledigi bildirilmistir. Ornegin, tiibiilin tirozinasyonun p150°¢"e ve
CLIP-170 gibi mikrotiibiiliin pozitif ucuna baglanan proteinlerin yerlesimi i¢in 6nemli
oldugu, TTL ifadesi baskilandiginda hatali yerlesim gosterdikleri bildirilmistir (39).
Benzer sekilde, motor proteinlerden kinezin-1’in detirozinlenmis mikrotiibiillere
baglandigi, tirozinasyonun kinezinin hiicre i¢i lokalizasyonunu ve hizini etkiledigi
gosterilmistir (40, 41).
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TTL ilk kez 1977 yilinda beyin ekstraktlarindan izole edilmistir. TTL enzimini
kodlayan gen, insan ve farede 2. kromozomda lokalize olup kodlanan protein 43 kDa
molekiiler agirliga sahiptir. Tiirler arasinda yiiksek oranda korunmus olan TTL, a-
tiibiilin proteinlerinde tirozinasyonu katalizledigi gosterilmis tek enzimdir. TTL nin
o-tiiblilin haricinde az sayida protein hedefi (EB1, DCTN3 ve LSM6) bulundugu
belirlenmistir (42). Tiim dokularda ifade olan TTL enzimi, en fazla sinir sistemi ve kas
dokusunda bulunmaktadir. Hiicre igerisinde ise temel olarak sitoplazmada yerlesim
gostermekle birlikte, ek olarak niikkleoplazma ve vezikiiler yapilarda da bulunmaktadir.
Noronlarda ise akson, dendrit ve biiyiime konisi gibi mikrotiibiil dinamiginin yogun
oldugu bolgelerde zenginlestigi gosterilmistir (43,44). TTL enzimi, merkezi, N-
terminal ve C-terminal domain olmak iizere i domainden olusmaktadir. Enzimin aktif
merkezi, bu li¢ domainden de olugmakta olup adenozin igermektedir. TTL nin o ve -
tiibiilin heterodimerlerinin ara yiiziine yakin bir bolgeye baglanmakta oldugu ve

sadece serbest a-tiibiilin proteininde tirozinasyonu katalizledigi belirlenmistir (45).

TTL enziminin, hiicresel siire¢lerin diizenlenmesi ve organizma geligimi i¢in
onemli oldugu bilinmektedir. Hiicre iskeleti dinamiklerinin diizenlenmesindeki rolii
nedeniyle hiicre proliferasyonu ve hiicresel farklilagma siireclerinde gorev almaktadir.
TTL knock-out fare modellerinde, TTL eksikliginin néronal ag organizasyonunu
bozdugu ve dogum sonrasi 24 saat i¢inde 6liim meydana geldigi bildirilmistir. Ayrica
TTL kaybinin, kortikal ve hipokampal noronlarda anormal akzonal farklilagsma ile
birlikte norit uzunlugunda artisa neden oldugu gosterilmistir (36). Sigan hipokampal
noron kiltiirlerinde TTL gen ifadesi ShRNA yontemiyle baskilandiginda, néritlerde ve
hiicre gdvdesinde tirozinlenmis tiibiilin diizeyinin azaldig1, norit uzunlugunun arttig
saptanmigtir (37). Epitel hiicreleri ile yapilan bir ¢caligmada ise, TTL diizeyinin asirt
ifadelendirilmesi  (overexpression) ve baskilanmasi  (knock-down) yoluyla
detirozinasyon diizeyi degistirildiginde, hiicre morfolojisinde ve apikal yondeki
protein transportunda degisiklikler gosterilmis; detirozinasyonun epitel hiicrelerinde
monolayer olusumu ve apikal transportta gorev aldigi rapor edilmistir (46). Saglikli
hiicrelerde, kinezin-1 araciligiyla hiicre polarizasyon yoniine taginarak lokalize olan
APC proteininin, TTL baskilanmis hiicrelerde hiicrenin her iki ucunda anormal
bi¢imde dagilim gosterdigi bildirilmistir (47). TTL ve a-tiibiilin tirozinasyon

diizeylerinin kanser, norodejeneratif hastaliklar ve hipertrofik kardiyomiyopatide
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degistigi rapor edilmistir. Alzheimer hastaligina iliskin gerceklestirilen ¢alismalarda,
sporadik ve ailesel Alzheimer olgularna ait post-mortem beyin dokularinda TTL
protein diizeylerinin azaldigi; buna bagli olarak detirozinlenmis ve A2-tiibiilin
diizeylerinin arttig1 gosterilmistir. Ayrica, indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerden
farklilastirilan kortikal noronlarda da benzer bulgular elde edilerek mikrotiibiil
dinamiginin bozuldugu rapor edilmistir (48). Anabilim Dali’mizda yaptigimiz
arastirmalarda ise SMA hastaligina ait hiicresel modelde, hastalikta eksikligi bulunan
SMN proteini kaybina bagli olarak TTL protein diizeyinde artig saptanmis, o-tiibiilin

detirozinasyonun azaldigi belirlenmistir (49).

2.1.3. Mikrotiibiil assosiye Proteinler

Mikrotiibiil assosiye proteinler (MAP), mikrotiibiil izerindeki yerlesimleri ve
fonksiyonel etkilerine gore farkli gruplara ayrilmaktadir. Bu proteinler arasinda
mikrotiibiil pozitif u¢ proteinleri (+TIP’ler, 6rn. EB1/EB3, p150¢"¢ ve CLIP-170),
negatif u¢ proteinleri (—TIP’ler, 6rn. CAMSAP1/2/3), depolimerize edici proteinler
(6rn. statmin), destabilize edici proteinler (6rn. stathmin/STMN1), mikrotiibiil
stabilize edici proteinler (6rn. MAP2), mikrotiibiil kesici proteinler (6rn. katanin ve
spastin), mikrotiibiil kafes (lattice) bolgesine baglanan yapisal proteinler (6rn.
MAPIB, Tau ve MAP2) ile motor proteinler (6rn. kinezin ve dinein) yer almaktadir.
Motor proteinler, mikrotiibiiller boyunca hiicre i¢i kargo taginmasini saglarken; diger
MAP proteinleri mikrotiibiil polimerizasyonu, depolimerizasyonu, stabilitesi ve
organizasyonunun diizenlenmesinde gorev almaktadir (50, 51). Bu proteinler,
hiicrenin fonksiyonuna ve ihtiyacina gore mikrotiibiillerin stabil veya dinamik
Ozelliklerini diizenlemekte ve bdylece mikrotiibiil iligkili hiicresel siireclerin
kontroliine katkida bulunmaktadir. Baz1 proteinler baglandiklar1 bolgeye ya da ¢oklu
fonksiyona sahip olmalarina gore birden fazla grupta yer alabilirler. MAP proteinleri
genel olarak mikrotiibiil stabilitesine, polimerizasyonuna ya da depolimerizasyonuna
etki etmekte; boylece mikrotiibiil islevlerini diizenlemektedir (52) (Sekil 2.4.)
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Sekil 2.4. Mikrotiibiil assosiye proteinlerin sematik gosterimi (52).

2.1.4. Motor Proteinler

Mikrotiibiil aracili hiicre i¢i tasimada gorev alan motor proteinler, organel,
protein, RNA ve sinaptik vezikiil gibi ¢esitli hiicresel kompartmanlarin hiicre gévdesi
ile akson uglar1 arasinda enerji gerektiren aksonal tasinmasindan sorumludur (53). Bu
proteinler, mikrotiibiiller iizerinde hareket edebilmeyi saglayan evrimsel olarak
korunmus bir motor domain tagirlar. Motor domaini, a/p-tubulin heterodimerleriyle
etkilesip ATP hidroliziyle motor proteinlerin hareketini yonlendirir. Dinein motor
proteini, retrograd yonde (periferden hiicre govdesine) tasima, sil ve flagellaya
hareketlilik kazandirma gibi gorevlerini mikrotiibiil izerinde ATP enerjisi harcayarak
yapar. Iki agir zincir, iki ara zincir, iki hafif ara zincir ve ii¢ hafif zincirden olusan;
kinezinlerden yapisal olarak ¢ok daha biiyiik bir motor proteindir. Insanda iki tip
sitoplazmik ve ¢ok sayida aksonemal dinein bulunur. Sitoplazmik dineinler, dynein-1
(DYNC1H1) ve dynein-2 (DYNC2H1) olarak smiflandirilir. Dynein-1 hiicre ici
organel taginimi ve mitotik ig ipligi organizasyonunda goérev alirken, dynein-2 primer
siliyum i¢inde retrograd intraflagellar taginimdan sorumludur. Aksonemal dineinler ise
yaklagik 14 farkli agir zincir geni (DNAH1-DNAH14) tarafindan kodlanir ve sil ile
flagellla hareketinden sorumludur (54-56)

Kinezin motor proteinleri, genel olarak mikrotiibiillerin pozitif ucu yoniinde

(anterograd) gergeklesen hiicre i¢i tasimada gorev alir. Kinezin protein ailesi, yapisal
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ve fonksiyonel dzelliklerine gére 14 sinifa (kinezin 1-14) ayrilmaktadir. Insan ve fare
genomlarinda 45 farkli kinezin geni tanimlanmustir (56) (Sekil 5A). Farkli kinezin alt
aileleri, motor domainleri agisindan yiliksek diizeyde (%30-40) dizi benzerligi
gostermelerine ragmen, bu proteinler hiicre igerisinde organel ve vezikiil tasinmasi,
mitoz sirasinda ig ipliklerinin dinamik diizenlenmesi ve uzun mesafeli aksonal taginma
gibi ¢esitli gorevler iistlenir. Kinezin proteinleri, iki kinezin agir zincirinden (KHC) ve
iki kinezin hafif zincirinden (KLC) olusan oligomerik yapili proteinlerdir. Tim
kinezinlerde motor (head) domain, boyun (coiled-coil domain) ve kuyruk (cargo-
binding domain) kisimlar1 ortaktir (57,58) (Sekil 5B). Motor domain, proteinin
mikrotiibiile baglanmasin1 ve ATPaz’in aktivite olmasimi saglamaktadir. Kinezinler,
motor domainlerin protein lizerindeki konumuna gére N-, M- ve C-kinezinler olarak
siniflandirilmaktadir. Motor domaini proteinin N-terminal bolgesinde bulunan “N-
kinezinler” genellikle mikrotiibiillerin pozitif (+) ucuna dogru hareket ederek
anterograd aksonal tasimada gorev alir. ATP’nin hidroliz edilmesiyle mikrotiibiil
tizerinde art1 yonde (anterograd) kargoya bagli kuyrugun hareketi gergeklesir (59-61).
Motor domaini C-terminal bolgede bulunan “C-kinezinler”  ¢ogunlukla
mikrotiibiillerin negatif (—) ucuna dogru hareket etmektedir. Motor domaini proteinin
orta kisminda yer alan “M-kinezinler” ise daha ¢ok mikrotiibiil organizasyonu, ig
iplikciklerinin olusumu ve hiicre boliinmesi gibi siire¢lerde rol oynamaktadir. Bazi
kKinezinlerin (6rn. KIF2A, KIF18A, KIF24) birincil gérevleri mikrotiibiillerin yapisini
ve dinamiklerini diizenlemek, bazi kinezinlerin ise (6rn. KIF5C, KIF1A, KIF3A/B)
mikrotiibiil tizerinde kinetik olarak kargo tasimaktir. Her iki islevi de yerine getiren
kinezinler  (kinezin-8) bulunabildigi gibi mikrotiibiillerin  arti  uglarinin
depolimerizasyonunu saglayan kinezinler de (kinezin-13) bulunmaktadir. Kinezinlerin
bliylik ¢ogunlugu hareketlidir; ancak belirli alt aile iiyeleri hareket (motilite)
yetenegini kaybetmistir. Mikrotiibiillerin hem (+) hem de (-) uclarina hareket
edebilirler ancak (+) uca dogru hareket eden kinezinler ¢ogunluktadir (62). Aksonal
tasimada baslica gorev alan kinezinlerin, kinezin-1, kinezin-2, kinezin-3 ve kinezin-5
oldugu gosterilmigtir. Mikrotiibiil yapisinin ve stabilitesinin diizenlenmesinden,
Kinezin ve dinein motor protein ailelerinin de sorumlu oldugu bildirilmistir. Kinezin-
8, Kinezin-13 ve Kinezin-14 proteinlerinin mikrotiibiil dinamiginin diizenlenmesinde

gorev alarak, hiicre i¢i sinyal iletiminde ve hiicre bdliinmesinin diizenlenmesinde rol
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oynadiklar1 gosterilmistir (63-65). Kinezin motor proteinlerinin mikrotabiil ile olan
baglantilarinin, o-tiibiilin modifikasyonlar1 tarafindan etkilendigi bilinmektedir.
Ornegin, KIF3C motor proteini, tirozinlenmis mikrotiibiillere baglanarak, biiyiime
konisinde (growth cone) mikrotiibiil destabilize edici bir faktér olarak gorev yapar
(66). Kinezin-1 motor proteinlerinden, KIF5C proteinin de, mikrotiibiile
baglanmasinin (landing rate) a-tiibiilin modifikasyonlar1 tarafindan diizenlendigi, ayn1
zamanda yiirime mesafesi ve hizi (run length & velocity) gibi 6zelliklerin de

modifikasyonlardan dogrudan etkiledigi gosterilmistir (41).
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Sekil 2.5. (A) Memeli kinezin siiperailesini gosteren filogenetik aga¢. (B) Kinezin
proteinleri ve domainlerinin sematik gosterimleri (58, 67).
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2.1.5. KIF5C Motor Proteini: Yapisi ve Hiicresel Fonksiyonlari

Hiicre i¢i tasimada mikrotiibiiller boyunca kargo tasiyan Kkinezin-1 ailesi,
KIF5A, KIF5B ve KIF5C olmak tizere 3 farkli izoforma sahiptir. KIF5B proteini
yaygin olarak bir¢ok dokuda ifade edilirken, KIF5A ve KIF5C noronal dokularda
yiiksek diizeyde eksprese edilmektedir. KIF5C geni insan genomunda kromozom 2p23
bolgesinde yer almakta olup alternatif splicing sonucunda farkli izoformlar
olusturabilmektedir. Bu izoformlarin 6zellikle beyin gelisimi, aksonal transport ve
noronal fonksiyonlarda farkli goérevler iistlendigi diistiniilmektedir (68). KIF5C
proteini; sinaptik vezikiiller, mitokondriler ve ¢esitli protein komplekslerinin
mikrotiibiiller boyunca tasinmasinda rol oynamaktadir. Ozellikle mitokondrilerin
akson boyunca tasinmasi ve noronal enerji homeostazinin siirdiiriilmesi agisindan
onemlidir (69). Yapisal olarak N-terminalde yer alan motor domaini ATP baglama ve
hareketten sorumlu iken, ortadaki coiled-coil bdlge protein dimerizasyonunu saglar.
C-terminal kuyruk bolgesi ise kargo baglanmasinda rol oynar. Sican hipokampal
noronlarinda yapilan bir g¢alismada, mikrotiibiil detirozinasyonunun KIF5C’nin
mikrotiibiile baglanmasini arttirdigi, ayn1 zamanda yerlesimini ve hizin1 da etkiledigi
saptanmistir (40). Noronal hiicre hatti kullanilarak gerceklestirilen baska bir
calismada, KIF5C'in detirozinlenmis mikrotiibiillere baglandigi ve mikrotiibiiller
tizerinde daha yavas hareket ettigi gosterilmistir (41). COS hiicrelerinde yapilan bir
calismada, KIF5C’nin asetilasyon ve detirozinasyon ile modifiye edilmis
mikrotiibiiller boyunca hareket ettigi bildirilmistir (70). Noronlarda gerceklestirilen bir
calismada ise kinezin-1 ailesinden KIF5B’nin detirozinlenmis stabil mikrotiibiillere
baglandigi fakat kinezin-3 ve Kkinezin-5 motor proteinlerinin tirozinlenmis
mikrotiibiillere baglandigi rapor edilmistir. Ayrica, diger stabil mikrotibiil belirteci
olan a-tibiilin asetilasyonun da, kinezin-1 ailesinin mikrotibiile baglanmasini ve
hareketliligini etkiledigi gosterilmistir (71-73). KIF proteinlerinin aktivitesinin
fosforilasyon yoluyla diizenlendigi bildirilmistir. Ornegin, c-Jun NH2-terminal kinaz
3 (JNK3), KIF5C’nin motor domainini fosforile eder ve KIF5C’nin mikrotiibiillere
baglanmasini engeller. KIF5C’nin fosforilasyonunun bozulmasinin, nérodejeneratif

hastaliklardan Huntington hastaligi ile iliskili oldugu gosterilmistir (74).
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2.2. Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA)

Spinal miiskiiler atrofi (SMA), spinal motor ndron dejenerasyonu ile
karakterize ilerleyici bir norodejeneratif hastalik olup, kas zayifligi ve atrofisiyle
seyretmesi nedeniyle ndéromiiskiiler hastaliklar arasinda da siiflandirilmaktadir.
Otozomal resesif olarak kalitilan SMA’nin insidans1 1/11000, tasiyict frekansi ise
toplumlara gore degismekle birlikte 1/25-1/50 olarak bildirilmektedir (75, 76).
Ulkemizde SMA’nin goriilme siklig1 ve tastyicilik oranlari kesin olarak bilinmemekle
birlikte, yillik yaklasik 1,2 milyon canli dogum temel alindiginda her yil 130-180
arasinda (ortalama 150) oldugu tahmin edilmektedir (77). SMA’da, omurilikte yer alan
a motor noronlarin kayb1 sonucunda hastalarda ilerleyici kas zayiflig1 ve kas atrofisi
gelismekte; hastaligin agir formlarinda bu durum temel yasamsal fonksiyonlarin

stirdiiriilememesine yol agmaktadir (78, 79).

SMA, klinik siddet ve baslangi¢ yasina bagli olarak bes ayr1 fenotip altinda
siiflandiriimaktadir (80). Tip 0 SMA, dogum ncesi baslayan ve prenatal SMA olarak
da tanmimlanan en agir formudur. Bu fenotipte ciddi kas giigsiizliigii ve belirgin
solunum yetmezligi goriilmekte olup, hastalar ¢ogunlukla yasamin ilk haftalari
icerisinde kaybedilmektedir. Tip 1 SMA, en yaygmn klinik fenotip olup hastalarin
yaklasik %60°1n1 olusturur. Klinik belirtiler genellikle yasamin ilk 6 ayinda goriiliir.
Proksimal kas glicsiizligli en dikkat c¢ekici Ozelligidir ve ¢ofu hasta 2 yasina
ulagsmadan kaybedilir. Tip 2 SMA, hastalarin yaklasik %30’unu olusturmakta ve
bulgular 6-18 aylar arasinda ortaya ¢ikmaktadir. Hastalar kendi baslarina oturabilirler
ancak bagimsiz olarak ayakta duramaz ve yiiriiyemezler. Tip 3 SMA, semptomlarin
baslangicinin 18 ay ile eriskinlik dénemi arasinda degiskenlik gosterdigi bir formdur.
Olgularin yaklasik %15’ini olusturmakta olup, hastalar genellikle normal yasam
sliresine sahiptir. Tip 4 SMA, hastalarin %5’inden azini1 olusturur ve erigkin baglangiclh
SMA olarak adlandirilir. Alt ekstremitelerde ilerleyici proksimal kas giicsiizliigii ile
karakterize olup, semptomlar ortalama 35 yasindan sonra ortaya ¢ikar (81, 82) (Tablo
2.1.). SMA hastalarmin tedavisi yakin doneme kadar, agirlik olarak fiziksel
rehabilitasyon ve solunum fonksiyonlarmin iyilestirilmesine yonelik destekleyici
tedavilerle siirh kalmistir. Ancak son 10 yilda, tedavi agisindan 6nemli ilerlemeler
kaydedilmis; ozellikle gen tedavisi onasemnogene abeparvovec (Zolgensma), anti-

sense oligoniikleotit Nusinersen (Spinraza) ve kiigiik molekiiller Risdiplam (Evrysdi)
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araciligiyla SMN protein diizeyini artirmayr hedefleyen yaklagimlar gelistirilmis ve
Klinikte uygulanmaya baglanmistir. Uygulanan bu tedavilerle birlikte hastaligin
yukarida bahsedilen dogal seyrinin degistigi goriilmiistiir (82-84). Ozellikle gegmiste
agir seyirli kabul edilen Tip 1 SMA hastalarinda nusinersen tedavisi sonrasi bagimsiz
oturma, hatta bazi olgularda yiirlime gibi 6nceden goriilmeyen motor kazanimlar
bildirilmektedir (85). Erken dénemde tedavi edilen ¢ocuklarin yasina uygun motor
becerilere ulasabildigi gosterilmis, ayrica ger¢ek yasam verileri de benzer bulgulari
desteklemistir. Bu gelismeler nedeniyle, tedavi oncesi dogal seyir temel alinarak
olusturulan klasik SMA tiplerinin giiniimiiz klinik pratigini tam olarak yansitmadig1

vurgulanmaktadir (86, 87).

