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OZET

Koyunoglu, D., “Survival Motor Noron” Proteini Eksikliginin Mikrotiibiil
Pozitif U¢ Proteinleri Uzerindeki Etkisinin Arastirilmasi. Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Ensitiitiisii, Tibbi Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2019.
Kalitsal néromiiskiiler hastaliklarindan olan Spinal miiskiiler atrofi (SMA), Survival
of motor neuron 1 (SMN1) genindeki mutasyonlar nedeniyle olusmakta ve SMN
proteini eksikliginden en fazla motor noronlar etkilenmektedir. Noron farklilagsmasi
ve igleyisi i¢in mikrotiibiil dinamiginin ve stabilitesinin kontrolii nemli olup SMN
eksikliginde mikrotiiblil polimerizasyonunun bozulmasina iliskin mekanizmalar
bilinmemektedir. Mikrotiibiiller néronlarda akzon ve dendrit yapilarinin kurulmasini
saglayan, akzonun ucuna dogru mRNA, protein ve organel transportunda gorevli
hiicre iskeleti elemanlaridir. Mikrotiibiil stabilitesinin ve polimerizasyonunun
diizenlenmesinde mikrotiibiil asosiye proteinler (MAP) ve mikrotiibiilin pozitif
ucunda bulunan ug proteinleri (+TIP) gorev almaktadir. Pozitif ug¢ proteinlerinden
olan EB1 ve EB3 (End Binding Protein) mikrotiibiiliin uzayan ucundaki tiibiilinlere
baglanarak, pozitif uca baglanan diger proteinlerin birbirleriyle iliski kuracagi
molekiiler bir platform olusturmaktadir. MAP proteinlerinden olan MAP1B’nin ise
EB proteinlerine baglanip sitoplazmada tutulmalarini sagladigi ve mikrotiibiile
baglanmalarin1 engelledigi bilinmektedir. Anabilim Dali’mizda gerceklestirilen
onceki calismalarda SMN eksikliginde MAP1B proteininde saptanan artisin EB
proteinlerini etkileyebilecegi diisiintilerek bu tez ¢alismasinda, EB1 ve EB3
proteinlerinin ifade ve yerlesimleri motor néron benzeri NSC34 hiicre hattinda
arastirilmistir. NSC34 hiicrelerinde SMN ifadesi siRNA yontemi ile baskilanarak in
vitro SMA modeli olusturulmus EB1 ve EB3 proteinlerinin ifade diizeyi Western
blot yontemi ile analiz edilmistir. EB1 proteininin NSC34 hiicrelerinde endojen
ifadesinin bulunmadigi, EB3 proteinin ise SMN eksikligine bagli olarak %44
oraninda azaldigi saptanmistir.  SMN eksikliginde EB3 proteinlerinin norit
baslangicindaki ve ucundaki olast yerlesim degisikligini arastirmak iizere
immiinfloresan boyama c¢alismalar1 gergeklestirilmis, SMN eksikliginde norit
baslangicinda EB3 proteinlerinin uzayan mikrotiibiil ucunda olusturduklar1 komet
yapilarinin sayisinda kontrol hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir artma, bir
kometin mikrotiibiil iizerinde kapladig1 alanda ise azalma saptanmigtir. Kometlerin
kapladigi toplam alan, komet floresan yogunlugu ve toplam (serbest ve mikrotiibiil
ile iliskili) EB3 floresan yogunlugunda bir degisiklik saptanmamistir. Sonuglarimiz,
SMN eksikliginde noritlerin baslangi¢ kisminda yerlesim gosteren mikrotiibiillerin
kontrole gore daha dinamik yapida olduklarina ve SMA patomekanizmasinda EB3
proteinlerinin rolii olabilecegine isaret etmektedir. Bu konuda gergeklestirilecek ileri
arastirmalar ile SMN eksikliginin mikrotiibiil dinamigindeki roliiniin agiklanmasi
miimkiin olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: SMN, mikrotiibil, +TIP, MAP1B, EB1 ve EB3