2.2.1. SMA Hastaliginin Molekiiler Genetik Ozellikleri

SMA’nin, 1995 yilinda, insan genomunun 5. kromozomunun uzun kolunda;
5q13.2 bolgesinde yer alan Survival of Motor Neuron 1 (SMN1) geninde ger¢eklesen
mutasyonlar sonucunda ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (78). Uzunlugu 27 kb olan SMN1
geni, 1, 2a, 2b ve 3-8 olmak tizere 9 ekzon igermekte olup, tam uzunlukta SMN (FL-
SMN) proteininin sentezinden sorumludur. SMA hastalarinin yaklasik %95’inde
SMNL1 geninin 7. ekzonunda veya ekzon 7 ve 8’in birlikte homozigot delesyonu veya
gen donisiimii (conversion) saptanirken, geriye kalan %5°lik hasta grubunda biiyiik
oranda SMN1 geninin bir alelinde heterozigot delesyon ve diger alelde nokta
mutasyonu goriiliir. Ayrica; daha nadir olarak iki alelde de nokta mutasyonu
goriilebilmektedir (88,89). Bu mutasyonlara bagli olarak, tam uzunlukta, fonksiyonel
SMN proteini iiretilememektedir. Insan genomunda, SMN1 geninin SMN2 olarak
adlandirilan, ayni kromozom iizerinde sentromerik bir kopyast daha bulunmaktadir.
SMN1 ve SMN2 genlerinin %99 oranda niikleotit benzerligi bulunmasina karsin
aralarinda 5 niikleotit farklilig1 tanimlanmistir (88). Bu farkliliklar arasinda en kritik
olani, 7. ekzonun 6. pozisyonunda yer alan sitozin niikleotitinin timine doniistimiidiir
(C>T, F280F). SMN2 genindeki bu degisiklik sonucunda kodlanan amino asit
degismemekle birlikte, post-transkripsiyonel bir mekanizma olan ugbirlestirme
(splicing) etkilenmektedir. Bu niikleotit degisikligi nedeniyle, SMN2 geninden olusan
transkriptlerde ekzon 7 bulunmamakta, ve bunun sonucunda kisa, kararsiz ve hizla

yikima ugrayan bir SMN proteini olusmaktadir. Ancak, ~%10 oraninda islevsel tam
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uzunlukta SMN proteini tretilmektedir (90, 91) (Sekil 2.6). Bu oran, hiicreler igin
gerekli olan SMN proteini miktarini karsilayamamakla birlikte, SMN2 kopya sayisi
yiiksek olan bireylerde hastaligin daha hafif seyretmesi, SMN2 geninin hastaligi
modifiye edici bir gen olarak tanimlanmasina yol agmistir (Tablo 2.1.). SMN2 kopya
sayis1 bireyler arasinda degiskenlik gostermekte olup literatiirde 1-8 kopya arasinda
olabilecegi bildirilmistir (92). SMN2 geninin yani sira, plastin 3 ve CORO1C gibi diger
genlerin de hastalik fenotipini etkiledigi gosterilmistir (93,94).

Tablo 2.1. SMA tiplerinin baslangi¢ yasi, yasam siiresi, SMN2 kopya sayisi ve motor
gelisim basamaklarina gore karsilastirilmasi (87).

Fenotip Baslangi¢ yas1 Ortalama yasam siiresi | SMN2 kopya sayis1 | Motor gelisim basamaklar
Tip 0 SMA Prenatal ) Haftalar 1 Bas kontrolii bulunmaz,
(dogumdan sonra) oturamaz

Bas kontrolii bulunmaz,

Tip 1 SMA <6 ay < 6-10 ay 2-3 S

i 25 yas Bagimsiz oturabilir,
Tpane Sy (Hastalarin %75°1) &% yliriiyemez ve ayakta duramaz
Tip 3 SMA > 18 ay Normal yasam stiresi 3-4 Bagimsiz yiiriiyebilir

Tip 4 SMA Eriskin yas Normal yagam stiresi >4 Bagimsiz yiirtiyebilir
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Sekil 2.6. Saglikli ve hasta bireylerde SMN1 ve SMN2 gen yapilarin1 karsilastiran
sematik gosterimi (90).

2.2.2. SMN Proteininin Yapisi, Fonksiyonlar1 ve Hiicresel

Lokalizasyonlari

SMN proteini 294 amino asitten olusan 38 kDa molekiiler agirliginda bir
proteindir. SMN1 ve SMN2 genlerinden kodlanan proteinin tam uzunluktaki formu
cogunlukla SMN1 geninden sentezlenmektedir. SMN2 geninden ¢ogunlukla 7. ekzonu
atlanan kisa bir protein sentezlenmekle birlikte yaklasik %10-20 oraninda fonksiyonel
SMN proteini iiretilmektedir. SMN proteini tiim dokularda farkli diizeylerde ifade
edilmekte olup ozellikle beyin sapi, omurilik 6n boynuz motor ndronlart ve Kkas
dokusunda ifade diizeyi yliksektir (95). SMN proteini eksikligi tiim hiicrelerde islev
kaybmma neden olmakla birlikte en fazla omurilikte bulunan alt motor néronlar
etkilenmekte ve dejenerasyon ortaya ¢ikmaktadir. SMN proteini, farkli proteinlerle
etkilesimini saglayan ¢ok sayida fonksiyonel domain icermektedir (Sekil 2.7) (96).

SMN proteininin N-terminal bolgesi Gemin2 ve niikleik asit etkilesimlerinde gorev
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almaktadir. Proteinin merkezi kisminda bulunan Tudor domaini ile C-terminal
bolgesindeki prolin agisindan zengin domain ve YG domaini oligomerizasyon igin
kritik oneme sahiptir. Dimerden oktamere kadar olusabilen bu yapi, SMN proteininin
stabilitesini artirmaktadir. Ayrica SMN proteininde intrinsically disordered domain
(IDD) olarak adlandirilan bolgeler bulunmakta; belirli bir ikincil yapiya sahip olmayan
bu bolgeler, protein-protein etkilesimleri ve faz ayrismasi siireg¢lerinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bu o6zellikler sayesinde SMN; stres graniilleri, Cajal body ve gem
yapilar1 gibi membransiz biyomolekiiler kondensatlarda yerleserek ve bu dinamik
hiicresel yapilarinin organizasyonuna katki saglamaktadir (97,98). Mayalardan
insanlara kadar birgok organizmada bulunan SMN proteininin, 6zellikle yiiksek
omurgalilarda belirli domainlerinin  korunmus olmasi1 fonksiyonel Onemini
gostermektedir. N-terminalin memelilere 6zgli sekanslar igermesi SMN’nin evrimsel

stirecte yapisal ve islevsel degisimler gegirdigine de isaret eder (99).

SMN proteininde farkli post-translasyonel modifikasyonlar (6rn. fosforilasyon,
asetilasyon ve ubikutinasyon) bulunmakta ve modifikasyonlar SMN’nin
etkilesimlerini, stabilitesini, yerlesimini ve fonksiyonlarimi diizenlemektedir (Sekil
2.7). Ornegin, SMN proteininin fosforilasyonunun, proteinin hiicre i¢i yerlesimini ve
protein-protein etkilesimlerini diizenledigi bildirilmistir. SMN’nin primer sekansinda
fosforilasyona ugrayabilecegi diisiiniilen 50 amino asit tanimlanmis ve bunlarin 26’s1
kiitle spektrometrisi analizleri ile dogrulanmistir (100). SMN’nin asetilasyonunun da
hiicre igerisindeki yerlesimini etkiledigi gosterilmistir. SMN, CBP ve p300 proteinleri
tarafindan 119. lizin (K119) amino asitinden asetillenmektedir. SMN’nin K119
asetilasyonu, SMN-pozitif Cajal cisimciklerinin azalmasina ve SMN’nin sitoplazmada
birikmesine neden olmaktadir. Ayrica K119 asetilasyonu, SMN’nin yari dmriinii
etkilemekte ve sitoplazmik difiizyon hizini azaltmaktadir. Bunun yani sira, SMN
interaktom analizleri K119 asetilasyon durumunun, SMN’nin Cajal cisimcigi
fonksiyonlarinda gorev alan proteinlerle olan etkilesimlerini diizenledigini de

gostermistir (101)
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Sekil 2.7. SMN proteininin domainlerinin, karsilik gelen ekzonlarin ve post-
translasyonel modifikasyonlarinin sematik gosterimi (100).

SMN proteini hiicre igerisinde; ¢ekirdekte, Golgi kompleksinde ve
sitoplazmada bulunmaktadir. Cekirdekteki yerlesiminin Cajal ve Gem cisimciklerinde
oldugu bilinmektedir. Cajal cisimcigi, ¢ekirdek¢ige yakin konumlanan ve bazi hiicre
tiplerinde (6rn. ndronlar) bulunan, 0.2-2.0 um ¢apinda yuvarlak membransiz niikleer
yapilardir. Igeriginde coilin ve fibrillarin proteinleri yer alir. Kiiciik niikleer
riboniikleoproteinlerin (snRNP) biyogenezi ve olgunlasmasinda, ayrica histon mRNA
islenmesinde gorev almaktadir. SMN proteininin coilin ile interaksiyonu oldugu ve
SMN kaybmin Cajal cisimcigi sayisini etkiledigi bildirilmistir (102, 103). Cajal
cisimcigine yakin yerlesim gosteren Gem cisimciginin islevi tam olarak
bilinmemektedir; ancak snRNP biyogenezinde Cajal cisimcigi ile birlikte rol oynadig
diistiniilmektedir. Cajal cisimciginin aksine igeriginde coilin proteini bulunmamakta
olup en onemli bileseni SMN proteinidir. SMN, diger Gemin grubu proteinlerle
birleserek heterometrik yapidaki SMN kompleksini olusturmakta ve splicing
mekanizmasinda islev gormektedir. SMN genindeki cogunlukla delesyon tipi

mutasyonlar nedeniyle hiicre ¢ekirdeginde Gem sayist azalmaktadir (102).

SMN proteini sitoplazmada yaygin olarak bulunmakta; noéronlarda hiicre
govdesinde, aksonda, dendritlerde ve aksonun u¢ kismindaki biiylime bdlgelerinde
yerlesim gostermektedir. Fare primer noron kiiltiirleri kullanilarak gergeklestirilen bir
calismada, SMN’nin ndritlerde ve biliylime bolgesinde graniiller halinde bulundugu
gosterilmis; mikrofilament ve mikrotiibiillerin farmakolojik olarak yikilmasi ile SMN
yerlesiminin bozuldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢caligmada, SMN’nin hiicre i¢inde iki yonlii
olarak tasindig1 saptanmis ve ekzon 7 delesyonunun SMN’nin ¢ekirdekten ¢ikigini

bozarak, birikimine neden oldugu gosterilmistir (104). Bununla birlikte, SMN’nin
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aksonal tasmnmasma aracilik eden molekiiller mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamamistir. Yakin donemde gergeklestirilen bir calismada, AAV9 aracili
SMN gen replasmani uygulanan farelerin motor ndronlarinda, SMN proteininin
sitoplazmada biriktigi, splicing’in bozuldugu, transkriptomun degistigi; bu durumun
ilerleyen donemde motor disfonksiyona ve norodejenerasyona neden oldugu

gosterilmistir (105).

SMN proteini temel olarak c¢ekirdek ve sitoplazmada bulunmakla birlikte,
Ozellikle noéronlarda Golgi’de lokalize olabilmektedir (106, 107). Her ne kadar
Golgi’nin yapisal bir bileseni olmasa da, hiicre i¢i protein tasinmasi ve vezikiiler trafik
stiregleriyle iliskili oldugu diisiiniilmektedir. SMA hasta fibroblast hiicreleri
kullanilarak yapilan bir calismada, kontrol hiicrelerinde ¢ekirdek ¢evresinde kompakt
sekilde bulunan Golgi kompleksinin, SMA hasta hiicrelerinde morfolojik
biitiinligliniin bozuldugu ve sitoplazma boyunca daginik ve yaygin sekilde yerlesim
gosterdigi saptanmustir (108). Benzer bulgu, SMN ifadesi baskilanan motor néron
benzeri fare NSC34 hiicre hattinda da gosterilmig, SMN ifadesi arttirilarak hatali Golgi
morfolojisi diizeltilebilmistir (108). Grubumuz tarafindan yapilan bir ¢alismada da
benzer sekilde SMA hastalarina ait fibroblast hiicrelerinde Golgi’ nin fragmente oldugu
belirlenmistir. Bu hiicrelerde mikrotiibiil asetilasyonunun azaldigi saptanmis;
asetilasyonun HDACG6 inhibisyonu yoluyla farmakolojik olarak artirilmasi sonucunda
bu hiicrelerdeki Golgi fragmentasyonu kismen diizeltilebilmistir. Bulgularimiz, SMN
eksikliginde ortaya ¢ikan Golgi fragmentasyonu ile mikrotiibiil asetilasyonundaki
azalma arasinda bir iligki bulundugunu gostermistir (109). Bu durum, SMN proteininin
Golgi organizasyonunun korunmasi ve vezikiiler tasinmanin diizenlenmesinde dolayl

bir isleve sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

Literatirde SMN proteininin hiicre digina da salgilanabildigi bildirilmistir
(110). Primer fibroblast hiicreleri, néron benzeri MN1 hiicre hatt1 ve C2C12 miyoblast
hiicre hatt1 ile gerceklestirilen ¢alismalarda SMN’nin hiicre dis1 ortama salgilandigi
gosterilmistir. Bunun yani sira, SMN proteininin eksozomlar ve mikrovezikiiller
icerisinde bulundugu da gosterilmis; hiicre igindeki SMN protein diizeyi ile hiicre
disina salgilanan SMN miktar1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugu rapor edilmistir.
Ayni calismada, SMA hastalarindan elde edilen eksozomlardaki SMN diizeylerinin
saglikli kontrollere gore azaldigi bildirilmis ve bu durumun hastalik siddetiyle iliskili
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olabilecegi one siiriilmiistiir. Bu ¢calisma, eksozomal SMN diizeylerinin hastalik siddeti
ve tedavi yanitinin izlenmesinde potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegini
diistindiirmiistiir. Ancak, salgilanan SMN proteininin hedef hiicrelerdeki spesifik
etkileri ve molekiiler mekanizmalar1 bilinmemektedir (110). Yakin zamanda yapilan
bir ¢alismada, hiicre disina salgilanan SMN proteinin tedavi amagli kullanilabilecegi
One siirlilmiistiir. Bu kapsamda, insan karaciger kokenli HepG2 hiicrelerinde SMN
proteini asir1 eksprese edilmis ve bodylece bu hiicrelerden salgilanan hiicre disi
vezikiillerin yiiksek miktarda SMN tasimasi saglanmis, ardindan bu hiicre dis1
vezikiiller, alict A549 (insan akciger adenokarsinomu) hiicre hatlarina uygulamistir.
Hiicre dis1 vezikiillerin hedef hiicrelere SMN proteinini aktardigi, proteinin hiicre
cekirdegine ulasip Gemin2 ile birleserek fonksiyonel “nuclear gem” yapilar
olusturdugu gosterilmistir. Bulgular, hiicre dis1 vezikiillerin biyolojik olarak aktif
SMN proteinini hiicreler arasinda tasiyabildigini ve gelecekte SMA igin protein
temelli yeni tedavi stratejilerinde kullanilabilecegini ortaya koymaktadir; ancak

caligma yalnizca hiicre kiiltiirii diizeyinde gergeklestirilmistir (111).

Fizyolojik kosullarin yani sira, hiicresel stres durumunda da SMN’nin
sitoplazmadaki noktasal cisimcikler olan stres graniillerinde yerlesim gosterdigi
bildirilmistir (112). Stres graniilleri, yiiksek sicaklik, hipoksi ya da kimyasal maruziyet
gibi stres durumlarinda hiicre canliligini korumak ve stresin etkilerini hafifletmek icin
sitoplazmada hizl1 sekilde olusan gecici yapilardir. Norodejeneratif hastaliklarda (6r:
ALS), kronik stres durumunda stres graniillerinin dagilmadigi ve aberan stres
graniillerine dontistiigli gosterilmistir (113). SMA modelleri ile yapilan ¢aligmalarda
ise, SMN’nin stres graniilii olusumunda gorev aldigr ve SMN eksikligi durumunda

graniil olusamadig1 gosterilmistir (114).

Farkli hiicresel kompartmanlarda bulunan SMN proteininin ¢ok sayida
interaksiyon partneri bulunmakta ve farkl: hiicresel mekanizmalarda gérev almaktadir.
SMN, sitoplazmada snRNP’leri biraraya getirerek, kompleks halinde hiicre
cekirdegine tasinmakta ve bu sayede splicing’in gerceklesmesi saglanmaktadir.
Ayrica, SMN, RNA baglayict proteinlerle birlikte, akson boyunca mRNA
transportunu (6rn. beta aktin mRNA) saglamakta; boylece biiyiime bolgesindeki hiicre
iskelet yapisinin diizenlenmesini ve sinaptik proteinlerin lokal translasyonunun

gerceklesmesini saglamaktadir. Bunlarin yani sira SMN proteini, translasyon,
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ubikuitin homeostazi, mitokondri transportu ve biyoenerjetik yolaklar, sinaptik
vezikill yerlesimi ve salgilanmasi gibi noronlar i¢in elzem olan siireglerle de
iliskilendirilmistir (95) (Sekil 2.8.). Farkli hiicresel fonksiyonlarindan dolayr, SMN
eksikligi, insan digindaki diger canlilarda embriyonik letalite ile sonuglanmaktadir.
SMA modelleri ile yapilan ¢alismalarda akson ve dendrit uzamasi, dallanmasi ve
aksonal transportta hatalar oldugu gosterilmistir. Noronal morfoloji ve fonksiyonda
meydana gelen bu degisiklikler, hiicre iskeleti lizerine yapilan arastirmalarin artmasina
neden olmus; SMA modellerinde aktin filamentleri, norofilamentler ve

mikrotiibiillerde gesitli yapisal ve fonksiyonel degisiklikler tespit edilmistir (115-119).

Sitoplazma
o . . snRNP biyogenezi . .
Hiicre govdesi Aktin dinamigi Sinaptik ug

Hiicre iskeleti organizasyonu Sinaptik vezikiil saliniminin

on /vdmenlenmesi
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snRNP biyogenezi ® % Akzonal mRNA taginimi
histon mRNA splicing — @\ s
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\ — ® * o *— Hiicre digi vezikiiller
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Sekil 2.8. SMN proteinin hiicre igerisindeki yerlesimi ve islevlerinin sematik gosterimi
(97. referanstan uyarlanarak, Biorender ile olusturulmustur).

2.2.3. SMIN Eksikliginde Mikrotiibiil Iskeleti ile iliskili Hatalar

SMA patomekanizmasinda mikrotiibiillerin rolii detayli arastirilmamis olmakla
birlikte, az sayida ¢alismada, SMA hastalik modellerinde mikrotiibiil yapisinda ve
mikrotibiil ile iligkili proteinlerde ifade/post-translasyonel  modifikasyon
degisiklikleri saptanmistir. SMN ifadesi baskilanan ndron benzeri hiicrelerde ve
SMA ’nin ciddi formunu yansitan bir fare modeline ait omurilik dokusunda mikrotiibiil
depolimerizasyonundan sorumlu statmin proteininin ifadesi yiiksek bulunmus, ancak
statmin ifadesi azaltilan farelerde motor néron Sliimiiniin engellenemedigi ve omiir
uzunlugunun degismedigi saptanmistir (120,121). Hastaligin hafif formunu yansitan
bir fare modelinde ise motor ndronlarda statmin ifadesinde azalma rapor edilmis,
ifadenin arttirilmasi yoluyla hastalik fenotipi diizeltilebilmistir (122). Hastalara ait
indiiklenmis pluripotent kok hiicre kokenli motor ndron hiicrelerinde yapilan bir

caligmada ise mikrotiibiil yapisinin kurulumunda gérevli olan Bl tiibiilin proteininin
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ifadesinde azalma saptanmistir (123). Baska bir ¢alismada ise, SMA’nin ciddi formuna
ait bir fare modelinden kurulan motor néronlarda ve hasta omurilik dokularinda,
mikrotiibiil stabilitesinin saglanmasindan sorumlu TAU proteininin hiperfosforile
oldugu saptanmus; hiperfosforile TAU hastalara ait omurilik doku kesitlerinde de
gosterilmistir. TAU hiperfosforilasyonunun mikrotiibiil stabilitesi {izerine etkisi
aragtirtlmamis olmakla birlikte, SMA’l1 farede TAU knock-out edildiginde sinir-kas
kavsagi denervasyonu ile motor noéron dejenerasyonu diizeltilebilmistir (124).
Kinezin-1 motor protein ailesinden KIF5A’nin arastirildig bir ¢alismada, fare ve IPSC
kokenli insan motor ndronlarinda, SMN eksikliginin KIFSA mRNA stabilitesini
azaltarak mRNA yikimini artirdig1 ve buna bagh olarak KIFSA protein diizeylerinin
diismesine yol agtigi, aksonal transportunun ve aksonal rejenerasyonun bozuldugu
gosterilmistir. KIF5A’nin ifadesi arttirildiginda saptanan hatalarin  diizeldigi
bildirilmistir (125). Baska bir ¢alismada, SMA fare modeline ait omurilik dokularinda
miR-140-3p isimli mikroRNA’nin ekspresyonunun arttigi belirlenmis ve bu artisin,
aksonal tagimada gorev alan motor proteinlerden KIF5A nin diizeyinde azalmaya yol
actig1 gosterilmistir. miR-140-3p’nin KIFSA mRNA’s1 ile dogrudan etkilestigi
saptanmus; farelere uygulanan miR-140-3p antagomiri sonrasinda hastalik siddetinde

azalma saptanmistir (126).

Grubumuzun mikrotiibiiller ile gergeklestirdigi ¢alismalarda, in vitro néronal
SMA modelinde, mikrotibiil asosiye proteinlerden MAP1B’nin ifadesinin ve
fosforilasyonunun arttig;; bu artisin @ TTL diizeyini etkileyerek o-tiibiilin
detirozinasyonunda azalmaya neden oldugu ve mikrotiibiil stabilitesinin azaldigi
gosterilmisgtir. MAP1B ifadesinin baskilanmasi sonucunda o-tiibiilin detirozinasyon
diizeyinin ve hatali mitokondri yerlesiminin diizeltilebilmesi miimkiin olmustur (49).
Ayni hiicresel modelde gergeklestirdigimiz ¢alismalarda, MAPIB ile etkilesimi
bulunan ve mikrotiibiillerin pozitif ucunda yerlesen EB3 proteininin ifadesinin azaldigi
ancak mikrotiibiil uclarinda olusturduklart comet sayisinin arttigi belirlenmistir. Bu
bulgu, proksimalde yerlesim gosteren mikrotiibiillerin daha dinamik olduguna isaret
etmistir (127). Baska bir ¢alismamizda stabil mikrotiibiiller {izerinde biriken, bu
nedenle de stabilite belirteci olarak bilinen diger bir a- tiibiilin modifikasyonu olan
asetilasyona odaklanilmis; SMA hastalarina ait fibroblast hiicrelerinde, ayrica

Drosophila melanogaster SMA modelinde asetilasyonda azalma saptanmuistir.
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Hiicrelerde deasetilasyondan sorumlu olan HDACG6 enzimi farmakolojik olarak inhibe
edilerek a-tiibiilin asetilasyonu arttirildiginda, SMN eksikliginde gozlenen Golgi
fragmantasyonu kismen diizeltilebilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, SMA
hastalarina ait fibroblastlarda o-tiibiilin asetilasyon diizeyi ile Golgi fragmentasyonu

arasinda bir iligkili oldugu belirlenmistir (109).

SMA modelleri ile gergeklestirdigimiz c¢aligmalarimiz, SMN eksikliginde
mikrotibiillerle  iliskili ~ proteinlerin  ifadelerinde  ve  post-translasyonel
modifikasyonlarinda degisiklikler oldugunu ve bu degisikliklerin mikrotiibiil
stabilitesinde azalmaya neden oldugunu gostermistir. Mikrotiibiiller, hiicrelerde
hareket ile ilgili tim siireglerde gorev alan temel hiicre iskeleti eleman1 oldugundan,
SMA’da saptadigimiz mikrotiibiil stabilite kaybinin, hiicrelerde az miktarda bulunan
islevsel SMN proteininin transportunu, yerlesimini ve dolayisiyla islevlerini
etkilemesi olas1 goriilmiistiir. Calismalarimiz ve literatiir bilgilerinin 1518inda, SMN
eksikliginde goriilen mikrotiibiil stabilite kaybinin diizeltilmesi ile SMN proteininin
transportunun ve yerlesiminin degisecegi hipotezi kurulmustur. Bu tez calismasindaki
amacimiz; in Vitro noéronal SMA modelinde a-tiibiilin modifikasyonlarinin
degistirilmesi yoluyla mikrotiibiil stabilitesinin arttirllmasini1 saglayarak, SMN
proteininin hiicre i¢i transportunun ve hiicre disina salgilanmasinin arastirilmasi ve
buna iliskin mekanizmalarin agiklanmasidir. Bir diger amacimiz ise, mikrotiibiil
stabilitesinin arttirilmasi yaklagiminin, SMA hastaliginin tedavisinde kullanilan SMN
arttirict  tedavilerin  etkinligini  yiikselterek SMA’nin  kombine tedavisi igin

uygunlugunun degerlendirilmesidir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Hiicre Kiiltiiri

Tez ¢alismalar1 kapsaminda, daha once SMN eksikliginde mikrotiibiil
stabilitesinin azaldigin1 gosterdigimiz in vitro model olan fare motor néron benzeri
NSC34 hiicre hatt1 ile calistlmistir. Bu hibrit hiicre hatti, 1992 yilinda fare
noroblastoma hiicreleri ile omurilik motor ndronlarinin fiizyonu sonucunda elde
edilmistir (128). NSC34 hiicreleri Hacettepe Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali, Prof. Dr. Altan Glinalp Arastirma Laboratuvari stogundan temin edilmistir.
Hiicre hattinin kullanimi igin Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurul
Bagkanligi’na yaptigimiz bagvurunun (Tarih:24.01.2023 Karar No:52338575- 16)
sonucunda ¢alismamizin etik kurul kapsami1 disinda oldugu bildirilmistir (Bkz: Ek 1).

NSC34 hiicrelerinin kiiltiir sartlar1 agagida belirtilen sekilde gerceklestirilmistir.

Hiicre Proliferasyonunu Saglayan Kiiltiir Ortamu:

DMEM 4,5 g/l D-glukoz (Gibco, Glutamax) 194 ml
Fetal sigir serumu (%5, Biowest) :5ml
Penisilin/Streptomisin (%1, Biowest) :1ml

Hiicre Farklilasmasini Saglayan Kiiltiir Ortamu:

DMEM 4,5 g/l D-glukoz (Gibco, Glutamax) :98 ml
Fetal sigir serumu (%1, Biowest) :1ml
Penisilin/Streptomisin (%1, Biowest) :1ml

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

1X PBS (Medicago) :5ml
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Hiicre Dondurma Ortami:
Hiicre ¢ogaltma ortami 2900 ul
Dimetil siilfoksit (DMSO, %10, Sigma-Aldrich)  :100 ul
Hiicre Sayima:
Tripan mavisi (%0,4 , ThermoFisher)
Cedex XS Hiicre Analiz Cihazi (Roche)
Hiicre Goriintiileme:

Trinokiiler Floresan Atagmanli Inverted Mikroskop (Leica DMIL)

3.1.2. siRNA Transfeksiyonu ile Gen Ifadesinin Baskilanmasi
Opti-MEM (Gibco)

Lipofectamine 2000 (Invitrogen)

siRNA Dizileri (Eurofins ve Thermofisher)

Smnl siRNA dizisi: 5> CAGAAGUAAAGCACACAGCAA-ITIT 3’

Ttl siRNA (1) dizisi: Thermofisher Silencer Select Pre-designed siRNA
(s88170)

Ttl siRNA (2) dizisi: 5 AAACACCUCCCUUACCAGAGC -dTdT 3’

KIF5C siRNA (1) dizisi: Thermofisher Silencer Select Pre-designed siRNA
(s68784)

KIF5C siRNA (2) dizisi: 5> GCACCAACGAUGUGAAGACUC -dTdT 3°

Scrambled kontrol siRNA dizisi: 5° AUACGAACGGAACGAACAACA-
dTdT 3’
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3.1.3. Hiicre I¢i Stres Graniilii Olusturulmasi

Sicaklik inkiibatori

3.1.4. Hiicre I¢i Protein Izolasyonu

RIPA Lizis ve Ekstraksiyon Tamponu (25 mM Tris-HCI (pH 7.6), 150 mM
NaCl, %1 NP-40, %1 sodyum deoksikolat ve %0.1 SDS)

Proteaz inhibitor tablet (Roche)

Fosfataz inhibitor tablet (PhosStop, Roche)

Sogutmal1 santrifiij (Hettich Universal 16 R)

Sonikatdr (Sonics Vibra Cells, islemci modeli VCX 130, prob modeli CV 18)
3.1.5. Hiicre Dis1 Protein izolasyonu

Trikloroasetik asit (%20)

dH,O : 25 ml
Trikloroasetik asit (Sigma) :50r
RIPA Lizis ve Ekstraksiyon Tamponu 125 ul

(25 mM Tris-HCI (pH 7.6), 150 mM NacCl, %1 NP-40, %1 sodyum deoksikolat
ve %0.1 SDS)

3.1.6. Protein Konsantrasyon Tayini

Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay Kit (Pierce, Thermo Scientific)
Spektrofotometre (SpectraMax M, Mikroplaka Okuyucu (Molecular Devices)

3.1.7. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Toplayici Poliakrilamid Jel (%4, pH:6,8):

dH,0 :3,1ml
0.5 M Tris (pH 6,8) (Applichem) 1,25 ml
Akrilamid/Bisakrilamid (%40) :0,5ml

%10 SDS (Carlo Erba) 50 ul



TEMED (Sigma-Aldrich)
APS (%10)

Ayirici Poliakrilamid Jel (%12, pH:8,8):
dH,0
1.5 M Tris (pH 6,8) (Applichem)
Akrilamid/Bisakrilamid (%40)
%10 SDS (Carlo Erba)
TEMED (Sigma-Aldrich)

APS (%10)

Akrilamid-Bisakrilamid (%40):
Akrilamid (Sigma)
Bisakrilamid (Sigma)

dH20 ile 50 ml’ye tamamlanir.

Amonyum Persiilfat (APS) (%10):

Amonyum Persiilfat (Sigma)

dH20 ile 1 ml’ye tamamlanir.

Yiikleme Tamponu (5X Laemmli Buffer):
1M Tris Baz (pH 8.0) (Merck)
Gliserol (Sigma)

SDS (Sigma)
Brom Fenol Mavisi

2-Merkaptoetanol (Sigma)

25ul

£ 50 pl

3,4 ml
:2,0ml
2,4 ml
£ 80 ul
8l

180 wl

19,56 g

10,54 ¢
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3.1.8. Western Blot

Protein molekiiler agirlik belirleyicisi - Precision Plus Protein Dual Color
Standards Marker (BioRad)

Nitroseliilloz Membran (BioRad)

Ponceau-S (Sigma)

Coomassie Brillant Mavisi

Mini protean elektroforez sistemi ve gii¢ kaynagi (Biorad)

SuperSignal™ West Femto Kemiliiminesans Substrat Kiti (ThermoFisher)

GeneGnome5 Kemiliiminesans Goriintiileme Cihazi (Syngene)

Soliisyonlar:

5X Elektroforez (Yiriitme) Tamponu (stok soliisyon):

Tris Baz (pH: 8.0) (Sigma) :15,15¢
Glisin (Sigma) 1729
SDS (Sigma) '5¢

dH-0 ile 1L olarak hazirlanir.

1X Elektroforez Tamponu:

5X stok soliisyonu

200 ml dH,0 ile 1L olarak hazirlanir.

5X Transfer Tamponu (stok soliisyon):
Tris Baz (pH: 8.0) (Sigma) 115159
Glisin (Sigma) 172 ¢
dH20 ile 1L olarak hazirlanir.

1X Transfer Tamponu:



5X stok soliisyon : 200 ml
Metanol (%2100) : 200 mi

dH»0 ile 1L olarak hazirlanir. Taze hazirlanr.

10X TBS - Tris Buffered Saline (pH;7.6):
Tris Baz (Sigma) 124,49
NaCl (Sigma) :80¢g

dH20 ile 1L olarak hazirlanir.

1X TBS-T - Yikama Tamponu (pH:7.4):
10X TBS stok soliisyon : 200 ml
Tween-20 (Sigma-Aldrich) 21ml

dH»0 ile 1L olarak hazirlanir.

Bloklama Soliisyonu (%5):
Stit tozu 10,50

TBS-T (%0,1) £ 10 ml

Stripping Soliisyonu:

SDS (%20, pH:7,2) : 500 pl
Tris-HCI (Sigma) 1312 ul
2-Merkaptoetanol :37,5ul
dH,O 14,15 ml

65 °C “de bulunan hibridizasyon firiminda 30 dk boyunca uygulanr.

32
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Primer Antikorlar:

Anti detirozin a-tiibiilin primer antikor (Tavsan poliklonal, Sigma) (1:500)
Anti-a tiibiilin primer antikor,(Fare monoklonal, Sigma) (1:1000)
Anti-SMN primer antikor (Fare monoklonal, BD Transduction) (1:1000)
Anti-TTL primer antikor (Tavsan poliklonal, Thermo Scientific) (1:1000)
Anti-KIF5C primer antikor (Tavsan poliklonal, Proteintech) (1:1000)
Sekonder Antikorlar

Anti-fare horseradish peroksidaz (HRP) konjuge sekonder antikor, (1:8000),
(Sigma)

Anti-tavsan horseradish peroksidaz (HRP) konjuge sekonder antikor, (1:4000),
(Merck)

3.1.9. Immiinfloresan Boyama

DAPT’li Prolong Gold Antifade Kaplama Soliisyonu (Molecular Probes)

DAPT’siz Prolong Gold Antifade Kaplama Soliisyonu (Molecular Probes)

Triton X-100 (Sigma)

Keci serumu (Sigma)

Floresan atagmanli upright mikroskop (Carl-Zeiss Axioplan 2)

Konfokal mikroskop (Leica DMI4000, Andor DSD2 differential spinning

confocal)
Fiksasyon:
%4 Paraformaldehit (PFA) (Sigma) :100 ml
1X Yikama Soliisyonu (1X PBS, pH 7,4) (Sigma):
dH20 : 200 ml
PBS Tablet (Medicago) - 1 adet

Kullanim 6ncesi otoklavlanir.
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%20 BSA:
S1gir serum albiimin (BSA) (Sigma) ‘19
1X PBS :5mil

1000 pL soliisyonda %1 hazirlamak i¢in %20 BSA soliisyonundan 50 pl

kullanilir.

Bloklama Tamponu:

Sigir serum albumin (%20 BSA) 150 wl
TritonX-100 :30 ul

Keg¢i serumu 100 pl
1X PBS 1720 pl

Primer Antikorlar:

Anti-Tirozin a-tiibilin primer antikor (Sigan monoklonal, Abcam) (1:1000)
Anti-G3BP1 primer antikor, (Tavsan monoklonal, Thermo Scientific) (1:1000)
Anti-SMN primer antikor (Fare monoklonal, BD Transduction) (1:1000)
Anti-Coilin primer antikor (Tavsan poliklonal, Thermo Scientific) (1:500)
Anti-KIF5C primer antikor (Tavsan poliklonal, Proteintech) (1:1000)
Sekonder Antikorlar:

Anti-tavsan Alexa fluor 568 sekonder antikor, kirmizi (1:500) (Thermo
Scientific)
Anti-fare Alexa fluor 568 sekonder antikor, kirmizi (1:500) (Thermo

Scientific)

Anti-tavsan Alexa fluor 488 sekonder antikor, yesil (1:500) (Thermo
Scientific)
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Anti-fare Alexa fluor 488 sekonder antikor, yesil (1:500) (Thermo Scientific)

Anti-sican Alexa fluor 488 sekonder antikor, yesil (1:1000) (Thermo

Scientific)

3.1.10. Kantitatif Mikroskopik Analizler

Mikroskobik goriintiileme sonrasi ndrit uzunlugu, floresan yogunluk ve protein
es-yerlesim analizleri Fiji programi kullanilarak gergeklestirilmistir (129). Norit
uzunluk Ol¢iimlerinde Fiji’nin ‘Segmented Line’ aract kullanilmistir. Floresan
yogunluk analizleri ‘Measure’ araci ile gergeklestirilmis ve degerlendirmelerde
‘integrated density’ degerleri esas alinmistir. Proteinlerin es-yerlesim analizinde ise

Fiji’ye entegre ¢alisan ‘Colocalization Threshold’ eklentisinden yararlanilmistir.

3.1.11. In silico Protein-Protein Etkilesim Analizleri

SMN’nin motor proteinlerle olabilecek dolayli/dogrudan etkilesimlerin

arastirilabilmesi i¢in kullanilan biyoinformatik araclar agagida belirtilmistir.

e STRING (https://string-db.org/) (130)
e BioGRID (https://thebiogrid.org/) (131)

3.1.12. istatistiksel Analizler

e GraphPad prism 10.0.0 (https://www.graphpad.com/) (132)



https://string-db.org/
https://thebiogrid.org/
https://www.graphpad.com/
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiri

Tez c¢alismalar1 kapsaminda, daha once SMN eksikliginde mikrotiibiil
stabilitesinin azaldigini gosterdigimiz in vitro model olan fare motor néron benzeri
NSC34 hiicre hatti kullanildi. Hiicre kiiltlirii protokolii asagida detaylariyla

sunulmustur.
NSC34 Hiicrelerinin A¢ilmasi

e S1vi azot tankindan ¢ikarilan NSC34 hiicreleri 37°C su banyosunda hizli

sekilde ¢oziildii ve taze cogaltma ortami igeren 25 cm?’lik kiiltiir kabina aktarildi.

e Hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyine tutunmasini takiben, DMSO igeren

dondurma ortami uzaklastirildi ve yerine taze cogaltma ortami eklendi.

e Kiiltiiriin 72. saatinde hiicreler 75 cm?’lik kiiltiir kabina pasajlanarak kiiltiire

devam edildi.
NSC34 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

e NSC34 hiicreleri, kiiltiiriin siirekliligini saglamak amaciyla 72 saatte bir
pasajlandi. Hiicre yogunlugu yaklasik %70-85 diizeyine ulastiginda pasajlama islemi
1:2 oraninda gergeklestirildi.

e Pasajlama Oncesinde ¢ogaltma ortam1 uzaklastirildi ve hiicreler 1X PBS ile

yikanarak o6lii hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmasi saglandi.

e Hiicrelerin lizerine 1X Tripsin-EDTA eklendi ve hiicreler 37 °C etiivde 8 dk
inkiibe edildi.

e Tripsinin inaktivasyonu amactyla kiiltir kabina 7 ml taze ¢ogaltma ortami

eklendi.

¢ Hiicrelerin toplanabilmesi i¢in yiizey yikandi ve elde edilen siispansiyon 15

ml’lik falkon tiipiine transfer edildi.

e Hiicreleri ¢oktiirmek amaciyla siispansiyon 1000 rpm ve 5 dk 23 °C

kosullarinda santrifiij edildi ve elde edilen stipernatant uzaklastirildi.
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e Pellet iizerine 3 ml taze besiyeri ilave edilerek hiicreler homojenize edildi

e Hiicreler, toplam hacim 10 ml olacak sekilde taze ¢ogaltma ortami ile birlikte

yeni 75 cm?’lik kiiltiir kaplarina aktarildi.
NSC34 Hiicrelerinin Farklilastirilmast

e Hiicrelerin farklilagtirilmasini  saglamak amaciyla ¢ogaltma ortami

uzaklagtirildive yerine %1 oraninda FBS iceren farklilastirma ortami eklendi.

e Hiicreler, 37 °C ve %5 CO: kosullarin1 saglayan etiivde 72 saat (3 giin)
stireyle inkiibe edildi.

NSC34 Hiicrelerinin Dondurulmasi

¢ Hiicre dondurulmasi i¢in NSC34 hiicreleri, pasajlama asamasindaki gibi
tripsinizasyon ile kiiltlir kab1 yiizeyinden kaldirildi ve santrifiij edildi ve slipernatant

uzaklastirildi.
e Pellet 1 ml dondurma ortaminda restispanse edildi.

e Her pasajda uygun dondurma ortami kullanilarak hiicreler 1 x 10¢ hiicre/vial

(bir 75°lik) olacak sekilde 6zel dondurma tiiplerine (cryotube) alindi.
e Hiicreler, %10 DMSO i¢ceren DMEM besiyeri igerisinde hazirlandi.

e Tiipler, yavas donmay1 saglamak amaciyla izopropanol i¢eren 6zel dondurma

kabina yerlestirilerek —80 °C’de donduruldu.

¢ Dondurulan tiipler daha sonra s1v1 azot tanki icerisine yerlestirildi.