Bu tez, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Kordinasyon Birimi, Tez
Destek, Yiiksek Lisans Proje Numarasi: TYL-2018-17434 tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Koyunoglu, D., Investigation of the Effect of “Survival Motor Neuron” Protein
Deficiency on Microtubule Plus-End Proteins. Hacettepe University Graduate
School Health Sciences, M. Sc. Thesis in Medical Biology, Ankara, 2019. Spinal
muscular atrophy (SMA) is one of the hereditary neuromuscular disease, which is
caused by mutations in the Survival of motor neuron 1 (SMN1) gene. SMN
deficiency primarily affects motor neurons and regulation of microtubule dynamics
and its stability is important for differentiation and functions of neuronal cells. Loss
of SMN causes alterations in microtubule polymerization, however, the molecular
mechanisms are largely unknown. Microtubule cytoskeleton plays role in
establishment of dendrite and axon morphology as well as mRNA, protein and
organelle transport to axonal terminals in neurons. Microtubule stability is regulated
by both microtubule-associated proteins (MAPs) and plus-end tracking proteins (+
TIPs), which localizes plus-end of microtubules. Among + TIPs, End Binding
Protein 1 (EB1) and EB3 proteins bind to tubulins in plus ends and form a molecular
platform for the interation of other + TIP proteins. MAP1B, a microtubule-associated
protein, binds to EB proteins and prevents their binding to microtubule plus ends by
keeping them into cytoplasm. Previously we showed that SMN deficiency causes
MAP1B upregulation. Therefore, in this study we investigated whether expressions
and/or localizations of EB1 and EB3 proteins are altered in motor neuron like NSC34
cell line. To establish in vitro SMA model, SMN was knocked-down by siRNA, then
EB1 and EB3 protein levels were analyzed by Western blot. We found that EB1 is
not endogenously expressed in NSC34 cells. In addition, we determined 44%
downregulation in EB3 protein level in SMN depleted cells. To analyze localization
of EB3 proteins at the begining and tip of neurites, immunofluorescence stainings
were performed in SMN knock-down cells. Increased number of comets, as well as
decreased comet area was found at the begining of neurites in SMN depleted cells
compared to controls. We did not find significant alterations neither in total comet
area nor floresean intensities of comets and also total EB3 proteins. Our results
suggested that microtubules at the begining of neurites are more dynamic in the
absence of SMN and EB3 proteins may be involved in SMA pathomechanisms.
Further studies will help to explain the role of SMN protein in microtubule
dynamics.

Keywords: SMN, microtubule, +TIP, MAP1B, EB1 and EB3

This thesis was supported by Hacettepe University Scientific Research Coordination
Unit (Project Number: TYL-2018-17434)
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1. GIRIS

Cocukluk c¢ag1 kalitsal noromiiskiiler hastaliklari arasinda en sik goriilen ve
omurilikteki motor néronlarin kaybi ile karakterize olan Spinal miiskiiler atrofi
(SMA) Survival of motor neuron 1 (SMN1) geninde meydana gelen mutasyonlar
nedeniyle olugsmaktadir. SMN proteini eksikliginde hiicrelerde splicing, mRNA
trafigi, endositoz, otofaji, hiicre iskeleti dinamigi gibi bir¢ok temel mekanizmanin
bozuldugu bilinmektedir. SMN “housekeeping® bir protein olmasma karsin SMN
eksikliginden en fazla motor ndronlar etkilenmektedir. Saglikli noritlerde ve biiyiime
konilerinde yerlesim gostermesi, ayrica eksikliginde norit uzamasinin bozulduguna
iliskin bulgular, SMN proteininin hiicre iskeleti dinamiginde rolii oldugunu
diisiindiirmiistiir. Bu konuda yapilan arastirmalar, SMN eksikligi durumunda hiicre
iskeleti elemanlarindan olan aktin ve diizenleyici proteinlerde degisiklikler oldugunu
gostermistir. Diger taraftan SMN eksikliginde mikrotiibiil polimerizasyonunun
bozuldugu gosterilmisse de neden olan mekanizma detayli olarak agiklanamamustir.
Mikrotiibiiller gelismekte olan ve olgun néronlarda néronal mimarinin korunmasint,
akzonun ucuna dogru mRNA, protein ve organel transportunu saglamaktadir. Ayrica
noronlarda akzon ve dendrit yapilarinin kurulmasi, bu sayede hiicre i¢i tagima ve
sinyal iletiminin saglanmasinda gorevlidir. Noronlarin dogru bir sekilde farklilasmasi
ve isleyisi i¢in mikrotlibiil dinamiginin ve stabilitesinin kontrolii Onemlidir.
Mikrotiibiil ile iligkili olan MAP proteinleri (microtubule-associated proteins) ve
mikrotiibiiliin pozitif ucunda bulunan +TIP proteinleri (plus end tracking proteins)

mikrotiibiil stabilitesini dogrudan diizenlemektedir.