3.2.2. siRNA Transfeksiyonu ile Gen ifadesinin Baskilanmasi

NSC34 hiicrelerinde SMN, TTL ve KIF5C gen ifadeleri siRNA yontemi
kullanilarak baskilandi. SMN gen ifadesinin baskilanmasi i¢in literatiirde daha 6nce
bildirilen siRNA dizisi kullanildi (49). TTL ve KIF5C gen ifadelerinin baskilanmasi
amaciyla ise yeni siRNA dizileri tasarlandi, siRNA dizileri tasarlanirken literatiirde
tanimlanan kriterler dikkate alindi. SIRNA tasarimi sirasinda dizilerin birbirine
komplementer 21 niikleotit uzunlugunda olmasina, GC igeriginin %30-50 araliginda
bulunmasina ve ardigik tekrar eden ya da palindromik diziler icermemesine dikkat

edildi. siRNA tasarimi amaciyla 6ncelikle Ensembl veri tabanindan hedef genlere ait
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transkript varyantlari ve ekzon—intron organizasyonlari incelendi. Genin farkli
transkriptlerinde ortak olarak bulunan ekzon bolgeleri belirlendi ve sSiRNA hedef
bolgesi segiminde bu bolgeler tercih edildi. Daha sonra hedef genlere ait
MRNA/cDNA dizileri elde edildi; siRNA tasariminda yalnizca olgun mRNA’da
bulunan ekzonik diziler dikkate alindi. Ayrica, tasarlanan siRNA dizilerinin hedef dig1
baglanma olasiligini degerlendirmek amaciyla NCBI BLAST analizi gergeklestirildi.
siRNA dizayn siirecinde Thermo Fisher Scientific tarafindan saglanan siDESIGN
Center platformundan yararlanildi. Bunun yaninda, tasarlanan siRNA dizilerinin gen
ifadelerini yeterli diizeyde baskilayamama olasiligi goz 6niinde bulundurularak, TTL
ve KIF5C mRNA’larmi taniyan hazir siRNA dizileri (Thermo Fisher Scientific
Silencer Select)’de temin edildi. Transfeksiyon protokollerin detaylari asagida

sunuldu.

e Hiicreler transfeksiyon ve farklilagtirma deneyleri amaciyla otomatik hiicre
sayim cihazi (Roche Cedex®) yardimiyla sayildi. Hiicre saymmi icin hiicre
stispansiyonu 1:1 oraninda Trypan Blue ¢ozeltisi ile karigtirildi ve 10 ul hacimde 6rnek
saymm slaytlarina (Ibidi) yiiklendi. Slayt cihaz igerisine yerlestirilerek canli hiicre

sayimi gerceklestirildi.
e Western blot analizleri i¢in hiicreler, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina kuyucuk

basina 2 x 10° hiicre olacak sekilde ekildi.

e Immiinfloresan boyama caligmalari i¢in &nceden steril yuvarlak lameller

yerlestirilen 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina kuyucuk basina 2,5 x 10* hiicre ekildi.

e Hiicreler yiizeye tutunmalarini saglamak amaciyla %5 CO. ve 37 °C

kosullarindaki etiivde 24 saat inkiibe edildi.

¢ Gen ifadesi baskilanacak hiicreler i¢in kuyucuk basina Lipofectamine 2000
transfeksiyon ajani, Opti-MEM ve SMN siRNA (30 nM), TTL siRNA (90 nM) veya
KIF5C siRNA (60 nM) igeren karisimlar hazirlandi.

e Kontrol grubu igin Lipofectamine 2000 ve Opti-MEM, hedefi olmayan

scrambled siRNA ile karistirilarak hazirlandi.
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e Hiicrelerin ¢ogaltma ortami uzaklastirildi ve transfeksiyon karisimlari
farklilagtirma ortami igerisinde hazirlanarak Lipofektamin 2000 igeren karigim {lizerine

eklendi ve dikkatlice pipetaj yapildi.

¢ siRNA igeren tiip icerikleri diger tiipe aktarildi ve transfeksiyon karigimlari
oda sicakliginda 25 dk inkiibe edildi.

e Hiicrelerin iizerine %1 serum igeren farklilastirma ortami eklendi ve
transfeksiyon karisimi damla damla ilave edilerek hiicreler 72 saat siireyle

farklilastirilda.

e 72 saatlik farklilagma siiresi sonunda Western blot analizleri igin hiicreler

RIPA tamponu i¢ine toplanarak protein izolasyonu gerceklestirildi.

e Immiinfloresan analizler icin ise hiicreler %4 PFA ile fikse edildi.

3.2.3. Hiicre I¢i Stres Graniilii Olusturulmasi

e NSC34 hiicreleri, cam lamel igeren 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina kuyucuk
basina 2,5 x 10* hiicre ekildi.

e Hiicreler gerekli inkiibasyon siiresi boyunca standart kiiltiir kosullarinda

bilyiitiildii.

e Hiicrelere sicaklikstresi uygulamak amaciyla kiiltiir kaplar1 sirasiyla 45 °C,

60 °C ve 90 °C sicakliga ayarlanmis inkiibatorlere yerlestirildi.
e Hiicreler 1 saat boyunca ilgili sicakliklarda inkiibe edildi.
e Sicaklik uygulamasi sonrasinda hiicrelerin kiiltiir ortam1 uzaklastirildi.

e Hiicreler %4 paraformaldehit (PFA) ¢ozeltisi ile oda sicakliginda fikse edildi
Sonrasinda PFA uzaklastirilarak ve hiicreler PBS ile yikandi.

e Hiicreler immiinofloresan boyama protokoliine alindi.

e Boyama islemi tamamlandiktan sonra hiicreler konfokal mikroskop

kullanilarak goriintiilendi.
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3.2.4. Hiicre I¢i Protein Izolasyonu

e Western blot analizleri i¢in 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina kuyucuk bagina 2 x

10° hiicre ekilen hiicreler, 72 saatlik farklilastirma sonunda buz iizerine alindi.

e Hiicrelerin iizerine 125 puL soguk RIPA lizis ve ekstraksiyon tamponu

eklendi.

e Proteaz ve fosfataz inhibisyonunu saglamak amaciyla hiicre toplama
asamasinda tampona taze olarak 1:50 oraninda proteaz inhibitor tablet ve 1:20

oraninda PhosSTOP eklendi.
e Hiicreler yiizeyden hiicre kaziyici (cell scraper) kullanilarak toplandi.
e Protein izolasyonu i¢in 6rneklere buz iizerinde 15 dk sonikasyon uygulandi.
e Sonrasinda 6rnekler +4 °C ve 14.000 rpm kosullarinda 20 dk santrifiij edildi.

¢ Proteinleri igeren siipernatant temiz bir tiipe aktarildi ve konsantrasyonlarini

belirlemek i¢in BCA Protein Assay Kit kullanildi.

e Standart egri kit igerisinde bulunan BSA ve %1 SDS ile hazirlandi, standart
kullanilarak orneklerdeki protein konsantrasyonlari spektrofotometrik olarak

(Molecular Devices, M2) olgiildii.

3.2.5. Hiicre Dis1 Protein izolasyonu

e NSC34 hiicreleri standart inkiibasyon kosullarinda (37 °C, %5 CO:) kiiltiire
edildi.

e Farklilasmanin indiiklenmesi amaciyla hiicreler, diisiik serum (%1 FBS)
igeren kiiltiir ortamina alind1 ve siRNA transfeksiyonu uygulanmasinin ardindan 3 giin

boyunca farklilastirildi.

e Hiicre dis1 ortama salgilanan proteinlerin izole edilmesi i¢in farklilastirilmig
hiicrelerin kiiltiir ortamu toplanarak eppendorf tiiplere alind1 ve 14.000 rpm’de 15 dk

santrifiij edilerek hiicre debisi uzaklastirildi.

e Elde edilen siipernatant dikkatlice temiz bir tiipe aktarildi.
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e Hiicre disina salgilanan proteinlerin ¢oktiiriilmesi amaciyla siipernatant

tizerine %20 trikloroasetik asit (TCA) eklendi ve drnekler vortekslenerek homojenize
edildi.

e TCA ile muamele edilen Ornekler, protein presipitasyonunu saglamak

amactyla buz iizerinde 1,5 saat inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda tiipler 4 °C’de 14.000 rpm’de 10 dK santrifiij edilerek

protein pelletleri elde edildi.

e Siipernatant dikkatlice uzaklagtirildi ve kalan TCA’nin giderilmesi amaciyla
pellet 500 pL %100 etanol ile yikandi.

e Yikama sonrast tiipler 14.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

e Protein pelletleri RIPA lizis tamponu igerisinde ¢ozdiiriildi ve ¢oziintirligi

artirmak i¢in vorteks uygulandi.

e Protein konsantrasyonlari, Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay Kit

kullanilarak belirlendi.

3.2.6. Protein Konsantrasyon Tayini

e BCA Protein Assay kiti kullanilarak, hiicre igi ve hiicre dis1 ortamdan izole

edilen proteinlerin konsantrasyonlar 6l¢iildii.

* %1 SDS igerisinde farkli BSA konsantrasyonlarina sahip standartlar, standart

egrinin olusturulmasi amaciyla hazirlandi (Tablo 3.1).
¢ Protein 0rneklerinin 10 kat seyreltilmesi i¢in, %1 SDS 6rneklere eklendi.

e Calisma ¢ozeltisi 50A:1B oraninda hazirlandi ve standartlar ile 6rneklerin

tizerine 1’er ml eklendi.
e Tiipler alt-iist edilerek karistirildi ve 37 °C inkiibatérde 30 dk inkiibe edildi.
e Ornekler triplike olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplakaya aktarildi.

e Absorbans degerleri 562 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iildii
(SpectraMax M2, Molecular Devices).
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e Protein O0rnekleri Western blot calismalarinda kullanilmak tizere —80 °C

derin dondurucuda saklandi.

Tablo 3.1. Protein konsantrasyon o6l¢iimiinde standart egri ¢izimi igin kullanilan BSA

konsantrasyonlari.
Standart | %1 SDS miktari(ul) | BSA miktari(ul) | Konsantrasyon (ng/ul)
0 50 ul 0 0
1 47,5 ul 2,5 ul 0,1
2 40 ul 10 ul 0,4
3 30 ul 20 ul 0,8
4 20 ul 30 ul 1,2

3.2.7. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

e NSC34 hiicrelerinden elde edilen protein drnekleri kullanilarak Western blot

caligsmalar1 gerceklestirildi.

e Jel elektroforezi i¢in etanol ile temizlenen cam plakalar jel dokme aparatina

yerlestirildi ve s1zint1 kontrolii su ile yapildi.

e Ayirict jel (%]12), tarak hizasinin yaklagik 1 cm altina kadar dokiildii ve jel

yiizeyini diizlestirmek amaciyla iizeri dH-O ile kaplandi.

e Jel polimerize olduktan sonra iizerindeki su uzaklastirildi ve toplayici jel
(%5) dokiilerek tarak yerlestirildi.

e Jel polimerizasyonu tamamlandiktan sonra tarak ¢ikarildi ve jel Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) tankina yerlestirildi ve tanka 1X
elektroforez tamponu eklendi.

e Protein ornekleri, kuyucuk basina 30 pug olacak sekilde 2-merkaptoetanol

iceren 5X Laemmli tamponu ile 1:5 oraninda karistirildi.

e Proteinlerin denatiirasyonu i¢in 6rnekler 95 °C’de 7 dk kaynatild1 (Eppendorf

Thermomixer) ve ardindan buz iizerine alind1.
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e Jele 10 uL molekiiler agirlik belirleyicisi ve hazirlanan protein ornekleri

yiiklendi.

e Elektroforez, toplayici jel boyunca 80 V’da baslatildi. Ardindan yiiriitme
islemi 120 V’da yaklagik 2 saat siirdiiriildii.

3.2.8. Western Blot

Islak Transfer

e Elektroforez tamamlandiktan sonra proteinlerin jelden nitroseliiloz

membrana transferi 1slak (wet) transfer yontemi ile gergeklestirildi.

e Transfer islemi i¢in 9 x 6 cm boyutunda kesilen Whatman kagidi (4 adet) ve
nitroseliilloz membran (1 adet) , transfer slingerleri ile birlikte transfer tamponunda

1slatilda.

e Elektroforez sonrasi toplayici jel kesilerek uzaklastirildi ve ayirici jel transfer

tamponu i¢ine alindi.

e Islak transfer kaseti, siyah kenardan baslayacak sekilde sirasiyla siinger, 2
adet Whatman kagidi, jel, nitroselilloz membran, 2 adet Whatman kagidi ve siinger

yerlestirilerek kapatildi.

e Kasetler transfer tamponu igeren tanka yerlestirildi ve sisteme buz kalib1

eklendi .

e Proteinlerin jelden nitroselilloz membrana transferi 120 V’da 1,5 saat

gerceklestirildi.
e Transfer etkinligi, membranin Ponceau S ile boyanmasiyla kontrol edildi.
Bloklama ve Antikor Inkiibasyonlart

e Transfer sonrasi 6zgiil olmayan antikor baglanmalarini 6nlemek amaciyla
membran, %35 siit tozu igeren bloklama soliisyonunda oda sicakliginda calkalayici

uzerinde 1 saat bloklandi.

e Analiz edilmek istenen proteinlere 6zgii primer antikorlar, “Gerecler”
boliimiinde belirtilen oranlarda %S5 siit tozu igerisinde hazirlandi ve membran ile +4

°C’de gece boyunca inkiibe edildi.
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e Ertesi giin primer antikor soliisyonu uzaklastirildi ve membran TBS-T ile 3

kez, her biri 10 dk olacak sekilde yikandi.

e Membran, horseradish peroksidaz (HRP) ile isaretli uygun sekonder

antikorlar ile oda sicakliginda calkalayici {izerinde 1 saat inkiibe edildi.

e inkiibasyon sonrasinda membran TBS-T ile 3 kez, her biri 10 dk olacak

sekilde yikandi.

e Isaretlenen proteinlerin goriintiilenmesi icin kemiliiminesans substrat: 1:1

oraninda hazirlandi ve membran bu soliisyon ile 3 dk inkiibe edildi.

e Protein bantlar1 GeneGnome kemiliiminesans goriintilleme sistemi

kullanilarak uygun pozlarda goriintiilendi.

¢ Normalizasyon amaciyla membran, bagl antikorlarin uzaklastirilmasi igin

stripping soliisyonu ile 65 °C’de hibridizasyon firminda 30 dk muamele edildi.
e Membran TBS-T ile 3 kez, her biri 10 dk olacak sekilde yikandi.

¢ Normalizasyon amaciyla ifadesi degigsmeyen total o-tiibiilini tantyan primer

antikor ve uygun sekonder antikor inkiibasyonlar1 gerceklestirildi.

e Hiicre disina salgilanan proteinlerin normalizasyonu amaciyla membran

ponceau S ile boyandi ve total well kantitasyonu yapildi.

¢ Protein bantlart ImageJ programi kullanilarak dansitometrik olarak analiz
edildi.

3.2.9. Immiinfloresan Boyama

Fiksasyon

e NSC34 hiicreleri, immiinfloresan boyama calismalar1 i¢in 12 kuyucuklu
kiiltiir kaplart icerisindeki steril yuvarlak lameller iizerine kuyucuk basina 2,5 x 10*

hiicre olacak sekilde ekildi.
e Hiicrelerin iizerine 800 uL ¢ogaltma ortami eklendi.

¢ Hiicrelerin yiizeye tutunmasini saglamak amaciyla kiiltiir kaplar1 37 °C ve

%35 CO: kosullarindaki etiivde bir gece inkiibe edildi.
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e Ertesi giin ¢ogaltma ortami uzaklastirildi ve %1 serum igeren farklilasma

ortamu ile birlikte siRNA transfeksiyonu uygulandi.

e Inkiibasyon siiresi sonunda immiinfloresan boyama icin hiicreler %4

paraformaldehit (PFA) ile oda sicakliginda 15 dk fikse edildi.

e Fiksasyon sonrast PFA uzaklagtirildi ve hiicreler 1X PBS ile 2 kez, her biri 5
dk olacak sekilde yikandi.

Bloklama ve Antikor Inkiibasyonlar:

¢ Hiicreler fikse edildikten sonra non-spesifik baglanmay1 dnlemek amaciyla
bloklama soliisyonu (%10 keci serumu, %3 BSA ve %0,3 Triton X-100 iceren PBS)

ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

e Goriintillenmesi hedeflenen proteinlere 6zgii primer antikorlar, “Geregler”
boliimiinde belirtilen diliisyon oranlarinda bloklama soliisyonunda hazirlandi ve

hiicreler +4 °C’de gece boyunca inkiibe edildi.

e Ertesi gilin primer antikor soliisyonu uzaklastirildi ve hiicreler 1X PBS ile 4

kez, her biri 5 dk olacak sekilde yikandi.

e Alexa-fluor isaretli uygun sekonder antikor bloklama soliisyonunda

hazirlanarak hiicrelere oda sicakliginda 1 saat uygulandi.

e Sekonder antikor inkiibasyonu sonrasi hiicreler 1X PBS ile tekrar 4 x 5 dk

yikandi.

e Es-boyama yapilan deneylerde ikinci primer—sekonder antikor seti ayni

kosullar altinda ardigik olarak uygulandi.

¢ Son agamada hiicreler DAPI igeren mounting medium ile lam—lamel arasinda

kapatilarak mikroskobik incelemeye hazir hale getirildi.

e Preparatlar floresan atagmanli mikroskop veya konfokal mikroskop

kullanilarak goriintiilendi ve fotograflar elde edildi.

¢ Elde edilen fotograflar Fiji programina aktarildi ve kantitatif analizler kor

(blinded) olacak sekilde gerceklestirildi.



46

3.2.10. Kantitatif Mikroskobik Analizler

Es-verlesim Analizleri

1) SMN Igeren Cajal Cisimcik Sayisinin Belirlenmesi

Cekirdekte bulunan SMN proteini Cajal cisimcik ve Gem igerisinde lokalize
olabilmektedir. Cajal cisimcikler, Gem’lerden farkli olarak coilin proteini
icermektedir. Tez ¢aligsmasinda hem Gem yapilarinin hem de Cajal cisimciklerinin ayr1
ayr1 analiz edilmesi hedeflenmis; coilin ile es-yerlesim gosteren SMN sinyalleri Cajal
cisimcikleri, yalnizca SMN pozitif olan yapilar ise Gem olarak degerlendirilmek tlizere
planlanmistir. Ancak elde edilen boyama sonuglarinda tek basina SMN sinyali
gozlenmediginden Gem yapilar analiz edilememis, degerlendirmeler yalnizca Cajal
cisimcikleri iizerinden gergeklestirilmistir. Goriintli analizlerine ait detaylar asagida

belirtilmistir.

¢ Konfokal mikroskop ile 100x objektifte cekilen fotograflar, Fiji programina
aktarildu.

e Images — Stack — Stack to Images segenegi kullanilda.

e Multi-point tool kullanilarak, 100 g¢ekirdek igerisindeki coilin ve SMN

sinyalinin birlikte lokalize oldugu ve sar1 renkte goriilen Cajal cisimcikler sayildu.
2) SMN-G3BP1 Stres Graniilii Belirteci Es-yerlesim Analizi

SMN’nin stres graniilleri igerisindeki yerlesiminin analizi igin stres graniilii
belirteci olan G3BP1 proteini ile es-boyama ¢alismalar1 yapilmistir. Immiinofloresan
es-boyamalara ait fotograflar kullanilarak NSC34 hiicrelerinde SMN ve G3BPI
proteinlerinin  es-yerlesim analizleri gergeklestirildi. Proteinlerin es-yerlesim
analizinde, Fiji programina entegre calisan “Colocalization Analysis” aracinin
“Colocalization Threshold” eklentisinden yararlanildi. Analiz basamaklar1 asagida

sunulmustur.

e Fiji program1 agilarak iki ayr1 kanalda ¢ekilen fotograflar (Channel 1: SMN,
Channel 2: G3BP1) programa aktarildi.

e Fotograflar 8-bit formatina doniistiiriildi.
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e Channel 1 ve Channel 2 ayarlandiktan sonra, Channel Combination se¢enegi

“Red to Green” olarak belirlenlendi.

¢ “Colocalization Analysis” eklentisi icerisinde yer alan “Intensity Correlation
Analysis” calistirilarak her iki kanaldan elde edilen sinyallere gore Pearson

Korelasyon Katsayisi (Rcoloc) degerleri hesaplandi.

e Rcoloc degeri -1 < Rcoloc < 1 araliginda olup, 1 degeri tam es-yerlesimi, 0

degeri ise es-yerlesim olmadigini ifade etmektedir.

Floresan Yogunluk (Florensan intensity) Analizi

SMN’nin nérit baslangici ve ucundaki yerlesimdegisimlerinin arastirilabilmesi
amaciyla floresan yogunluk analizi gerceklestirilmistir. Floresan yogunluk
analizlerine, ndrit uzunlugu hiicre gbvdesi ¢apinin en az iki kati olan hiicreler dahil
edilmistir. Ayn1 hiicrede norit baslangicindan ve nérit ucundan goriintii alinmasi
miimkiin olabilen hiicreler analiz edilmistir. Govde ve ndrit ucunda diger hiicrelerle
cakisma gosteren hiicreler, sinyal karismasina neden olabilecegi icin analize dahil
edilmemistir. Norit dallanmasi olmasi durumunda en uzun uzantinin ucu analiz

edilmistir.

o Konfokal mikroskop ile 40x objektif ile ¢ekilen fotograflar Fiji programina
aktarildi.

e Arka plandan gelen sinyalin karigsmasii engellemek amaciyla program

icerisinde asagidaki adimlar uygulandi,

e Process = Subtrack background > Rolling ball radius: 50.0 pixels
e Fotograflar1 gri tonlamaya ¢evirmek i¢in su adimlar uygulands;
e Image - Type - 8 bit
e Konfokal mikroskopta kullanilan 40x objective icin bilgiler set scale
kismina, ‘Distance in pixels: 63.4, Known distance: 10.14, Pixel aspects ratio:
1.0, Unit of length: um’ bilgileri girilerek, Scale: 6.2525 pixels/um olarak

belirlendi.

e Hiicreler incelenerek, hiicre gdvdesini ve ndrit ucunu icine alacak bir kare

¢izildi. Hiicrelerin ¢ogunda 200 um?*’lik alanin hiicre gévdesini, 40 pm?’lik alanin ise
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norit ucunu kapsadigr goriildii. Tim analizlerde ayni bolgelerin objektif olarak

degerlendirilebilmesi amaciyla kutu alan1 sabit tutuldu ve tiim analizlerde kullanildu.

e Hiicrelerin govde ve biiylime uclar1 bu alanlar icerisine alindi ve ROI
Manager igerisinde “Measure” sekmesi kullanilarak floresan yogunluk olgiimleri

yapildi. Ornek bir fotograf Sekil 3.1°de sunulmustur.

Sekil 3.1. NSC34 hiicrelerinde, hiicre govdesi ile norit biiylime ucunda sabit alanlarda
gerceklestirilen floresan yogunluk analizi 6rnek fotograf.

e Sinyal degeri, se¢ili alana oranlanarak hesaplanan “Integrated Intensity”
degerleri iizerinden degerlendirildi.

e Elde edilen sonuglar GraphPad programina aktarildi ve veriler istatistiksel

olarak analiz edildi.

Norit Uzunlugu Analizi

Norit uzunlugunun degerlendirilmesi amaciyla, hiicreler tirozin a-tlibiilin
boyamasi sonrasi goriintiilenmistir. Norit uzunlugu analizinde, hiicrelerin ¢ekirdek
sinirindan biiylime ucuna kadar olan mesafe 6l¢giilmiis ve deney gruplar arasindaki

morfolojik farkliliklar degerlendirilmistir.

e Konfokal mikroskopta 40x objektif kullanilarak elde edilen goriintiiler Fiji
programina aktarildi ve goriintii analizleri 20 um 6l¢ek cubugu referans alinarak

gerceklestirildi.

e Fotograflar §-bit formatina doniistiirtildii.
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e Her hiicre icin bir norit analiz edildi; birden fazla nérit bulunan hiicrelerde en

uzun olan secildi.

e ‘Segmented line’ araci kullanilarak nérit baslangicindan ucuna kadar olan

uzunluklar kaydedildi.

e “Measure tracing” segenegi ile uzunluklar pm cinsinden 6l¢iildii ve program
tarafindan elde edilen degerler arasindaki “length” parametresi GraphPad programina

aktarildi.

3.2.11. In silico Protein-Protein Etkilesimi Analizleri

e SMN proteini ile motor proteinler (kinezin ve dinein ailesi iiyeleri) arasindaki
dogrudan ve/veya dolayli protein—protein etkilesimlerini incelemek amaciyla in silico

etkilesim ag1 analizleri gergeklestirildi.

e Literatiir taramasi ve protein ailesi siiflandirmalar1 temel alinarak Kinezin
ve dinein ailelerine ait motor protein genleri belirlendi ve analizlerde kullanilmak

tizere sorgu listesi olusturuldu.
¢ Analizlerde organizma olarak Mus musculus secildi.

e Motor protein listesinin belirlenmesinin ardindan, SMN ile motor proteinler
arasindaki orta giivenilirlik diizeyindeki (combined score > 0.400) etkilesimler
STRING veri tabani kullanilarak tarandi ve elde edilen etkilesim verileri ileri diizey

ag analizi icin disa aktarildi.

e Ayrica, SMN proteininin motor proteinlerle deneysel olarak dogrulanmis
fiziksel etkilesimlerinin varligin1 degerlendirmek amaciyla BioGRID veri tabani
tizerinde tarama yapildi. Yapilan sorgulama sonucunda, SMN ile kinezin veya dinein
ailesi liyeleri arasinda deneysel olarak dogrulanmis dogrudan fiziksel bir etkilesim
saptanmadigindan STRING veri tabanindan elde edilen dolayli iligkiler
fonksiyonel/ortak baglamli etkilesimler olarak degerlendirildi ve bu etkilesimler aday

motor protein segiminde kullanildi.
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3.2.12. Deneysel Sonuclarin istatistiksel Analizi ve Degerlendirilmesi

e Kemiliiminesans goriintiileme sonucunda elde edilen proteinlere ait bantlar

ImageJ programi kullanilarak dansitometrik olarak analiz edildi.

e Verilerin istatiksel degerlendirmeleri i¢in GraphPad Prism 10 programi

kullanildi. Yararlanilan istatiksel testler sekil altyazilarinda belirtildi.

o * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001 olan degerler istatiksel

olarak anlamli kabul edildi.



51

4. BULGULAR

4.1. In vitro SMA Modelinde a-Tiibiilin Detirozinasyonunun Arttirilmasi

Grubumuzun Onceki c¢alismalarinda, motor ndron benzeri NSC34 hiicre
hattinda SMN gen ifadesi baskilandiginda, stabil mikrotiibiil belirteci olan
detirozinlenmis a-tiibiilin diizeyinde azalma oldugu gosterilmis ve SMN eksikligi
nedeniyle mikrotiibiil stabilitesinin azaldigi belirlenmistir (49). Bu nedenle, tez
calismalar1 kapsaminda ilk o6nce in vitro SMA modelinde, azalan o-tiibiilin
detirozinasyonunun arttirilmasina yonelik ¢alismalar yiiriitilmiistiir. Bu amagla, o-
tiibiilinin tirozinasyonundan sorumlu TTL enziminin ifadesi siRNA yontemi ile
baskilanmis; detirozinlenmis o-tiibiilin diizeyi arttirilarak SMN transportunun
arastirilacagi hiicresel model olusturulmustur. Gergeklestirilen ¢aligmalara ait bulgular

asagida sunulmustur.

4.1.1. NSC34 Hiicrelerinde TTL Gen ifadesi Baskilama Kosullarinin

Belirlenmesi

NSC34 hiicrelerinde TTL gen ifadesinin daha once baskilanmamig olmasi
nedeniyle, TTL mRNA’sin1 taniyan iki farkli siRNA dizisi ile baskilama caligmalar
yuriitilmiistir. Bu SiRNA dizilerinden bir tanesi (TTL siRNA (1)) ‘Yontemler’
boliimiinde anlatildigi sekilde 6. ekzonu hedefleyecek sekilde tasarlanmigtir. Ayrica,
TTL mRNA’sin1 5. ekzondan taniyan ticari bir SIRNA dizisi de (TTL siRNA (2),
Thermo Silencer Select) satin alinmustir. Her iki siRNA dizisi de TTL gen ifadesinin
baskilanmasi amaciyla 30 nM, 60 nM ve 90 nM konsantrasyonlarda olacak sekilde
katyonik lipit ile birlikte hiicrelere transfekte edilmistir. Transfeksiyon sonrasinda,
TTL gen ifadesindeki baskilanma diizeyinin belirlenmesi icin Western blot ¢alismalari
gerceklestirilmistir.  Calismalar sonucunda “siRNA (1)” ile transfekte edilen
hiicrelerdeki TTL gen ifadesi, kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelere kiyasla
sirasiyla %10, %35 ve %75 oranlarinda azaltilabilmistir (Sekil 4.1. A ve B). Ticari
olarak satin alinan “siRNA (2)”nin transfeksiyonu sonucunda ise TTL gen ifadesinin
kontrol gruplarina gore %48, %49 ve %59 oranlarinda baskilandig tespit edilmistir
(Sekil 4.1. C ve D). En yiiksek baskilama orani tasarlanan “siRNA (1)” dizisi ile 90
nM konsantrasyonda saglanabilmis; TTL gen ifadesinin %75 oraninda azaltilmasi

sonrasinda mikroskobik incelemelerde hiicre Oliimiinde bir artis gozlenmemistir.
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Caligsmalar sonucunda, NSC34 hiicrelerinde TTL gen ifadesinin baskilanmasi i¢in bu

kosulun uygun oldugu degerlendirilmis ve sonraki deneysel asamalarda kullanilmistir.

A B
TTL siRNA (1)
[
scr 30 nM scr 60nM 90nM
siRNA siRNA  siRNA siRNA siRNA £
1” ||—. | a tiibillin 3
" e
S R » -E
0
\ s \
& & &S
L) &' g.": *5
o b » o
o & of
C D
TTL siRNA (2)
scr 30 nM 60 nM 90 nM 6
siRNA siRNA siRNA siRNA
con | WP S S | it z,
— o
2
37 T TTL o
kDA -~
E 2
0
\s \s \s \s
&% ,g_t’* \?g- wﬁl_'a"«
‘6 *5 & *6
& o o® \
of o of

Sekil 4.1. NSC34 hiicrelerinde TTL gen ifadesi baskilama kosullarinin belirlenmesi
kapsaminda gerceklestirilen Western blot ¢alismalarina ait sonuglar. (A)
NSC34 hiicrelerinde TTL siRNA (1) transfeksiyonu sonucunda TTL
protein ifadesini gosteren 6rnek Western blot fotograflari. (B) Kontrole (scr
siRNA) gore SIRNA (1) transkfekte edilen hiicrelerdeki TTL protein
diizeyini gosteren analiz sonuglari, n=2 biyolojik tekrar. (C) NSC34
hiicrelerinde TTL SiRNA (2) transfeksiyonu sonucunda TTL protein
ifadesini gosteren ornek Western blot fotograflari. (D) Kontrole (scr
siRNA) gore siRNA (2) transkfekte edilen hiicrelerdeki TTL protein
diizeyini gosteren analiz sonuglari, n=2 biyolojik tekrar. Baskilama
yiizdeleri, verilerin ortalama (mean) degerleri oranlanarak belirlenmistir.
Scr: Scrambled kontrol sSiRNA.
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4.1.2. In vitro SMA Modelinde TTL Gen ifadesinin Baskilanmasi ve -

Tiibiilin Detirozinasyonu Diizeyinin Analizi

NSC34 hiicrelerinde, in vitro SMA modelinin olusturulmasi i¢gin SMN gen
ifadesi siRNA yontemi ile baskilanmis; bu modelde azalan o-tiibiilin
detirozinasyonunun arttirilmasi1 amaciyla, SMN ile birlikte TTL gen ifadesi
baskilanmistir. Ayrica, hiicrelerde TTL gen ifadesi tek basina da baskilanmis; boylece
SMN ve TTL’nin o-tlibiilin detirozinasyonu iizerindeki etkilerinin karsilastirmali
olarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu nedenle hiicrelere SMN ve TTL
mRNA’larin1 taniyan siRNA dizileri tek tek, ve es-baskilama (co-knock down)
amaciyla birlikte transfekte edilmistir. Ardindan Western blot ¢alismalart yiiriitiilmiis;
SMN, TTL ve detirozinlenmis o-tiibiilin diizeyleri, total o-tiibiilin proteinine
normalize edilerek belirlenmistir (Sekil 4.2. A). Calismalar sonucunda, kontrole gore
tekli siRNA uygulamalarinda SMN gen ifadesinin %75, TTL gen ifadesinin ise %76
oraninda baskilanabildigi belirlenmistir. Her iki siRNA’nin birlikte transfekte edildigi
es-baskilama yapilan 6rneklerdeki oranlar ise SMN ig¢in %76, TTL igin %72 olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.2. B ve C).

TTL gen ifadesinin tek basina baskilanmasi sonucunda o-tiibiilin
detirozinasyonunun kontrole goére degismedigi belirlenmistir (Sekil 4.2. D).
Detirozinlenen a-tiibiilin, daha ileri bir kesim gegirebilmekte ve tirozinden bir 6nceki
glutamat amino asiti de kesilerek uzaklastirilabilmektedir. A2-tiibiilin olarak
adlandirilan bu modifikasyonun TTL kaybina bagli olarak arttig1 bilinmektedir (16).
Bu nedenle NSC34 hiicrelerinde TTL baskilanmasi sonrasinda olusan detirozilenmis
a-tiibiilinin, A2-tiibliline donligmesi nedeniyle detirozinasyon diizeyinde artis
goriilmedigi diisiiniilmiistiir. Ote yandan, SMN ifadesi baskilanarak olusturulan in
vitro SMA modelinde, grubumuzun 6nceki ¢alismalariyla uyumlu sekilde, a-tiibiilin
detirozinasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma belirlenmis; azalma oran1 %
50 olarak hesaplanmigtir. Es-baskilama yapilan hiicrelerde ise, a-tiibiilin
detirozinasyonunun SMN siRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelere gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde arttig1 gosterilmistir. Boylece, SMN’nin tek basina baskilandigi
hiicrelerdeki azalan o-tiibiilin detirozinasyon diizeyi, bu hiicrelerde TTL’nin de

baskilanmasi yoluyla arttirilabilmistir. Detirozinlenmis a-tiibiilin kontrol hiicrelerdeki
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diizeye tam olarak erismese de SMN’nin tek basina baskilandig1 hiicrelere gore %60

oraninda arttirilabilmistir.
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Sekil 4.2. SMN ve TTL gen ifadelerinin baskilanmasi amaciyla siRNA transfeksiyonu
yapilan NSC34 hiicrelerinde SMN, TTL ve o-tiibiilin detirozinasyon
diizeyleri. (A) Ornek Western blot goriintiileri, (B-D) sonuglara ait bar
grafikler. n=3 biyolojik tekrar. Ordinary One-Way ANOVA, *p<0.05,
****p<0.0001. n.s: (not significant). DeY: detirozinlenmis o-tiibiilin, Scr:

Scrambled kontrol sSiRNA.
4.1.3. TTL Gen ifadesi Baskilanan In vitro SMA Modelinde Norit Uzunluk
Analizi
Noronal hiicrelerde TTL’nin nérit uzamast agisindan 6nemli oldugu rapor

edilmis; ancak NSC34 hiicre hattinda daha once arastirllmamistir. SMN eksikligi

bulunan hiicrelerde TTL diizeyindeki azalmanin ndéron morfolojisine etkisi de
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bilinmemektedir. SMN yerlesim sonuglarini etkileyecek bir parametre olmasi
nedeniyle NSC34 hiicrelerinde TTL tek basina ve SMN ile birlikte baskilanmis;
immunofloresan boyama ve mikroskobik goriintiilemelerin ardindan noérit uzunluk
analizleri gergeklestirilmistir. Hiicre gévdesinin en az iki kati uzunlugundaki uzantilar
ndrit olarak kabul edilmis; norit uzunlugu analizinde ¢ekirdek sinirindan norit ucuna
kadar olan mesafe “Yontem” kisminda anlatildig: sekilde Fiji programi kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Analizler sonucunda, SMN’nin tek basina baskilandig: hiicrelerde, daha
onceki Olgiimlerimizle uyumlu sekilde norit uzunlugunda anlamli bir degisiklik
belirlenmemistir (126). TTL nin tek basina ve SMN ile birlikte baskilandigi hiicrelerde
de norit uzunlugunun kontrole gore degismedigi saptanmistir. Sonuclar Sekil 4.3’te

sunulmustur.
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Sekil 4.3. SMN, TTL ve es-baskilama yapilan NSC34 hiicrelerinde nérit uzunluk
analizleri. (A) Norit uzunluk analizini gosteren ornek hiicre fotografi. (B)
Norit uzunluk analizi sonuglari. n=3 biyolojik tekrar/10 hiicre, Ordinary
One-Way ANOVA, n.s: (not significant). Olgek: 20 pm.

4.2. o-Tiibiilin Detirozinasyonu Arttirilan In Vitro SMA Modelinde SMN

Proteininin Hiicre I¢i Yerlesiminin Arastiriimasi

SMN proteininin  hem ¢ekirdekte hem de sitoplazmada yerlesimi

bulunmaktadir. Ayrica hiicresel stres durumunda stres graniilleri igerisinde yerlesim
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gostermektedir (112). SMN ifadesi baskilanan hiicrelerdeki azalan o-tiibiilin
detirozinasyonunun, SMN’nin bahsedilen yapr/kompartmanlara transportu iizerindeki
etkisini degerlendirebilmek amaciyla, 6nceki kisimda anlatildig: sekilde in vitro SMA
modelinde TTL gen ifadesi baskilanarak a-tiibiilin detirozinasyon diizeyi arttirilmistir.
Bu hiicrelerde, endojen olarak bulunan SMN proteinin ¢ekirdekteki ve sitoplazmadaki
yerlesimi aragtirllmistir. Ayrica hiicreler yiiksek sicakliga maruz birakilarak stres
graniilii olusumu indiikklenmis ve SMN’nin stres graniillerindeki yerlesiminin o-
tiibiilin  detirozinasyon diizeyinden etkilenip etkilenmedigi arastirilmistir. Bu

caligsmalar sonucunda elde edilen bulgular asagida sunulmustur.

4.2.1. SMN’nin Cekirdekte Cajal Cisimcikler ile Es-Yerlesiminin Analizi

SMN proteininin ¢ekirdekteki yerlesiminin membransiz organeller olan Cajal
ve Gem cisimciklerinde oldugu bilinmektedir (102, 103). Bu nedenle NSC34
hiicrelerinin ¢ekirdegindeki Gem ve Cajal cisimciklerin ayri ayri analiz edilmesi
hedeflenmistir. Cajal cisimcik belirteci olan coilin proteini ile es-yerlesim gosteren
SMN’nin oldugu noktasal yapilar Cajal cisimcikleri, yalmizca SMN pozitif olan
noktasal yapilar ise Gem olarak degerlendirilmek {izere arastirma planm
olusturulmustur. Bu amagla NSC34 hiicrelerinde SMN ve TTL gen ifadeleri tek
baglarina ve birlikte baskilanmig; ardindan SMN ve coilin proteinlerine yonelik
immunfloresan boyama c¢alismalar1 yiiriitiillerek hiicreler konfokal mikroskopta
goriintiilenmistir. Caligmalar sonucunda, NSC34 hiicrelerinin ¢ekirdeginde SMN’nin
coilinden bagimsiz yerlesmedigi gézlenmis; bu nedenle SMN-coilin es-yerlesiminin
bulundugu Cajal cisimcikler sayisal olarak analiz edilmistir.  Sonuglar, SMN
baskilanan hiicrelerde, beklendigi sekilde kontrole gore Cajal cisimcik sayisinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigini gostermistir. TTL’nin tek basina
baskilandig: hiicrelerde kontrole gore bir degisiklik saptanmamistir. SMN ile TTL nin
birlikte baskilanarak a-tiibiilin detirozinasyonunun arttirtldig1 hiicrelerde ise, SMN’nin
tek bagina baskilandig1 hiicrelere gore hafif bir artis gozlenmekle birlikte istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Bu bulgular dogrultusunda, mikrotiibiil stabilite
belirteci olan oa-tiibiilin detirozinasyonundaki artistn, SMN’nin c¢ekirdekteki

yerlesimini etkilemedigi Sonucuna varilmistir (Sekil 4.4. A ve B).