Anabilim  Dal'mizda SMA  hastaligimin = molekiiler =~ mekanizmasinin
aydinlatilmasina yonelik temel arastirmalar yiiriitiilmektedir. Calismalarimiz son
donemde mikrotiibiil dinamiginin diizenlenmesinden sorumlu olan, mikrotiibiil
polimerizasyonunda ve aktin baglantisinin kurulmasinda gorev alan mikrotiibiil-
asosiye protein 1B (MAPI1B) {izerinde yogunlasmistir. MAP1B’nin, mikrotiibiil
pozitif u¢ proteinlerinden olan End Binding Protein (EB) proteinlerine baglanip
sitoplazmada tutulmalarmi sagladigi ve EB’lerin mikrotiibiile baglanmalarim
engelleyerek mikrotiibiil stabilitesi ve polimerizasyonunu etkiledigi bildirilmistir(1).
+TIP proteinleri grubuna giren EB protein ailesinin {i¢ liyesi bulunmaktadir. EB1 ve

EB3 sitoplazmada homodimer veya heterodimer formunda bulunmakta mikrotiibiil



uclarina esit etkinlikte baglanmakta ve ndronlarda mikrotiibiil dinamigini kontrol
etmektedir. EB2°nin ise dimer yapisina katilmadigi ve mikrotiibiil ucuna
baglanmadigi bilinmektedir. EB1 tiim dokularda, EB3 proteini ozellikle beyin ve
iskelet kasinda ifade edilmektedir. EB1 ve EB3 mikrotiibiiliin uzayan ucundaki
tiiblilinlere baglanarak, farkli pozitif u¢ proteinlerinin birbirleriyle iliski kuracagi
molekiiler bir platform olusturmaktadir. Bu nedenle EB proteinlerinin ifade diizeyi
ve yerlesiminde olusacak degisiklikler mikrotiibiil ile iliskili mekanizmalar1 olumsuz
yonde etkileyebilmektedir. Onceki calismalarimizda, SMN eksikliginde mikrotiibiil
dinamigini diizenleyen bir protein olan MAP1B’nin artmis oldugunu gostermis
olmamiz, mikrotiibiil stabilizasyonunu diizenleyen, uzamasini saglayan ve pozitif ug
proteinlerine platform olusturan EB proteinlerinin de SMN eksikliginden etkilenmis
olabilecegini diigiindiirmiistiir. Literatiir arastirmamizda bu konuda bir bilgiye
rastlanmamistir. Bu nedenle tez kapsaminda, motor néron benzeri NSC34 hiicre
hattinda SMN eksikliginin mikrotiibiil pozitif uc¢ proteinlerine olasi etkisini
aciklamak iizere EB1 ve EB3 proteinlerinin ifade diizeyi ve olas1 yerlesim degisikligi

arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Spinal Miiskiiler Atrofi’nin Molekiiler Biyolojik Ozellikleri

Spinal miiskiiler atrofi (SMA), otozomal resesif olarak kalitilan
norodejeneratif bir hastaliktir (2). Genellikle ¢ocukluk ¢agi hastaligi olarak kabul
edilmekle birlikte eriskin donemde de ortaya ¢ikmaktadir. SMA, Survival of Motor
Neuron 1 (SMN1) geninde meydana gelen mutasyonlar nedeniyle omurilikteki alfa
motor noronlarin dejenere olmasi sonucunda olusmaktadir. Hastalarda en ¢ok
goriilen mutasyon tipi 7. ve 8. ekzonlardaki homozigot delesyonlardir (3, 4). SMN
geninden sentezlenerek hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda yerlesim goésteren
SMN proteini 38 kDa agirligindadir (Sekil 2.1). SMN proteininin eksikliginde
hiicrelerde splicing, mRNA trafigi, endositoz, otofaji, hiicre iskelet dinamigi gibi
bircok temel mekanizmanin bozuldugu bilinmektedir. SMN proteini housekeeping
bir protein olmasina ragmen eksikliginden en fazla motor ndronlar etkilenmekte,

hastalarda simetrik kas zayiflig1 ve atrofi goriilmektedir (5) .
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Sekil 2.1. Noronlarda SMN proteininin yerlesimi.

SMA hastaligindan sorumlu olan SMN1 geni 5qg11.2-13.3 kromozom
bolgesinde bulunmaktadir (6). SMN1 geninin SMN2 olarak adlandirilan homolog
kopyasi bulunmakta ve bu iki gen arasinda 5 niikleotitte farklilik bulunmaktadir (7-
9). Bu farkliliklardan en Onemlisi 7. ekzondaki sitozin niikleotidinin timine

transisyonudur.