57

>

Coilin Cakistirilmig gériinti

Scr siRNA

Ttl siRNA  Smn1 siRNA
IIIl |
=
=

|

Smn1+Ttl
siRNA

w

SMMN—coilin es yerlegimi

Sekil 4.4. NSC34 hiicrelerinde SMN, TTL ve es baskilama (SMN + TTL) kosullarinin
cekirdekteki SMN protein lokalizasyonu fiizerine etkisi. (A) NSC34
hiicrelerinde  SMN proteini ile coilin es-boyamalarina ait konfokal
mikroskop ile 100x objektif kullanilarak g¢ekilen immiinfloresan boyama
fotograflari. Olgek: 20 pm. (B) Cekirdek igerisinde SMN ile coilin
proteinlerinin es yerlestigi Cajal cisimciklerin sayilarini gdsteren analiz
sonuglart. n=4 biyolojik tekrar /25 hiicre. Ordinary One-Way ANOVA.,
****n<0.0001, n.s. (not significant).
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4.2.2. SMN’nin Sitoplazmik Yerlesiminin Analizi

SMN proteini ndronlarda hiicre gévdesinden akson ucuna kadar yaygin bir
yerlesime sahiptir. Bu nedenle, in vitro SMA modelinde azalan a-tiibiilin
detirozinasyonunun arttirilmasi sonucunda SMN’nin sitoplazmadaki yerlesimi farkli
hiicresel kompartmanlarda arastirilmistir. Bu amagla SMN ve TTL nin tek basina ve
birlikte baskilandigi NSC34 hiicrelerinin govdeleri ve norit uclari, SMN boyamasi
sonrasinda ayr1 ayri fotograflanmis ve SMN’nin bu bdlgelerdeki yerlesiminin
arastirtlmas1 amaciyla goriintii analizleri gergeklestirilmistir. Ardindan hiicrelerin
govdeleri ve norit ucundaki biiyiime bolgeleri (growth cone) ayri ayri fotograflanmis
ve SMN’nin bu bolgelerdeki yerlesiminin arastirilmasi amaciyla goriintii analizleri
gergeklestirilmistir. Floresan yogunluk analizleri, beklendigi sekilde, SMN gen ifadesi
baskilanan hiicrelerde hem hiicre gévdesi hem de nérit ucundaki SMN miktarinin,
baskilama yapilmayan kontrol hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
azaldigin1 gostermistir. TTL gen ifadesi baskilanan hiicrelerde kontrol hiicrelere gore
hiicre govdesinde ve nérit ucunda fark goriilmemistir. Eg-baskilama yapilan
hiicrelerde ise, SMN’nin tek basina baskilandig: hiicrelere gore, SMN yerlesiminin
hiicre govdesinde istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi, norit ucunda ise arttigi
saptanmistir. NOrit ucunda bulunan SMN proteininin baskilama yapilmamis
scrambled kontrol hiicrelere yakin diizeye eristigi gézlenmistir. Elde edilen sonuglar,
in vitro SMA modelinde o-tiibiilin detirozinasyonundaki artistn  SMN’nin
sitoplazmadaki yerlesimini etkiledigini; hiicre gdvdesinden norit ucuna dogru

yerlesimin degisebildigini gostermistir (Sekil 4.5. A-C).
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A Hiicre Akson
Tirozinlenmis a-tibiilin SMN gbvdesi ucu

Ttl siRNA Smn1 siRNA Scr siRNA

Smn1+Ttl
siRNA
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Hilcre gtvdesi
SMN proteini floresan yogunlugu
Nérit ucu
SMN proteini floresan yoguniugu

Sekil 4.5. NSC34 hiicrelerinde SMN, TTL ve es baskilama (SMN + TTL) kosullarinin
sitoplazmik SMN proteini yerlesimi {izerine etkisi. (A) NSC34 hiicrelerinde
SMN proteini ve tirozinlenmis o-tiiblilin es-boyamalarina ait, konfokal
mikroskopta 40x objektif kullanilarak elde edilen immiinofloresan
goriintiiler. Hiicre govdesini ve ndrit ucunu kapsayacak sekilde sabit boyutlu
kutular belirlenmis ve floresan yogunluk oOlgiimleri gerceklestirilmistir.
Secilen bolgelerin biiylitiilmiis goriintiileri gorsellerin yania eklenmistir.
Olgek cubugu: 20 um. (B) Hiicre gévdesindeki ve (C) norit ucundaki SMN
proteinine ait floresan yogunluk analiz sonuglari. n=3 biyolojik tekrar/10
hiicre. Ordinary One-Way ANOVA., *p<0.05,**p< 0.01, ***p<0.001,
****p<0.0001, n.s. (not significant).
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4.2.3. SMN’nin Stres Graniillerindeki Yerlesiminin Analizi

Fizyolojik kosullarin yani sira, hiicresel stres durumunda SMN sitoplazmadaki
noktasal yapilar olan stres grantillerinde lokalize olmaktadir (112). Mikrotiibiil aginin
stres graniilii olusumu ve dagilimi siireglerinde rol almasi nedeniyle, in vitro SMA
modelinde azalan o-tlibiilin detirozinasyonunun, SMN’nin stres graniillerindeki
yerlesimini de etkileyebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amagla hiicre kiiltiiriinde sicaklik
uygulamasi yoluyla stres kosulu olusturulduktan sonra immunfloresan boyama
caligmalar1 gerceklestirilmistir. SMN proteini ile birlikte stres graniillerinin belirteci

olan G3BP1 (Ras-GAP SH3 domain-binding protein 1) proteini boyanmustir.

Daha 6nce NSC34 hiicrelerinde sicaklik ile stres graniilii olusturulmadigindan,
oncelikle ¢alismalarda kullanilacak deneysel kosullar belirlenmistir. NSC34 hiicreleri
motor noron benzeri hiicrelere farklilagtirildiktan sonra 45°C, 60°C ve 90°C
sicakliklara 1 saat siireyle maruz birakilarak farkli siddette stres olusturulmustur.
Kontrol (stres uygulanmamis) hiicrelerde G3BP1 proteininin sitoplazmada yaygin ve
daginik bi¢imde bulundugu goézlemlenirken, stres uygulanan hiicrelerde G3BP1
sinyalinin ¢ekirdek ¢evresinde birikerek daha biiyiikk ve yogun stres graniillerine
doniistiigli  tespit edilmistir. Sicaklik derecelerine gore yapilan morfolojik
degerlendirmelerde, 45°C’de hiicrelerin ndritlerinde geri ¢ekilme ve stres graniilii
olusumu gozlemlenmistir. Buna karsin 60°C ve 90°C’de hiicrelerin sekil
biitiinliikklerinde bozulma ve hiicre o6limii gozlenmistir. Bu nedenle, sonraki
deneylerde 45°C sicaklik uygulamast hiicrelerde stres graniilii olusumunu indiiklemek
icin uygun kosul olarak belirlenmistir. Immunfloresan boyamalara ait o6rnek

fotograflar asagida sunulmustur (Sekil 4.6. A).

Calismanin devaminda hiicrelerde SMN ve TTL genlerinin baskilanmas1 i¢in
trankfeksiyon calismalar1 yiiriitiilmiis; motor néron benzeri hiicrelere farklilagtirma
sonrasinda hiicreler 1 saat siireyle 45°C sicaklikta inkiibe edilerek stres graniilii
olusumu indiiklenmistir. Ardindan SMN ile stres graniilii belirteci olan G3BP1
proteinin es-yerlesimi immiinfloresan boyama yontemiyle arastirilmig; bu amagla
konfokal mikroskop ile ¢ekilen floresan goriintiiler, ImageJ programi kullanilarak
analiz edilmistir. SMN ve G3BPI1 sinyallerinin es-yerlesim diizeyi, Pearson’s

correlation  coefficient (PCC) yontemiyle hesaplanarak  nicel  olarak
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degerlendirilmistir. Caligsmalar sonucunda, kontrol hiicrelerine kiyasla SMN
baskilanan hiicrelerde, SMN proteini ile G3BP1-pozitif stres graniillerinin es-yerlesim
diizeyinde belirgin bir azalma oldugu saptanmistir. Buna karsilik, es-baskilama
yapilan hiicrelerde SMN ile G3BPI1-pozitif stres graniilleri arasindaki es-yerlesim
diizeyinin, sadece SMN baskilanan hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gostermedigi belirlenmistir. Elde edilen bulgular, in vitro SMA modelinde
azalan a-tiibiilin  detirozinasyonunun arttirilmasi  sonucunda, SMN’nin stres

graniillerindeki yerlesiminin artmadigini gostermistir (Sekil 4.6. B ve C).
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SMN and G3BP1
es yerlegimi
(Pearson's correlation coefficient)

Sekil 4.6. NSC34 hiicrelerinde SMN, TTL ve es baskilama (SMN + TTL) kosullarinin
SMN’nin stres graniillerindeki lokalizasyonu iizerine etkisi. (A) Farkl
sicaklik uygulamalarinda (45°C, 60°C ve 90°C) NSC34 hiicrelerinde SMN
proteini ile G3BP1 es-boyamalarina ait, floresan atagmanli mikroskop ile
100x objektif kullanilarak ¢ekilen o6rnek immunofloresan boyama
fotograflar. Olgek: 20 pum. (B) NSC34 hiicrelerinde scrambled kontrol
siRNA (scr siRNA), Smnl siRNA ve TTL siRNA ile transfekte edilmis
hiicrelerin  SMN proteini ile G3BP1 es-boyamalarina ait, konfokal
mikroskop ile 100x objektif kullanilarak ¢ekilen immunofloresan boyama
fotograflar1 (C) Es yerlesim analiz sonuglar1. n=4 biyolojik tekrar/10 hiicre.
Ordinary One-Way ANOVA., ****p<0.0001, n.s. (not significant).

4.3. a-Tiibiilin Detirozinasyonu Arttirilan Hiicrelerde SMN Proteininin

Hiicre Disina Salgilanma Diizeyinin Arastirilmasi

SMN proteininin eksozomlar ve mikrovezikiiller araciligiyla hiicre dis1 ortama
salgilandig1 bilinmektedir (110). Bu vezikiillerin hiicre membranina yonlendirilmesi
ve taginmasi mikrotiibiil ag1 tarafindan saglanmaktadir. Bu nedenle, SMN eksikligi
durumunda mikrotiibiillerde saptanan stabilite kaybinin, SMN proteininin hiicre dis1
ortama taginmasini etkileyebilecegi 6ngoriilmiis ve in vitro SMA modelinde o-tiibiilin

detirozinasyon diizeyi arttirilarak hiicre disina salgilanan SMN diizeyi arastirilmistir.

NSC34 hiicreleri gen ifadelerinin baskilanmasi amaciyla siRNA ile transfekte
edilmis ve serumsuz ortamda 72 saat siireyle farklilastirilmistir. Ardindan kiiltiir
slipernatant1 toplanarak trikloroasetik asit (TCA) presipitasyonu yontemi ile protein

izolasyonu gergeklestirilmistir. Western blot ¢alismalari ile, yalnizca SMN’nin
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baskilandigt ve SMN ile TTL’nin birlikte baskilandigi hiicrelerden ekstraseliiler
ortama salgilanan SMN miktarlar1 belirlenmis; elde edilen veriler baskilama
yapilmayan (scrambled) kontrol hiicreleri ile karsilastirilmistir. Bant yogunluklarinin
normalizasyonunda toplam protein ylikleme kontrolii olarak Ponceau S kullanilmuistir.
Calismalar sonucunda, yalnizca SMN’nin baskilandigi hiicrelerden salgilanan
ekstraseliiler SMN diizeyinin, baskilama yapilmayan kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 saptanmistir. TTL ifadesinin baskilandigi
hiicrelerde ise ekstraseliiler SMN diizeyinde kontrol grubuna kiyasla herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir. Buna karsilik, SMN ve TTL’nin birlikte baskilandigi
hiicrelerde ekstraseliiller SMN diizeyinin, yalnizca SMN baskilanan hiicrelere gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 saptanmustir (Sekil 4.7. A ve B). Elde edilen
sonuglar, in vitro SMA modelinde o-tiibiilin detirozinasyonundaki artisin, SMN’nin

hiicre disina salgilanmasini arttirdigini géstermistir.
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Sekil 4.7. NSC34 hiicrelerinde SMN, TTL ve es baskilama (SMN + TTL) kosullarinin
hiicre digina salgilanan SMN proteini diizeyine etkisi. (A) NSC34
hiicrelerinde scrambled kontrol sSiRNA (scr SIRNA), Smnl siRNA ve TTL
siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerden ekstraseliiler ortama salgilanan
SMN proteininin diizeyini gosteren Ornek Western blot goriintiileri.
Yiikleme kontrolii amaciyla, membran iizerindeki toplam protein miktari
Ponceau S boyamasi ile gosterilmistir. Smn1+TTL, es-baskilama kosulunu
gostermektedir. (B) Ponceau S boyamasina gore normalize edilmis SMN
proteinin densitometrik analiz sonuglari. n=3 biyolojik tekrar. Ordinary
One-Way ANOVA., *p<0.05, ****p<0.0001, n.s. (not significant)
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4.4. SMN Transportundan Sorumlu Olabilecek Aday Motor Proteinin

Arastirllmasi

In vitro SMA modelinde azalan a-tiibiilin detirozinasyon diizeyinin arttirilmasi
sonucunda SMN proteininin sitoplazmik yerlesiminin ve hiicre disina salgilanma
diizeyinin degistigi belirlenmistir. Bu sonuglar detirozinasyon degisikliginin SMN’nin
anterograd yondeki (hiicre govdesinden perifere) transportunu etkileyebilecegini
diisiindiirmiis ve transporttan sorumlu olabilecek aday proteinin belirlenebilmesi
amaciyla in silico ve in vitro ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismalardan elde edilen

bulgular asagida sunulmustur.

4.4.1. SMN Proteini ile Etkilesim Potansiyeli Bulunan Motor Proteinlerin

Biyoinformatik Analizlerle Belirlenmesi

Literatiirde SMN’nin belirli bir motor proteinle dogrudan ya da dolayli olarak
etkileserek tasindigina dair bir bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle dncelikle, motor
protein adaylarinin  daraltilarak SMN’nin potansiyel etkilesim ortaklarinin
belirlenmesi amaglanmistir. SMN’nin motor proteinlerle etkilesiminin olup olmadigi,
biyoinformatik veri tabanlari olan BioGRID ve STRING kullanilarak incelenmis,
ancak dogrudan bir etkilesim saptanmamistir. STRING veritabani kullanilarak
gergeklestirilen protein etkilesim agi analizleri, SMN’nin ikinci ve ti¢lincii komsuluk
diizeyinde, anterograd yonde tasimada gorevli kinezin-1 motor protein ailesi
tiyelerinin (KIF5A, KIF5B ve KIF5C) ve retrograd yonde tagima saglayan sitoplazmik
dinein (DYNC1H1) motor proteinin bulundugunu gostermis ve baglantinin dolayli
etkilesimlerle kuruldugunu ortaya koymustur. Deneysel bulgularimiz, o-tiibiilin
detirozinasyonundaki degisikliklerin SMN’nin anterograd yondeki tasmimini
etkileyebilecegini diislindiirdligiinden, retrograd yonde tasimada gorevli dynein
proteini sonraki ¢alismalara dahil edilmemis ve Kkinezin-1 ailesi iiyelerine
odaklanilmistir. Kinezin-1 ailesi KIF5A, KIF5B ve KIF5C olmak {izere 3 farkli
izoforma sahiptir. KIF5B proteini tiim dokularda ifade edilirken, KIF5Ave KIF5C
ndronal motor proteinlerdir. Bu adaylar arasinda KIF5C’nin detirozinlenmis ve stabil
mikrotiibiillerle tercihli etkilesim gosterdigi literatiirde birden fazla c¢aligmada
tanimlanmistir (40,41,70). Bu bulgular dogrultusunda, SMN’nin KIF5C araciligiyla

taginabilecegi ve mikrotiiblil stabilitesindeki artisa bagli olarak gozlenen SMN
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yerlesim degisikliklerinde KIF5C’nin rol oynayabilecegi dngoriilerek caligmalara in

vitro analizlerle devam edilmistir (Sekil 4.8. A ve B).
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Sekil 4.8. SMN proteini ile etkilesim potansiyeline sahip motor proteinlerin

biyoinformatik analizler ile belirlenmesi. (A) BioGRID veritabaninda
SMN proteininin etkilesimlerini gosteren ag. Motor proteinlerle dogrudan
bir etkilesim belirlenmemistir. (B) STRING programi ile SMN
proteininin kinezin ve dinein motor proteinleri ile dolayl etkilesimlerinin
bulundugu etkilesim ag1. Protein listesi EK3’te sunulmustur. SMN kirmizi
ile gosterilmistir.
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4.4.2. In vitro SMA Modelinde KIF5C Protein Diizeyinin Analizi

SMN eksikliginde KIF5C protein diizeyi daha once arastirilmamistir. Bu
nedenle, KIF5C’nin SMN yerlesimine etkisi arastirilmadan once in vitro SMA
modelinde KIF5C protein diizeyi analiz edilmistir. Bu amacla, NSC34 hiicreleri SMN
gen ifadesinin baskilanmasi amaciyla siRNA ile transfekte edilmis; hiicrelerin
farklilagtirllmasimin ardindan protein izolasyonu gergeklestirilerek Western blot
caligmalar1 yiiriitiilmiistiir. Sonuglar, SMN ifadesi baskilanan hiicrelerde KIF5C
protein diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadigin1 gostermistir

(Sekil 4.9. A ve C).
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Sekil 4.9. In vitro SMA modelinde KIF5C diizeyinin analizi. SMN siRNA ve kontrol
amactyla scrambled siRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelerdeki (A) SMN
ve KIF5C protein diizeylerini gosteren Western blot goriintiileri. (B) SMN
baskilamasini gosteren bar grafigi (C) KIF5C protein diizeyini gosteren bar
grafigi. n=3 biyolojik tekrar, Mann-Whitney U., **p<0.01, n.s.; (not
significant)

4.4.3. NSC34 Hiicrelerinde KIF5C Gen Ifadesi Baskilama Kosullarinin

Belirlenmesi

SMN transportunda KIF5C’nin roliiniin arastirilabilmesi amaciyla hiicrelerde
KIF5C gen ifadesinin baskilanmast ve SMN’nin yerlesiminin analiz edilmesi
planlanmistir. NSC34 hiicre hattinda KIF5C gen ifadesinin daha 6nce baskilanmamis
olmasi nedeniyle, KIF5C mRNA’sin1 taniyan iki farkli siRNA dizisi ile baskilama
caligmalar yiriitilmistiir. Bu SiIRNA dizilerinden bir tanesi olan “KIF5C siRNA (1)”

‘Yontemler’ boliimiinde anlatildigi sekilde mRNA’nin 15. ekzonuna baglanacak
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sekilde tasarlanmistir. Diger siRNA dizisi ise (KIF5C siRNA (2), Thermo Silencer
Select) ticari olarak temin edilmistir. Bu dizi, KIF5C mRNA’sin1 3. ekzondan

tanimaktadir.

Deneysel c¢alismalara tasarlanan “siRNA (1)” ile baslanmis ve KIF5C gen
ifadesinin baskilanmasi amaciyla 30 nM ve 60 nM konsantrasyonlarda hiicrelere
transfekte edilmistir. Transfeksiyon sonrasinda, KIF5C gen ifadesindeki baskilanma
diizeyinin belirlenmesi i¢in Western blot analizleri yapilmistir. Calismalar sonucunda
KIF5C gen ifadesi, kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelere kiyasla sirasiyla %
12 ve % 14 oranlarinda azaltilabilmistir (Sekil 4.10. A ve B). Baskilama oranlarinin
yeterli bulunmamasi nedeniyle ticari olarak temin edilen “siRNA (2)” ile ¢alismalara
devam edilmistir. Bu siRNA da farkli konsantrasyonlarda (30 nM, 60 nM, 90 nM)
hiicrelere transfekste edilmis;, 72 saat farklilastirilan hiicrelerden protein izole edilerek
Western blot ile KIF5C diizeyleri analiz edilmistir. Calismalar sonucunda “KIF5C
SIRNA (2)” kullanilarak daha yiiksek baskilama oranlari elde edilebildigi goriilmiis;
baskilanma oranlar1 30 nM’da % 56, 60 nM’da % 77 ve 90 nM’da % 10 olarak
hesaplanmistir. En yiiksek baskilama oraninin elde edildigi 60 nM sartinda
mikroskobik olarak hiicre 6liimiinde bir artis gozlemlenmediginden bu sart sonraki
caligmalar i¢in uygun bulunmustur. Bu g¢alismalar sonucunda, NSC34 hiicrelerinde
KIF5C gen ifadesi baskilanmasina yonelik deneysel kosullar belirlenmis ve sonraki

deneysel asamalarda bu kosullar kullanilmistir (Sekil 4.10. C ve D).
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Sekil 4.10. NSC34 hiicrelerinde KIF5C gen ifadesinin baskilama kosullarinin
belirlenmesi (A) NSC34 hiicrelerinde “KIF5C siRNA (1)” kullanilarak
gerceklestirilen gen ifadesi baskilama galismalart sonucunda KIF5C
protein diizeyini gosteren 6rnek Western blot fotograflari. (B) Kontrole
gore KIF5C protein diizeyini gosteren analiz sonucu. Baskilama elde
edilmediginden deneysel tekrar yapilmamistir. (C) NSC34 hiicrelerinde
“KIF5C siRNA (2)” kullanilarak gerceklestirilen gen ifadesi baskilama
calismalar1 sonucunda KIF5C protein diizeyini gosteren 6rnek Western
blot fotograflart. (D) Kontrole gore KIFSC protein diizeyini gésteren
analiz sonucu. Baskilama yiizdeleri, verilerin ortalama (mean) degerleri
dikkate alinarak hesaplanmistir. En yiiksek baskilama orani 60 nM
siRNA konsantrasyonunda elde edilmis olup deneysel tekrarlarla birlikte
sonuclar sonraki boliimde sunulmustur. Scr: Scrambled kontrol sSiRNA
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4.4.4. KIF5C Gen Ifadesindeki Baskilamanm Hiicre ici SMN Protein

Diizeyine Etkisinin Analizi

KIF5C’nin SMN yerlesimi iizerindeki etkisinin arastirilmasindan énce KIF5C
diizeyindeki azalmanin hiicre i¢ci SMN protein miktarin1 etkileyip etkilemedigi
arastirilmistir. Bu amagla, NSC34 hiicrelerinde KIF5C gen ifadesinin siRNA aracili
baskilanmasi i¢in belirlenen uygun kosullarda hiicreler katyonik lipit kullanilarak
transfekte edilmistir. Hiicrelerin farklilagtirilmasinin ardindan protein izolasyonu
gerceklestirilmis ve SMN protein diizeyleri Western blot analizi ile
degerlendirilmistir. Dort biyolojik tekrar haline gergeklestirilen caligmalar sonucunda,
KIF5C siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla yaklasik % 63
oraninda baskilanma elde edilmistir. Bu hiicrelerde SMN protein diizeyinde baskilama
yapilmayan kontrol hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadigi

gosterilmistir (Sekil 4.11. A-C).
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Sekil 4.11. KIF5C gen ifadesi baskilanan NSC34 hiicrelerinde SMN diizeyinin analizi.
KIF5C siRNA ve kontrol amaciyla scrambled siRNA transfeksiyonu
yapilan hiicrelerdeki (A) SMN ve KIF5C protein diizeylerini gosteren
Western blot goriintiileri. (B) KIF5C ve (C) SMN diizeylerini gosteren
analiz sonuglarina ait bar grafikler. n=4 biyolojik tekrar, Mann-Whitney
U., *p<0.05, n.s.; (not significant).
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4.4.5. KIF5C Gen ifadesi Baskilanan Hiicrelerde SMN’nin Sitoplazmik

Yerlesiminin Analizi

KIF5C’nin  SMN’nin  sitoplazmadaki yerlesimi {izerindeki etkisinin
arastirtlmas1 amaciyla gen ifadesi baskilama c¢alismalar1 ve ardindan kantitatif
mikroskobik analizler gergeklestirilmistir. Bu amagla, NSC34 hiicrelerine KIF5C
SIRNA transfeksiyonu yapilmis ve motor nérona farklilastirildiktan sonra SMN’nin
hiicre govdesindeki ve norit ucundaki yerlesiminin analizi i¢in KIFSC ve SMN es-
boyamalar1 gerceklestirilmistir. Kantitatif floresan yogunluk analizleri, KIF5C
baskilanan hiicrelerde SMN proteininin belirgin sekilde hiicre gdvdesinde
yogunlastigini gostermis ve elde edilen sonuglar kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Buna karsin, norit uclarindaki SMN sinyalinde ise kontrol
hiicrelere gore hafif diizeyde bir azalma gdzlenmekle birlikte istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Bu bulgular, KIF5C’nin SMN’nin mikrotiibiill boyunca
anterograd yonde tasinmasinda rol oynayabilecegini gostermekte ve KIFS5C
ifadesindeki azalmanin, SMN’nin ndrit ucuna taginmasinda hataya yol agabilecegine

isaret etmektedir (Sekil 4.12. A-C).
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Sekil 4.12. NSC34 hiicrelerinde KIF5C baskilamasinin SMN proteininin yerlesimi
tizerindeki etkisi. (A) KIF5C gen ifadesi baskilanan ve baskilama
yapilmayan kontrol (scr) NSC34 hiicrelerinde SMN proteininin
yerlesimini gosteren, floresan atagmanli mikroskop ile 63X objektif
kullanilarak c¢ekilen 6rnek immunofloresan boyama fotograflar. Olgek:
20 pum. (B) Hiicre govdesi ve (C) norit ucunda gergeklestirilen floresan
yogunluk analiz sonuglari. n=3 biyolojik tekrar/10 hiicre. Mann- Whitney
U., **p<0.01, n.s.; (not significant)
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4.4.6. KIF5C Gen ifadesi Baskilanan Hiicrelerde SMN Proteininin Hiicre

Dis1 Salgilanma Diizeyinin Arastirilmasi

In vitro SMA modelinde o-tiibiilin detirozinasyonundaki artisin, SMN’nin
sitoplazmik yerlesimine etkisinin yani sira, hiicre disina salgilanmasini1 da arttirdigi
gosterilmistir. Bu nedenle, KIFSC’nin, SMN’nin hiicre disina salgilanmasi iizerindeki
etkisi aragtirllmistir. Bu amagla hiicreler KIFSC siRNA ile transfekte edilmis;
serumsuz ortamda 72 saat siireyle farklilastirildiktan sonra kiiltiir siipernatantlar
toplanmistir. Siipernatantlardan TCA presipitasyonu yontemi kullanilarak protein
izolasyonu gergeklestirilmis ve Western blot caligmalart yiiriitiilmiistiir. Yapilan
analizler sonucunda, KIF5C’nin baskilandigi hiicrelerden hiicre disina salgilanan
SMN miktarlarinda baskilama yapilmayan (scrambled) kontrol hiicrelere gore

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (Sekil 4.13. A ve B).
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Sekil 4.13. NSC34 hiicrelerinde, KIF5C baskilanmasinin hiicre digina salgilanan SMN
proteini diizeyine etkisi. (A) NSC34 hiicrelerinde scrambled kontrol
SIRNA (scr siRNA) ve KIF5C siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerden
ekstraseliiler ortama salgilanan SMN proteininin diizeyini gosteren 6rnek
Western blot goriintiileri. Yiikleme kontrolii amaciyla, membran
iizerindeki toplam protein miktar1 Ponceau S boyamasi ile gosterilmistir.
(B) Ponceau S boyamasina gore normalize edilmis SMN proteinin
densitometrik analiz sonuglari. n=3 biyolojik tekrar. Mann- Whitney U.
n.s.; (not significant).
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5. TARTISMA

Norodejeneratif bir hastalik olan SMA’da, SMN1 genindeki mutasyonlar
nedeniyle fonksiyonel SMN proteini eksikligi goriilmektedir. SMN protein
diizeyindeki azalma, motor néronlarda dejenerasyona yol agmakta ve néromiiskiiler
fonksiyon kaybma neden olmaktadir. SMN proteini tiim hiicrelerde sentezlenen,
Ozellikle motor noronlarin sagkaliminda rol alan ¢ok partnerli ve ¢ok islevli bir
proteindir. Bu nedenle SMN protein diizeyinin arttirilmasi, hastaligin tedavisindeki
temel yaklagimdir ve gen tedavisi, antisense oligoniikleotit ve kiiclik molekiillii bir ilag
ile gergeklestirilebilmektedir. “SMN arttirict (SMN enhancing)” veya “hastaligi
modifiye edici (disease modifying)” tedaviler olarak adlandirilan bu tedavilerden
hastalarin farkli diizeylerde fayda sagladig: bilinmektedir. Tedaviler hastaligin dogal
seyrini (natural history) degistirmekle birlikte uzun donem etkileri heniiz
bilinmemektedir. SMA fare modelleri ile gergeklestirilen bir ¢alismada, asir1 SMN
ekspresyonunun doza bagli olarak geg¢ baslangicli motor bozukluklara, propriyoseptif
sinaps kaybina ve nérodejenerasyona neden oldugu saptanmustir. Sitoplazmada biriken
fazla SMN proteininin snRNP bilesenlerini etkileyerek, RNA splicing bozukluklari ve
transkriptom degisikliklerine neden oldugu gosterilmistir. Bulgular, uzun siireli asiri
SMN ekspresyonunun toksik “gain-0of-function” mekanizmasina neden olabilecegi ve
AAV9-SMN gen tedavisinin uzun donem giivenligi acisindan dikkatli olunmasi
gerektigini ortaya koymustur (105). Bu etkiler SMA modelinde bildirilmis olup tedavi
alan hastalarda, tedavilerin yan etkileri disinda, SMN artiginin olumsuz bir etkisi rapor
edilmemistir. Ote yandan hastalarin tedavilerden yararlanimindaki farkliliklar
nedeniyle, sadece SMN proteininin arttirilmasinin yeterli olmayabilecegi, bu
tedavilerle birlikte SMN eksikliginde hiicrelerde bozulan molekiiler mekanizmalarin
diizeltilmesi esasina dayanan “SMN arttirilmasindan bagimsiz (SMN-independent)”
tedavi seceneklerine de ihtiyag olabilecegi disiiniilmektedir (84). SMN eksikliginden
cok sayida hiicresel siire¢c etkilenmekte olup bunlardan biri hiicre iskeletinin

diizenlenmesidir (115-118).

Hiicre iskeletinin temel elemanlarindan olan mikrotiibiiller, néronlar gibi
0zellesmis hiicrelerde akson ve dendrit yapilarmin kurulmasi, hiicre i¢i organel,

vezikiil ve protein komplekslerinin taginmasi, ayrica hiicre dis1 salgilanma agisindan
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onemlidir (7,8). SMA modelleri ile gerceklestirdigimiz ¢alismalarimiz, SMN
eksikliginde mikrotibillerle iliskili bazi proteinlerin ifadelerinde ve post-
translasyonel modifikasyonlarinda degisiklikler oldugunu gostermis ve mikrotiibiil
stabilitesinde azalma oldugu belirlenmistir (49, 127). Mikrotiibiillerin hiicre i¢i
transportu saglayan temel filamentler olmasi nedeniyle, SMN eksikligine bagl ortaya
cikan mikrotiibiil stabilite kaybmin, SMN proteininin kendi transportunu da
etkileyebilecegi, ve mikrotiibiil stabilitesinin artirilmast yoluyla SMN’nin hiicre
icindeki tasmmmasmin ve hiicre disina salgilanmasmin  diizenlenebilecegi
disiiniilmistiir. Bu amagla, mikrotiibiil stabilite belirteci olan ve SMN eksikligine
bagli olarak azalan a-tiibiilin detirozinasyonu, NSC34 hiicrelerinden kurulan in vitro
SMA modelinde TTL gen ifadesinin %72 oraninda SiRNA-aracili baskilanmasi
yoluyla %60 (1.6 kat) oraninda arttirilabilmistir. TTL’nin néronal gelisim ve ndrit
uzamasinda Onemli rol oynadigi bilinmektedir. Ornegin, sican hipokampal
noronlarinda TTL gen baskilanmasinin tirozinlenmis o-tiibiilin diizeyini azalttig1 ve
norit uzunlugunu arttirdigi gosterilmistir (36). Bu nedenle, TTL baskilanan hiicrelerde
norit uzunlugu analiz edilmis ancak ¢alismamizda kullanilan NSC34 hiicrelerinde TTL
baskilanmasi sonucunda norit uzunlugunda belirgin bir azalma saptanmamistir. Bu
durum, TTL eksikliginin ndrit morfolojisi iizerindeki etkilerinin hiicre tipine ve
deneysel modele bagli olarak farklilik gosterebilecegini diisiindiirmiistiir. Benzer
sekilde literatiirde farkli hiicre tiplerinde SMN eksikliginin de ndrit boyunda
kisalmaya neden oldugu bilinmekle birlikte, ¢calismamizda kullandigimiz hiicresel
modelde norit uzunlugunda kontrole gore bir kisalma saptanmamaktadir (126). NSC34
hiicrelerinde gen ifadesi baskilama calismalar1 sonucunda noronal morfolojide
degisiklik goriilmemesi, yerlesim analizlerini etkileyebilecek bir unsur oldugundan,

olumlu bir bulgu olarak degerlendirilmistir.

Calismanin devaminda, a-tiibiilin detirozinasyonu arttirilan in vitro SMA
modelinde, ¢ekirdekteki SMN proteininin yerlesimindeki degisiklikler arastirilmistir.
SMN’nin ¢ekirdekte Gem ve Cajal cisimciklerde bulundugu bilinmektedir (101).
Calismalar sonucunda hiicrelerin ¢ekirdeginde Gem yapilar1 gézlenmemis, bu nedenle
sadece Cajal cisimciklerde yerlesen SMN iizerinden analizler gergeklestirilmis ve
SMN baskilanan hiicrelerde Cajal cisimcik sayisinin azaldigi gosterilmistir. Literatiir

ile uyumlu olan bu bulgu, SMN proteininin ¢ekirdek igerisinde Cajal cisimcikleri ile
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iliskili oldugunu desteklemektedir (114). Ancak, SMN ve TTL’nin birlikte
baskilandig1 ve o-tlibiilin detirozinasyonunun arttirildigi hiicrelerde, yalnizca SMN
baskilanan hiicrelerle karsilastirildiginda Cajal cisimcik sayisinda anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir. Bu sonuglar, a-tiibiilin detirozinasyonundaki artisin SMN proteininin
Cajal cisimciklerdeki yerlesimini etkilemedigini gostermektedir. Bunun temel
nedeninin, mikrotiibiillerin esas olarak sitoplazmik tasima siireglerinde gorev almasi
olabilecegi  diisiiniilmektedir. Mikrotiibiiller, vezikiil, organel ve protein
komplekslerinin hiicre igerisinde uzun mesafeli tasinmasinda énemli rol oynarken;
cekirdek ve sitoplazma arasindaki molekiiler gecis niikleer por kompleksleri ve
importin/exportin  sistemi aracilifiyla gerceklesmektedir. Mikrotiibiiller hiicre
govdesinden niikleer por komplekslerine kadar olan kisa mesafeli tasinimi
saglamaktadir. Bu nedenle, hiicre govdesinden cekirdege kadar gergeklesen kisa
mesafeli SMN transportu, o-tliblilin detirozinasyonu ve/veya mikrotiibiil
stabilitesindeki degisimlerden etkilenmemis olabilir. Grubumuzun ayni hiicre kiiltiirii
modeliyle gergeklestirdigi onceki calismalarda, SMN eksikligine bagli mikrotiibiil
stabilite kaybinin perifere dogru belirginlesmesi, tezden elde edilen sonuglari

destekleyici niteliktedir (49).

Elde edilen bulgular dogrultusunda, SMN proteininin sitoplazmadan ¢ekirdek
icine tasinmasinda, a-tiibiilin detirozinasyonu ve/veya mikrotiibiil stabilitesindeki
degisimlerin dogrudan bir etkisinin olmayabilecegi diisiiniilebilir. Ote yandan, in vitro
SMA modelinde, a-tiibiilin detirozinasyonundaki artis sonucunda, SMN yerlesiminin
hiicre govdesinde azaldigi, nérit ucunda ise arttig1 gosterilmistir. Bu hiicrelerde norit
uzunlugunda degisiklik gézlenmemesi, saptanan degisikliklerin norit uzunlugundan
bagimsiz olduguna ve hiicre i¢i tasima mekanizmalarindaki degisimlerden
kaynaklandigina isaret etmekte; detirozinlenmis mikrotiibiillerin SMN’nin distal
bolgelere tasinmasimni  kolaylastirabilecegini  dislindiirmektedir.  Mikrotiibiil
detirozinasyonunun kinezin motor proteinlerinin mikrotiibiillere baglanmasini,
yiriime hizin1 ve mesafesini diizenledigi bilinmektedir (40,41). SMN proteininin
aksonal biiylime, lokal protein sentezi ve néromiiskiiler kavsak biitiinliigii agisindan
norit uglarinda 6nemli islevlere sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica SMN proteinin,
B-actin . MRNA’s1 basta olmak {izere bazi RNA baglayict proteinler ve

riboniikleoprotein kompleksleriyle birlikte tagindigi, boylece akson gelisimi, biiylime
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konisi dinamikleri ve sinaptik biitiinliigiin siirdiiriilmesine gorev aldig1 gosterilmistir
(133). Calismamizda, o-tiibiilin detirozinasyonundaki artig sonucunda norit ucundaki
SMN diizeyinin kontrol hiicrelere yakin seviyelere ulagmasi1 dikkat c¢ekicidir. Bu
durum, mikrotiibiil post-translasyonel modifikasyonlarinin SMA patogenezinde
yalnizca yapisal degil, ayni zamanda fonksiyonel sonuglar dogurabilecegini
gostermektedir. Bulgular ayrica, azalmig SMN diizeyine ragmen hiicre i¢i dagilimin
yeniden diizenlenebilmesinin miimkiin olabilecegini ve mikrotiibiil dinamiklerinin
hedeflenmesinin SMA’da potansiyel bir diizenleyici mekanizma olabilecegini

distindiirmektedir.

SMN’nin sitoplazmadaki yerlesim bolgelerinden bir digeri, hiicresel stres
kosullarinda olusan noktasal yapilar olan stres graniilleridir (112). Mikrotiibiil aginin
stres graniilii olusumu ve dagilimi siireglerinde rol almasi nedeniyle, in vitro SMA
modelinde artan o-tiibiilin detirozinasyonunun, SMN’nin stres graniillerindeki
yerlesimini de etkileyebilecegi diistiniilmiistiir (134). Bu amagla hiicre kiiltiiriinde
sicaklik uygulamasi yoluyla stres kosulu olusturulduktan sonra immunfloresan
boyama c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Calismalar sonucunda, kontrol hiicrelerine
kiyasla SMN baskilanan hiicrelerde, SMN proteini ile G3BP1-pozitif stres
graniillerinin es yerlesim diizeyinde belirgin bir azalma oldugu saptanmis; boylece
SMN eksikliginde stres graniillerindeki yerlesiminin azaldig: gosterilmistir. Bu bulgu,
literatiirde SMN’nin hiicresel stres yanitinda ve stres graniilii dinamiklerinde gorev
aldigini bildiren ¢aligmalarla uyumludur (114). Buna karsilik, es-baskilama yapilan
hiicrelerde SMN ile G3BP1-pozitif stres graniilleri arasindaki es-yerlesim diizeyinin,
sadece SMN baskilanan hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gostermedigi  belirlenmistir.  Calismamizda,  a-tiibiilin  detirozinasyonunun
artirtlmasina ragmen SMN ile G3BP1 arasindaki es-yerlesimde anlamli bir degisiklik
gozlenmemesi, SMN’nin hiicre gdvdesinde bulunan stres graniilleri igerisine kisa
mesafeli transportunun bu degisiklikten etkilenmedigi seklinde yorumlanabilir.
Mikrotiibiillerin stres graniillerinin hiicre i¢indeki hareketi ve dagiliminda rol aldig1
bilinmekle birlikte, stres graniilii olusumu ve SMN’nin bu yapilara katiliminin biiyiik
Olgiide protein-protein ve RNA-protein etkilesimleriyle diizenleniyor olabilecegi

distiniilmiistiir. Bu nedenle, a-tiiblilin detirozinasyonu ve/veya mikrotiibiil
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stabilitesindeki artisin SMN’nin stres graniillerindeki yerlesimi tizerinde belirgin bir

etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir.

SMN hiicre disina salgilandig1 bilinen bir proteindir. Fakat SMN proteini,
Klasik salgi yolaginda gérev alan N-terminal sinyal peptidine sahip degildir; bu
nedenle ER-Golgi aracili salgilanmasi beklenmemektedir. Peter ve ark. (2011)’nin
gerceklestirdigi bir ¢calismada, SMN proteininin COPI vezikiil kompleksinin a-COP
alt birimi ile etkilesim gosterdigi ve akson boyunca birlikte tasindigi gosterilmistir
(106). Baska bir ¢alismada ise, NSC34 hiicrelerinde SMN graniillerinin trans-Golgi
belirtegleri olan Tgn38 ve Golgin-97 ile kolokalizasyon oraninin, cis-Golgi belirteci
GM130 ile gozlenen kolokalizasyon oranindan daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(107). Bu bulgular, SMN proteininin, COPI vezikiilleri ve trans-Golgi iliskili klasik
olmayan (alternatif) hiicre i¢i tasima/salgi mekanizmalari araciligiyla akson boyunca
taginabilecegini ve hiicre disina salinabilecegini diisiindliirmektedir. Ayrica, SMN
proteininin eksozomlar ve mikrovezikiiller araciligiyla hiicre dis1 ortama salindigi da
gosterilmistir  (110). Bu vezikiillerin hiicre membranina yo6nlendirilmesinde
mikrotiibiil ag1 6nemli rol oynamaktadir (135). Bu nedenle, in vitro SMA modelinde
artan a-tiibiilin detirozinasyonunun, hiicre disina salgilanan SMN proteininin diizeyini
etkileyebilecegi distinilmiistiir. Calismamizda yalnizca SMN’nin  baskilandigi
hiicrelerde ekstraseliiler SMN diizeyinin belirgin sekilde azalmasi, SMN eksikliginin
yalnizca hiicre i¢i protein miktarini degil, ayn1 zamanda hiicre disina salgilanan
SMN’ni de etkiledigini gostermistir. Bu bulgu, diger hiicre tiplerinde gerceklestirilen
calismalarla uyumludur (110,111). TTL ile es-baskilama yapilarak a-tiibiilin
detirozinasyonu arttirilan hiicrelerde ise, tek basina SMN baskilanan hiicrelere gore
hiicre disindaki SMN miktarinin arttig1 belirlenmistir. Bu bulgu anterograd yondeki
SMN transportunun o-tiibiilin detirozinasyonu diizeyinden etkilendigine yonelik

bulgular1 desteklemektedir.

Tez kapsaminda yiriitiilen calismalarin higbirinde, tek basmma TTL
baskilamasinin SMN yerlesimi ve salgilanmasi iizerine bir etkisi goriilmemistir. Bu
durumun, o-tiibiilin detirozinasyon degisikliginin etkisinin 6zellikle SMN eksikligi
bulunan hiicrelerde belirgin hale geldigini diisiindiirmiistiir. SMN baskilanmasi
sonucunda detirozinasyonun yani sira mikrotiibiil asosiye proteinlerin ifadeleri ve

post-translasyonel modifikasyonlari da degismektedir. MAP1B, MAP2, EB3, statmin
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gibi asosiye proteinlerin yani sira, SMA fare modeli ve insan motor ndronlar
kullanilarak gergeklestirilen caligmalarda, kinezin 1 ailesinin diger bir {iyesi olan
KIF5A proteininin ifadesinin azaldigi gosterilmis; KIF5A diizeyinin artirilmasinin,
SMN eksikliginin neden oldugu akson rejenerasyonu bozukluklarni diizeltebildigi
gosterilmistir (124). Bu bulgu, SMN eksikligi nedeniyle motor proteinlerin diizeyinin
de etkilenebildigini gostermekle birlikte ¢alismamizda SMN baskilanan hiicrelerde
arastirilan KIF5C protein diizeyinin degismedigi belirlenmistir. Dolayisiyla SMN
eksikligi, farkli yollardan hiicre i¢i tagima siireclerinde hatalara neden olabilir. Daha
genis bir cergeveden bakilirsa, SMN eksikligi sonucunda aktin filamentleri ve ara
filamentlerde de hatalar ortaya c¢iktigindan, hiicre iskeleti ©6nemli oOlg¢iide
etkilenmektedir. Bu nedenlerle, SMA durumunda mikrotiibiil post-translasyonel
modifikasyonlarinin tasima siiregleri iizerindeki etkilerinin daha kritik 6neme sahip

olacag diisiiniilebilir.