SMNZ2 geninde bulunan timin splicing’in dogrulugunu kontrol eden ve yer
aldig1 ekzonun RNA igerisinde bulunmasini saglayan exonic splicing silencer (ESS)
dizisinin meydana gelmesine sebep olmaktadir. Bu durumda exonic splicing
enhancer (ESE) dizilerine baglanmasi gereken serin ve arjinin amino asitlerince
zengin SR proteinlerinin yeni olusan ESS dizilerine baglanmasi bozulmaktadir.
Sonug olarak splicing hatasi1 olugmakta ve transkriptlerin % 90’inda 7. ekzon
atlanmaktadir.7. ekzonu bulunmayan kisa SMN proteini oligomerizasyon 6zelligini
yitirip Kkararsizlasmakta ve yikilmaktadir. SMN2 geninden % 10 oraninda
sentezlenen dogru uzunluktaki SMN proteini ise hastaligi engelleyecek diizeyde
degildir (10). Hastalar arasinda klinik ciddiyet farklilik gostermekte, hastaligin en
ciddi formu olan Tip I hastalar1 genellikle ilk iki y1l i¢inde kaybedilirken, hastaligin
hafif formu olan Tip IV’de belirtiler 30 yasindan sonra ortaya ¢ikmaktadir (3).

SMN proteininin saglikli ndritlerde ve biiyiime konilerinde bulunmasina ve
eksikliginde norit uzamasinin bozulduguna iligkin bulgular SMN proteininin hiicre
iskeleti dinamiginde rolii oldugunu diisiindiirmiistiir. Bu konuda yapilan arastirmalar,
SMN eksikligi durumunda aktin iskeleti ve diizenleyici proteinlerinde degisiklikler
oldugunu gostermistir. SMA modelleri ile yapilan calismalarda hiicre iskeletini
diizenleyen ROCK ve onunla baglantili AKT-ERK yolaklarinda yer alan proteinlerde
fosforilasyonlarin degistigi, aktine baglanan proteinlerden profilinlla ve plastin3’iin
ifadelerinin artti81, hiicre iskeletinin kurulmasinda gérevli olan F-aktin miktarinin ve
yerlesiminin degistigi belirlenmistir (11-13). SMN eksikliginde mikrotiibiil
polimerizasyonunun bozuldugu gosterilmisse de neden olan mekanizma detayl

olarak agiklanamamustir.
2.2. Hiicre Iskeleti

Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda yer alan protein yapidaki gesitli
filamentler ve tiibiiller tarafindan olusturulan ags1 yap1 hiicre iskeleti olarak
adlandirilmaktadir. Hiicre iskeleti elemanlarinin hiicre biitiinliigiiniin saglanmasi ve
korunmasi, hiicre boliinmesi, hiicre ve organel hareketi, organel ve vezikiillerin hiicre
icinde taginmasi, kas kasilmasi ve sinyal iletimi gibi dnemli gorevleri bulunmaktadir.
Hiicre iskeleti elemanlar1 yapisal ve islevsel olarak degerlendirildiginde

mikrofilamentler, ara filamentler ve mikrotiibiiller olarak iice ayrilmaktadir. Aktin



iskeleti olarak da adlandirilan mikrofilamentler (5-7 nm ¢apinda) en ince elemanlar
olup aktin proteininden olusmaktadir. Hiicrenin hareketini ve seklini saglamakta olan
aktinin kas kasilmasinda 6nemli gorevleri bulunmaktadir. Ara filamentler ise 8-10
nm capinda, boyut olarak mikrotiibiil ve mikrofilament arasinda bulunan, hiicre ve
dokulara mekanik destek saglamada gorevli olan iskelet elemanlaridir. Hiicre iskeleti
elemanlar1 birbirlerini koordine eden bir sistem olarak ¢alismaktadir. Ozellikle aktin
ve mikrotiibiil arasindaki baglantilar hiicre gocli ve boliinmesi sirasinda hiicre
seklinin ve polaritesinin diizenlenmesi agilarindan 6nemlidir (14).

Mikrotiibiiller sentrozomda niikleasyona ugrayarak serbest birakilmakta, daha
sonra dentritlere ve akzonlara iletilmektedir. Norofilamentler akzonlarda bol
miktarda bulunmaktadir. Mikrofilamentler ise hiicre iginde dagmik olarak
yerlesmekte ve gogunlukla plazma zarinin yakininda bulunmaktadir (15).

SMN  eksikliginde hiicre iskelet elemanlarindan  mikrotiibiillerin
depolimerizasyona bagli uzama siireci bozulmakta ve dinamizm olumsuz yonde
etkilenmektedir. Bu siirecte yer alan mekanizmalarin tam olarak agiklanamamis

olmasi nedeni ile konu ile ilgili aragtirmalar devam etmektedir.
2.3. Mikrotiibiillerin Yapis1 ve Organizasyonu

Okaryotik hiicrelerin tiimiinde bulunan mikrotiibiiller alfa (o) ve beta (B)
tiibiilin proteinlerinin biraraya gelmesiyle olusan igi bos silindirik polimerlerdir. a. ve
B tibiilin proteinleri heterodimer olusturmakta, bu heterodimerler belirli yonde
birbiri ardina eklenerek protofilamentleri meydana getirmektedir. 13 adet lineer
protofilamentin bir araya gelmesiyle mikrotiibiil yapis1 olusmaktadir. Mikrotiibiiller
cogunlukla sentrozomda bulunan Microtubule organazing center (MTOC)’dan
olusarak hiicrenin igerisine dagilim gosteren 25 nm c¢apinda en biiyiik hiicre iskeleti
elemanidir. Cesitli protein kompleksleri tarafindan kurulan MTOC un temel proteini
gamma (y) tiibiilindir. y tiibiilin bir ring kompleksi olan (y-TuRC) igerisinde yer
almakta ve MTOC’daki diger proteinlerle etkileserek mikrotiibiillerin olusumunu
saglamaktadir. Bununla birlikte negatif uglarin kapatilarak stabilizasyonunu
saglamaktadir. Mikrotiibiiller hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin ayrilmasi,
hiicre i¢i tasima, hiicre polaritesinin saglanmasi, noronlarda akzon ve dendrit

morfolojilerinin olusmasi, akzonal iletim gibi birgok temel biyolojik siiregte rol



oynamaktadir. Mikrotiibiillerin yapisina katilan o ve P tiibiilin proteinlerinin belirli
bir yonde yerlesimi mikrotiibiillere polar 06zellik kazandirmakta ve a tiibiilin
proteinleri negatif ugta, [ tiibiilin proteinleri pozitif u¢ yoOniinde yerlesim

gostermektedir (Sekil 2.2.) (16, 17).
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Sekil 2.2. Mikrotiibiil yapist ve olusumu.

Mikrotiibiil yapist dinamik olup siirekli yenilenen/yeniden insa edilen bir ag
halinde diizenlenmektedir. Mikrotiibiilin pozitif uclar1 genellikle hiicrenin ¢evresine
yonelik olup, hiicrenin merkezine bakan negatif uclarindan daha dinamiktir (18).
Dinamizm polimerizasyon ve depolimerizasyon ile diizenlemektedir. Yeni tiibiilin
proteinlerinin mikrotiibiile katilmas1 polimerizasyon ve ayrilmasi depolimerizasyon
olarak adlandirilmakta, negatif ugla karsilastirildiginda pozitif ucta daha fazla
gerceklesmektedir. GTP hidrolizi dinamizmin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Polimerizasyonda mikrotiibiiliin uzayan ucuna GTP-f tiibiilin i¢eren
heterodimerler baglanmakta ardindan GTP hidrolizi baglamaktadir. Hidroliz sonucu
olusan GDP-f tiibiilinin kararsiz ve depolimerizasyona egilimli olmasindan dolay1
mikrotiibiilin kafes (lattice) kisminda kalmaktadir (18, 19). Mikrotiibiiller
polimerizasyon sonucu uzama (growth) ve depolimerizasyon sonucu kisalma
(shrinkage) fazlar1 arasinda gegis yapmakta ve bu olay dinamik instabilite olarak
adlandirilmaktadir.  Mikrotiibiillerin ~ dinamik instabilitesi mitoz sirasinda

kromozomlarin hareketi agisindan 6nemlidir. Uzama asamasindan kisalmaya gecis



yikim (catastrophe) ve bu olayin geri doniisii ise kurtarma (rescue) olarak
adlandirilmaktadir ( Sekil 2.3.) (18, 20).
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Sekil 2.3. Mikrotiibiil polimerizasyonu ve depolimerizasyonu.
2.4, Mikrotiibiil Dinamigini Diizenleyen Proteinler

Mikrotiibiiller gelismekte olan ve olgun noronlarda 6nemli hiicre iskeleti
elemanidir. Mikrotiibiil yapilanmasi ndronal gelisim sirasinda meydana gelen
morfolojik degisikliklerin temelini olusturmaktadir. Noron hiicreleri mikrotiibiiliin
dinamik yapis1 sayesinde hiicre disindan gelen uyarillara cevap olarak hizla
morfolojik degisimler gecirirler. Mikrotiibiiller néronal mimarinin kurulmasimna ve
korunmasina katkida bulunmakta, hiicre i¢i tasinmayr miimkiin kilmakta ve sinyal
molekiillerinin iletimi i¢in temel yap1 gorevi gérmektedir. Bu nedenlerle néronlarin
dogru bir sekilde farklilasmasi ve isleyisi i¢in mikrotiibiil dinamigi ve kararlilig1 ¢ok
onemlidir (21). Mikrotiibiillerin dinamik yapist mikrotiibiillere baglanan bir grup
protein tarafindan kontrol edilmektedir. Bu proteinler pozitif ug¢ proteinleri (+TIP
microtubule plus-end tracking proteins), mikrotiibiil asosiye proteinler (MAP

microtubule-associated proteins), mikrotiibiil motor proteinleri (dinein, kinesin) ve



mikrotiibiilii  destabilize eden proteinler (katanin, spastin, statmin) olarak
gruplandirilmaktadir. (20).