Tez ¢aligmasinin devaminda, o-tiibiilin detirozinasyonuna bagli olarak SMN
proteininin yerlesiminde saptanan degisikliklerin molekiiler nedenleri arastirilmistir.
Biyoinformatik analizler gergeklestirilerek SMN’nin mikrotiibiil-aracili transportunda
gorev alabilecek motor proteinlerle olasi etkilesimleri incelenmistir. Yapilan protein
etkilesim ag1 analizlerinde, SMN’nin ikinci ve Ugiincii komsulugunda, anterograd
yondeki tasimada gorev yapan kinezin-1 motor protein ailesi iiyeleri olan KIF5A,
KIF5B ve KIF5C’nin bulundugu belirlenmistir. Bu proteinler arasinda KIF5C’nin
detirozinlenmis ve stabil mikrotiibiillerle tercihli etkilesim gosterdigi literatiirde birden
fazla galismada tanimlanmistir (40,41,70). Bu nedenle SMN’nin KIF5C araciligiyla
tagiabilecegi ve a-tiiblilin detirozinasyonundaki artisa bagl olarak gdzlenen SMN
yerlesim degisikliklerinde KIF5C’nin rol oynayabilecegi oOngoriilerek deneysel
caligmalar yapilmistir. Hiicrelerde KIF5C gen ifadesi %63 oraninda baskilanmis, elde
edilen bulgular, KIF5C’nin SMN‘in hiicre icindeki dagilimi iizerinde etkili
olabilecegini gostermistir. Immiinfloresan boyama c¢alismalarmin sonuglart SMN’nin
hiicre govdesinde belirgin sekilde yogunlastigint gostermis olup KIFSC’nin SMN’nin
distal bolgelere tasinmasinda rol oynayabilecegine isaret etmektedir. KIF5C diizeyinin
SMN diizeyini etkilemedigi belirlenmis, bdylece SMN sinyalinin hiicre gdvdesindeki
artisinin ifade degisikliginden kaynaklanmadigi gosterilmistir. KIFSC’nin 6zellikle

anterograd aksonal tasimada gorev yapan bir motor protein oldugu gbéz Oniinde
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bulunduruldugunda, bu bulgular SMN igeren riboniikleoprotein komplekslerinin
mikrotiibiil boyunca nérit u¢larina dogru taginmasinda KIF5C’nin katkisi olabilecegini
diistindiirmektedir. Calismamizda, KIF5C baskilanan hiicrelerde norit uglarinda
gozlenen SMN sinyalindeki azalmanin istatistiksel olarak anlamli bulunmamasi,
degisimlerin distal bolgeye daha ge¢ yansimasi nedeniyle olabilir. Bununla birlikte,
SMN’nin akson boyunca iki yonlii tasinan bir protein olmasi nedeniyle, SMN
tasinmasinda KIF5C disinda farkli kinezin aile liyelerinin ve dinein motor proteininin
de gorev aliyor olmasi muhtemeldir. Dolayisiyla, SMN’nin hiicre govdesindeki
belirgin yogunlagmasi, tasima mekanizmasinda aksama oldugunu desteklese de, distal
bolgelerdeki degisimin daha net ortaya konabilmesi i¢in daha uzun siireli baskilama

deneyleri veya canli hiicre goriintiileme yaklasimlar1 yararli olacaktir.

Tez caligmalarina ait bu bulgular, o-tiibiilin detirozinasyonunun, SMN
proteininin anterograd yonde tasinmasinda diizenleyici bir rol oynayabilecegine isaret
etmektedir. Calismamizda SMN eksikliginin sitoplazmik ve ekstraseliiler SMN
diizeylerini azalttig1 gosterilirken, bu hiicrelerde a-tiibiilin detirozinasyonunun
artirllmasiyla SMN’nin 6zellikle nérit uclarina yonelimi ve hiicre disina taginmasinin
yeniden diizenlenerek kismen arttirilabildigini gosterilmistir. Buna karsilik ¢ekirdek
ve stres graniillerindeki yerlesiminin belirgin sekilde degismemesi, a-tiibiilin
detirozinasyonun daha cok mikrotiibiil-bagimli uzun mesafeli sitoplazmik tasima
stireglerini etkiledigini diisindiirmektedir. KIF5C eksikligi durumunda SMN’nin
hiicre gévdesinde yogunlagmasi bu siiregte kinezin-aracili anterograd taginmanin kritik

olabilecegini desteklemektedir.

SMA patogenezi agisindan SMN miktarinin yani sira, SMN’nin hiicre i¢indeki
tasinmasit ve dogru yerlesiminin de O6nemli oldugu disiiniilmektedir. SMN
eksikliginde aksonlarda organel (6rn. mitokondri) ve néromiiskiiler kavsakta gorevli
proteinlere ait mRNA’larin (6rn. B aktin mRNA) transportunda hatalar oldugu
bildirilmigtir (115-117, 136,137). Bu tez sayesinde ilk defa, SMN yerlesiminin o-
tiibiilin detirozinasyonunun modiilasyonu yoluyla diizenlenebilecegine ve bu siirecte
KIF5C’nin rol aldigina yonelik bulgular elde edilmistir. Bu yaklagimin SMN proteini
arttirict  tedavilerle birlikte uygulanmasi ve ardindan SMN yerlesimindeki

diizenlenmenin islevleri tizerindeki etkilerinin arastirilmasi1 degerli olacaktir.
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Calismalarimiz sonucunda, mikrotiibiil detirozinasyonu ve kinezin temelli tasima

mekanizmalarinin SMA igin yeni terapdtik hedefler olusturabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tez caligmast kapsaminda gerceklestirilen ¢alismalardan elde edilen sonuglar

asagida 6zetlenmistir.

6.1. Sonuclar

e Motor néron benzeri NSC34 hiicrelerinde TTL gen ifadesinin daha 6nce
baskilanmamis olmasi nedeniyle, TTL mRNA’sini1 hedefleyen iki farkli siRNA dizisi
ile gen baskilama c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Calismalar sonucunda, TTL siRNA
(1) dizisi ile TTL gen ifadesinde yaklasik %75 oraninda azalma elde edilebilmis ve
sonraki calismalarda kullanilmistir.

e NSC34 hiicrelerinde in vitro SMA modelinin olusturulmasi ve bu modelde
a-tiibililin detirozinasyonunun artirilmasi amaciyla, SMN ve TTL gen ifadeleri birlikte
baskilanmistir. Eg baskilama yapilan hiicrelerde, a-tiibiilin detirozinasyon diizeyinin
yalnizca SMN baskilanan hiicrelere kiyasla %60 oraninda arttirilabildigi
gosterilmigtir.

e [n vitro SMA modelinde, a-tiibiilin detirozinasyonunun artirilmasinin
ndronal morfoloji lizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla, SMN tek basina ve TTL
ile birlikte baskilanmistir. Farklilasan hiicrelerde gerceklestirilen norit uzunluk
analizlerinde, ¢ekirdek bitiminden ndrit ucuna kadar 6l¢tim yapilmisti. SMN’nin tek
basina baskilandigr hiicrelerde, oOnceki Olglimlerimizle uyumlu olarak norit
uzunlugunda anlamli bir degisiklik goézlenmemistir. Benzer sekilde, TTL’nin
baskilanarak a-tiibiilin detirozinasyonunun artirildigi in vitro SMA modelinde de norit
uzunlugunda anlamli bir degisiklik belirlenmemistir.

e [n vitro SMA modelinde, o-tiibiilin detirozinasyonundaki artisin SMN
proteininin ¢ekirdekteki yerlesimi tizerine etkisi arastirilmistir. SMN ve Cajal cisimcik
belirteci olan coilin proteini birlikte boyanmis ve kantitatif mikroskobik analizler
gerceklestirilmistir. Bulgular, SMN baskilanan hiicrelerde Cajal cisimcik sayisinin
literatiirle uyumlu sekilde azaldigini gostermistir. Ancak SMN ve TTL’ nin birlikte
baskilanarak detirozinasyonun arttirildigi hiicrelerde, yalnizca SMN baskilanan
hiicrelere kiyasla anlamli bir degisiklik saptanmamistir. Boylece a-tiibiilin
detirozinasyon artisgtnin SMN’nin ¢ekirdekteki yerlesimini etkilemedigi sonucuna

varilmistir.
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e In vitro SMA modelinde, o-tiibiilin detirozinasyonundaki artisin SMN
proteininin sitoplazmik yerlesimi {izerindeki etkisi arastirilmistir. SMN ifadesi
baskilanan hiicrelerde, beklendigi sekilde SMN diizeyinin hem hiicre govdesinde hem
de nérit ucunda azaldigi belirlenmistir. Buna karsin, SMN ve TTL’nin birlikte
baskilandigi hiicrelerde, yalnizca SMN baskilanan hiicrelere kiyasla hiicre
govdesindeki SMN diizeyinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi, norit
ucundaki SMN diizeyinin ise arttif1 saptanmistir. Bu bulgular, SMN baskilanan
hiicrelerde azalan o-tiibiilin detirozinasyonu arttirildiginda SMN’nin hiicre igi

dagiliminin diizenlenebilecegini gostermistir.

e [n vitro SMA modelinde, o-tiibiilin detirozinasyonundaki artisin SMN
proteininin stres graniillerindeki yerlesimi iizerindeki etkisi arastirilmisti. SMN
baskilanan hiicrelerde, SMN proteini ile stres graniilii belirteci olan G3BP1-pozitif
stres graniilleri arasindaki es-yerlesim diizeyinin baskilama yapilmamis kontrol
hiicrelerine kiyasla azaldigi belirlenmigtir. Ancak SMN ve TTL’nin birlikte
baskilandig1 hiicrelerde, yalnizca SMN baskilanan hiicrelere gore anlamli bir
degisiklik saptanmamistir. Bu sonug¢lar, SMN’nin stres graniilleri ile iliskili oldugunu,
ancak o-tiibiilin detirozinasyonundaki artisin bu siire¢ lizerinde ek bir etkisinin
bulunmadigin1 gostermistir.

e [n vitro SMA modelinde, o-tiibiilin detirozinasyonundaki artisin SMN’nin
hiicre dis1 ortama tasinmasi tiizerindeki etkisi arastirilmisti. SMN baskilanan
hiicrelerden ekstraseliiler ortama salmman SMN diizeyinin baskilama yapilmayan
kontrol hiicrelerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig: belirlenmistir.
Literatiirde baska hiicre tiplerinde elde edilen bu bulgu, ilk defa NSC34 hiicrelerinde
gosterilmisti. SMN ve TTL’nin birlikte baskilanarak o-tiibiilin detirozinasyonunun
arttirildigr hiicrelerde ise ekstraseliiler SMN diizeyinin, yalnizca SMN baskilanan
hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 saptanmistir. Bu bulgular, a-
tiibiilin ~ detirozinasyonundaki  artistn  SMN’nin  hiicre disina  taginmasini
diizenleyebilecegini gostermistir.

e [nvitro SMA modelinde azaldig1 bilinen a-tiibiilin detirozinasyon diizeyinin
artirtlmas1 sonucunda, SMN proteininin sitoplazmik yerlesiminin ve hiicre digina
salgilanma diizeyinin diizenlenebildigi belirlenmistir. Bu bulgular, detirozinasyon

degisikliginin  SMN’nin  anterograd yonde taginmasimi  etkileyebilecegini
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disiindiirmiistiir. SMN yerlesimi ve o-tlibiilin detirozinasyonu arasindaki iliskinin
mekanizmasinin aragtirilabilmesi amaciyla SMN ile motor proteinler arasindaki
protein etkilesimleri incelenmistir. Gergeklestirilen in silico analizlerde, SMN’nin
motor proteinlerle dogrudan etkilesimi saptanmamis ancak kinezin-1 ailesi iiyeleri
(KIF5A, KIF5B ve KIF5C) ve dinein (DYNC1HT1) dolayl etkilesim gosterebilecegi
belirlenmistir.  Bulgular literatiir  verileriyle birlikte  degerlendirildiginde,
detirozinlenmis mikrotiibiillerle tercihli etkilesim gosteren KIF5C’nin SMN
tasinmasinda rol oynayabilecegi ongoriilmistiir.

e Oncelikle in vitro SMA modelinde KIFSC protein diizeyi arastirilmus;
Western blot analizleri sonucunda, SMN baskilanan NSC34 hiicrelerinde KIF5C
protein diizeyinde baskilama yapilmayan kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik olmadig1 belirlenmistir.

e KIF5C’nin SMN tasinmasindaki roliiniin arastirilabilmesi amaciyla siRNA-
temelli gen ifadesi baskilamasi ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. NSC34 hiicrelerinde
KIF5C gen ifadesinin daha 6nce baskilanmamis olmasi nedeniyle, KIFSC mRNA’sin1
hedefleyen iki farkli siRNA dizisi ile gen baskilama caligsmalar1 gerceklestirilmistir.
Calismalar sonucunda, KIF5C siRNA (2) dizisi ile KIFSC gen ifadesinde yaklasik
%66 oraninda azalma elde edilmis ve sonraki ¢alismalarda kullanilmistir.

e NSC34 hiicrelerinde  KIF5C’nin SMN  yerlesimine  etkisinin
arastirilmasindan 6nce, KIF5C baskilanan hiicrelerde SMN protein diizeyi kontrol
edilmistir. Elde edilen sonuglar, KIF5C gen ifadesi baskilanan hiicrelerde baskilama
yapilmayan kontrol hiicrelere gére SMN protein diizeyinde istatistiksel olarak anlaml
bir degisiklik olmadigin1 géstermistir.

e Ardindan KIF5C baskilanan hiicrelerde SMN proteininin yerlesimi
arastiritlmistir. Baskilama yapilan hiicrelerde SMN proteininin hiicre gdvdesinde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yogunlastig1 gosterilmistir. Norit uglarindaki SMN
diizeyinde ise azalma g6zlenmesine ragmen bu degisiklik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Bu bulgular, KIF5C’nin SMN’nin mikrotiibiil boyunca anterograd
yonde taginmasinda rol oynayabilecegini diistindliirmiistiir.

e Son olarak NSC34 hiicrelerinde KIF5C’ nin SMN proteininin hiicre digina
salgilanmasi iizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar, KIF5C gen ifadesi

baskilanan hiicrelerde ekstraseliiler SMN diizeyinin baskilama yapilmayan kontrol
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grubuna kiyasla anlamli bir degisiklik gostermedigini ortaya koymustur. Bu sonuglar,
SMN’nin farklt motor protein/ler araciligryla hiicre dis1 ortama salinabilecegine isaret

etmistir.

6.2. Oneriler

e o-tlibiilin detirozinasyonunun etkisinin primer motor ndron kiiltiirleri ve
SMA fare modellerin de arastirilmasi, farkli hiicre tipleri iizerindeki etkilerinin
degerlendirilebilmesi agisindan onerilmektedir.

e Mikrotiibiil stabilitesini diizenleyen diger  post-translasyonel
modifikasyonlarin (6rn. asetilasyon, poliglutamilasyon), 6zellikle delta 2 tiibiilin’in,
SMN yerlesimi ve tasinmasi lizerindeki etkilerinin incelenmesi dnerilmektedir.

¢ SMN’nin hiicre disina neden salgilandig1 ve bu siirecin biyolojik anlami1
heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ozellikle salgilanan SMN’nin komsu hiicreler
tarafindan alinarak islevsel bir rol tistlenip iistlenmediginin arastirilmasi, SMA
patogenezi ve hiicreler arasi iletisim mekanizmalarinin arastirilmasi agisindan kiymetli
olacaktir. a-tiibiilin detirozinasyonunun SMN’nin hiicre digina salgilanmasini nasil
diizenlediginin anlasilmasi i¢in, eksozom ve mikrovezikiillerin iceriklerinin yan1 sira
SMN’nin bu vezikiillere yiiklenme ve tasinma siireclerinin incelenmesi gelecekteki
caligmalar agisindan 6nem tagimaktadir.

e o-tlibiilin detirozinasyonunun SMN tasinimi {izerindeki etkisinin daha
ayrintili  anlasilabilmesi i¢in, canli hiicre goriintiileme yontemleri ile SMN
graniillerinin aksonal tasinim dinamiklerinin incelenmesi yararli olacaktir. SMN
floresan isaretli olarak canli hiicrelerde takip edilirse (6r. SMN-GFP), time-lapse canli
hiicre goriintiileme ile SMN graniil hareket yonii, tasinma hizi, duraklama siireleri,
bliylime bolgesine ulasma zamani, retrograd/anterograd hareket orani nicel olarak
analiz edilebilir.

e Tez galigmasinda KIFSC’nin SMN’nin anterograd yonde tasiiminda rol
oynayabilecegi gosterilmis olmakla birlikte, SMN ile KIF5C arasindaki etkilesimin
canli hiicre goriintiileme ve/veya protein etkilesim analiz (6rn; BiolD, TurbolD,

FRET) yontemleri ile dogrulanmas1 dnerilmektedir.
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e KIF5C disinda, in silico analizlerde belirlenen diger motor proteinlerin
(KIF5A, KIF5B ve DYNCI1H1 gibi) SMN tasinimindaki rollerinin de arastirilmasi
Onerilmektedir.

e Mikrotiibiil stabilitesinin diizenlenmesine yonelik yaklasimlarin, SMA’da
SMN yerlesimi ve dagilimi iizerindeki etkilerinin arastirilmasi; SMN’nin hiicre
icindeki yerlesim degisikliginin; aksonal transport, RNA metabolizmasi, ve
spliceozom dinamikleri gibi temel hiicresel siiregler lizerindeki etkilerinin ayrintili
olarak arastirilmast gerekmektedir. Bu nedenle gelecekteki calismalarin, SMN
diizeylerindeki artisin yani sira SMN yerlesimindeki degisimlerin fonksiyonel
sonuclarint da incelemesi, ayrica bu yaklasimin SMN arttirici tedavilerin etkinligini
yiikselterek SMA’nin kombine tedavisi agisindan uygunlugunun degerlendirilmesi,
gelecekte yeni ve daha etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilecegi

distiniilmektedir.
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EK-3. Uniprot Veritabanindan Elde Edilen Fare (Mus musculus) Motor

Protein Listesi

Gen Adi (Mus musculus)

Protein Adi

DYNC1H1 Dynein cytoplasmic 1 heavy chain 1
DYNCI1I1 Dynein cytoplasmic 1 intermediate chain 1
DYNC1I2 Dynein cytoplasmic 1 intermediate chain 2
DYNCILI1 Dynein cytoplasmic 1 light intermediate chain 1
DYNCLLI2 Dynein cytoplasmic 1 light intermediate chain 2
DYNC2H1 Dynein cytoplasmic 2 heavy chain 1
DYNLL1 Dynein light chain LC8-type 1
DYNLL2 Dynein light chain LC8-type 2
DYNLRB1 Dynein light chain roadblock-type 1
DYNLRB2 Dynein light chain roadblock-type 2
DYNLT1 Dynein light chain Tctex-type 1
DYNLT3 Dynein light chain Tctex-type 3
KIF1A Kinesin family member 1A

KIF1B Kinesin family member 1B

KIF1C Kinesin family member 1C

KIF2A Kinesin family member 2A

KIF2B Kinesin family member 2B

KIF2C Mitotic centromere-associated Kinesin
KIF3A Kinesin family member 3A

KIF3B Kinesin family member 3B

KIF3C Kinesin family member 3C

KIF4A Kinesin family member 4A

KIF5A Kinesin family member 5A

KIF5B Kinesin family member 5B

KIF5C Kinesin family member 5C

KIF6 Kinesin family member 6

KIF7 Kinesin family member 7

KIF9 Kinesin family member 9

KIF10 CENPE

KIF11 Kinesin family member 11

KIF12 Kinesin family member 12

KIF13A Kinesin family member 13A
KIF13B Kinesin family member 13B

KIF14 Kinesin family member 14

KIF15 Kinesin family member 15

KIF16A Kinesin family member 16A

KIF17 Kinesin family member 17

KIF18A Kinesin family member 18A
KIF18B Kinesin family member 18B

KIF19 Kinesin family member 19

KIF20A Kinesin family member 20A
KIF20B Kinesin family member 20B
KIF21A Kinesin family member 21A
KIF21B Kinesin family member 21B

KIF22 Kinesin family member 22

KIF23 Kinesin family member 23

KIF24 Kinesin family member 24

KIF25 Kinesin family member 25

KIF26A Kinesin family member 26A
KIF26B Kinesin family member 26B

KIF27 Kinesin family member 27

KIFC1 Kinesin family member C1

KIFC2 Kinesin family member C2

KIFC3 Kinesin family member C3
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9. OZGECMIS
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