Ozellikle noronal farklilasma sirasinda mikrotiibiil boyunca baglanarak
mikrotiibiili stabilize eden MAP’lar ve +TIP’ler mikrotiibiillerin dinamizminin
diizenlenmesine 6nemli katki saglamaktadir (22). MAP ailesinin iiyesi olan MAP1B
noronal gelisim sirasinda olduk¢a fazla ifade edilen bir proteindir. Mikrotiibiil
stabilitesini ve dinamigini etkileyerek norit uzamasinda, néronal migrasyonda,
bliylime konisinin yonlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Kiiltiire edilen kortikal
noronlarda RNA interferans ile baskilandigr durumda akzonlarda mikrotiibiil uzama
hizinin diistiigii ve akzon uzamasinin yavasladigi gorilmistir (21, 23). Tau, MAP1B
ve MAP2 gibi néronal MAP’lar mikrotiibiil niikleasyonunu, polimerizasyonunu ve

stabilizasyonunu saglamaktadir (22).
2.5. Pozitif Ug¢ proteinleri (+TIP)

Mikrotiibiil pozitif ucunun dinamigi tiibiilin veya mikrotiibiil ile etkilesime
giren bir grup protein ile diizenlenmektedir. Pozitif ugla etkilesimli proteinler olarak
bilinen bu protein grubu mikrotiiblilin uzayan uglarina yerlesen yapt ve
fonksiyonlar1 farkli olan mikrotiibiil regiilatorleridir (18). Hiicrelerde uzayan
mikrotiibiiliin pozitif u¢ bolgesine baglanan proteinler (+TIP) mikrotiibiil dinamigini
diizenleyerek hiicre zari, organeller ve kromozomlarin kinetokor bolgesi gibi
yapilarla etkilesim i¢indedir. Bu nedenle +TIP’ler mikrotiibiil iskeletinin hiicre
boliinmesi, polarizasyon ve farklilasmadaki rolii i¢in 6nemlidir (24). Mikrotiibiiliin
pozitif ucunda bulunan +TIP proteinleri (EB1, EB2, EB3, CLIP-170, SKAP,
CLASP, APC, AMER2) pozitif ugtaki polimerizasyon ve depolimerizasyonunu
kontrol ederek mikrotiibiil dinamigini diizenlemekte ve stabilitesini saglamaktadir.
+TIP proteinleri grubunda yer alan EB proteinleri diger u¢ proteinlerinin bolgede
toplanmasini diizenleyen ve mikrotiibiillerin uzamasinda kilit gérevi olan platform

proteinlerdir (25).
2.6. EB Proteinleri

EB1, EB2 ve EB3 olmak iizere ii¢ liyesi bulunan EB proteinleri yaklasik 300

aminoasitten olusan, ii¢ fonksiyonel bolgeye sahip evrimsel olarak korunmus ve



birbirleriyle yiiksek dizi homolojisi gosteren proteinlerdir (18) EB proteinleri
mikrotiibiiliin pozitif ucuna baglanarak mikrotiibiiliic depolimerizasyondan koruyan
ve stabilitesini saglayan onemli bir protein grubudur (24). EB proteinleri; amino
ucundaki kalponin-homoloji bolgesi, baglag bolge (linker) ve karboksil ug bolgesi
olmak iizere iic yapisal bolgeden olusmaktadir (18). Insandaki EB proteinlerine

ornek olarak EB1 proteinin yapisi Sekil 2.4’de gosterilmistir.

Amino ucundaki kalponin-homoloji bolgesi: 133 aminoasitten olusan ve
mikrotiibiiliin uzayan uglart ile iliski kuran kismidir. Bu bolge aktine ve sinyal
proteinlerine baglanma 6zelligindeki benzerlikten dolay1 kalponin-homoloji bolgesi

olarak adlandirilmaktadir.

Baglag bolge (linker): Proteinin 134-192 aminoasitleri arasinda yer alan bu
bolge amino ve karboksil bélgeleri arasinda baglanti olusturmakta ve molekiile

esneklik kazandirmaktadir.

Karboksil u¢ bolgesi: 192-268 aminoasitler arasindaki bu bolgede bulunan
EB-homoloji dizisi, EB proteinlerinin ¢ok sayida pozitif u¢ proteini ile iliski
kurmasini saglamaktadir. Bu bolgenin diger bir 6nemi de bulundurdugu “coiled
coil” motif sayesinde proteinin dimerizasyonundan sorumlu olmasidir. Karboksil
ucunda ise asidik aminoasitlerden olusan ve proteine esneklik kazandiran kisa bir

kuyruk bolgesi bulunmaktadir.
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Sekil 2.4. Insandaki EB1 proteininin yapisi.
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Mikrotiibiillerin bir¢cok fonksiyonu biiyiime hizlarina, pozitif ve negatif
uclarina dayanmaktadir. Mikrotiibiiliin pozitif ug¢lar1 hizli bir sekilde polimerize olan
ve mikrotiibiil uzamasinin gergeklestigi yerlerdir. Hiicre dongiisiiniin tiim evrelerinde
bulunduklar1 gosterilen EB proteinleri mikrotiibiilin pozitif ucunu etkileyerek
uzamasini diizenleyen ve diger +TIP proteinlerinin pozitif ugta toplanmasi igin kilit
gorevi olan protein grubudur (25, 26). EB protein ailesinin {iyeleri homodimer ve
heterodimer yapabilme 6zelligindedir. Insanda EB1 ve EB3 heterodimer, EB2 ise
homodimer yapist olusturmaktadir. Yapilan in-vitro ¢alismalar, EB proteinlerinin
mikrotiibiil pozitif ucuna baglanmasi i¢in dimerizasyon gerekmedigini gostermistir.
(16) Yavas biiylime gosteren negatif uglar ise genellikle MTOC bolgesine bagl
bulunmaktadir. EB1 ve EB3 proteinlerinin mikrotiibiiliin pozitif ucunda yer almasina
ve fonksiyon gostermesine ragmen negatif ucunda da bulundugu ayrica golgi
cisimciginin morfolojisinin kurulmasinda da etkin rol aldig1 bilinmektedir. EB1 ve
EB3 golgi membrani iizerinde bulunan miyomegalin proteinine baglanarak
mikrotiibiil ve golgi membrani arasindaki koordinasyonu saglayan EB-miyomegalin
kompleksini olusturmaktadir (27). Bu kompleks golgi membrani ile mikrotiibiil
baglantisin1  kurarak golgi katmanlarinin stk bir sekilde kiimelenmesini
onlemektedir. EB protein ailesinin diger proteinlerle etkilesime giren karboksil ug
bolgesi CRISPR/Cas9 teknigi ile knock-out edildiginde mikrotiibiillerin golgi
membranindan ayrildig1 ve golgi kompleksinin daha kompakt oldugu gosterilmistir
(28).

EB proteinleri mikrotiibiiliin pozitif u¢ kismimi diizenleyici ve kendisiyle
etkilesime giren partner proteinlerinden olusmaktadir. Bu gruplar sirasiyla SxIP veya
Cap-Gly bolgeleri igermektedir. Bu bolgelerden SxIP motifinin farkli proteinler
arasinda olduk¢a genis bir sekilde temsil edildigi bilinmektedir. Bu motif serine-x-
isoleucine-proline polipeptidine sahiptir. Bu motifin proteinlerde olmasi EB
proteinleri ile etkilesim halinde olmasii saglayarak mikrotiibiil pozitif ucuna
baglanma yetenegi kazandirmaktadir. EB partner proteinleri ¢ok sayidadir. Bu
proteinlerden 6nemli olanlarindan bazilar1 adenomatous polyposis coli (APC),
protein 150 kDa dynein associated dynactin 1 (protein p150glued) ve XMAP215’dir.
APC proteini tiimor baskilayict proteindir. Mitotik ag dinamiklerini diizenleyerek

hiicre gocii, hiicre g¢ogalmasi, akzon ve dentritlerin gelisimi ve norogenezde rol
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almaktadir. p150glued proteini dinein/dinaktin mikrotiibiil motor kompleksinin bir
pargasidir ve mikrotiibiil tizerindeki taginimi diizenlemektedir. XMAP215 proteini
tibilin polimerazdir ve EB1 proteini ile birlikte mikrotiibiil polimerizasyonunu
arttirmaktadir (18).

EB proteinleri mikrotiibiil polimerizasyonuna etki ederek néronal mimarinin
kurulmasimi saglamaktadir. Her hiicrede ifade edildigi bilinen EB1 proteini
noronlarda akzonun distalinde bulunmakta ve hiicredeki motor komplekslere
(dinein/dinektin) baglanarak mikrotiibiil {izerinde organel ve vezikiillerin retrograde
taginmasini saglamaktayken, EB3 proteini ¢ogunlukla beyin ve néronlarda ifade
edilmekte ve aktin iskeletini diizenleyen spektraplakin proteini ile iligski kurarak
mikrotiiblil ve mikrofilament arasindaki baglantiyr saglamaktadir(21, 29). EB2
proteini hakkinda diger proteinlere gore daha az bilgi bulunmakta olup, epitel
farklilagsmanin ilk asamalarinda mikrotiibiil hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini

sagladig bilinmektedir. (Sekil 2.5.) (25, 30).

Aktin Iskelet
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A Kinesin Mikrotiibiil Motor
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Sekil 2.5. Mikrotiibiil dinamiginde gorevli mikrotiibiil pozitif u¢ proteinleri ve

mikrotiibiil iizerindeki tasinmadan sorumlu mikrotiibiil motor proteinleri.

EB1 ve EB3 proteinlerinin norit uzamasinda rol aldigi bilinmektedir.
Noroblastoma hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda EB1’in mikrotiibiil uzama hizini ve
stiresini  kontrol ettigi, baskilandigt durumda ndrit boyunun kisa kaldigi

gosterilmistir. Biiyiime konisinde yogun olarak bulundugu gosterilen EB3 ise F-
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aktin ile iligki kurarak nérogenez sirasinda mikrotiibiil dinamigini saglamaktadir.
(21).

Tau proteini noron gelisiminin, polaritesinin ve ndrit uzamasinin
saglanmasinda ¢ok 6nemli bir protein olarak bilinmektedir. Bu fonksiyonlarinin yani
sira akzonlarda mikrotiibiil stabilite regiilatorii olarak is gormekte, EB1 ve EB3
proteinlerinin yerlesimini kontrol etmektedir. Calismalar Tau ve EB proteinlerinin es
yerlesim gosterdikleri ve akzon uzamasinda birlikte gorev aldiklarini gostermistir.
Farklilasan primer noronlarda akzonun medial ve distal bolgelerinde EB
proteinlerinin birikimi i¢in tau proteini gereklidir. Bununla birlikte EB3 proteininin
mikrotliblil {izerinde diizenlenmesinde Tau proteini 6nemli rol oynamaktadir.
Noroblastoma hiicreleriyle yapilan bir ¢calismada Tau protein ifadesinin shRNA ile
baskilandigi durumda EB1 ve EB3 proteinlerinin ifade diizeylerinin ve komet
uzunluklariin azaldigi gosterilmistir (22). EB1, EB3 ve MAP1B proteinlerinin
farklilagsmakta olan ndron hiicrelerinin noritlerinde ve biiylime konilerinde bulunarak
mikrotiibiil dinamigini ve stabilitesini sagladig1 bilinmektedir. Ozellikle EB3 proteini
biiylime konilerinde yogun miktarda bulunmakta, norit uzamasi sirasinda F-aktin ve
dinamik mikrotiibiiller arasindaki etkilesimin koordinasyonunda rol oynamaktadir
(26). Tim bu bilgiler dogrultusunda EB3’lin ndrit uzamasi sirasinda mikrotiibiil,
aktin iskeleti ve dendrit morfolojilerinin diizenlenmesinde 6nemli oldugu
bilinmektedir (21).

Bilyiime konisinin gelisimine paralel olarak akzonlarin uzamas: da
mikrotiibiil organizasyonundaki diizenlemeye baglidir. MAP ve EB proteinlerinin
mikrotiiblil iizerindeki yerlesimi farklidir. EB proteinleri mikrotiibiiliin pozitif
uclarinda comet adi verilen kuyruklu yildiz seklindeki yapilarda birikirken, MAP
proteinleri mikrotiibiil boyunca baglanmaktadir (21). EB1ve EB3 comet say1 ve
uzunluklarinin  mikrotiibiillerin sayis1 ve uzama hizlaryla iligkili oldugu

bilinmektedir.

EB1 ve EB3 proteinlerinin hiicre igerisindeki yerlesimleri MAP1B, MAP2 ve
Tau proteinleri tarafindan diizenlenmektedir. MAPI1B proteininin ifadesinin
baskilandigi durumda mikrotiibiil yogunlugunda azalma ve mikrotiibiil biiylime
hizindaki artis ile baglantili olarak az fakat daha uzun EB kometleri gozlenmektedir.

Mikrotiibiil yogunlugunun azalmas: nedeni ile tiiblilin miktar1 arttirilarak
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mikrotiibiilin ~ polimerizasyonu  saglanmakta ve  mikrotlibil  biiylimesi
hizlandirilmaktadir. MAP1B protein ifadesinin arttirildigt durumda ise MAPIB
proteini EB proteinine baglanip onu sitoplazmada tutarak mikrotiibiiliin pozitif

uclarina yerlesmesini engellemektedir (Sekil 2.6.) (1, 23).

Kontrol MAP1B geni baskilandiginda
A A —
= AN S AN
—————— — =7 _’ ) D(
- = —= = ¢ -
e, —F K
{ / N % )
J L \ /
@ - ® o8

maris @ 3 @D a1

Sekil 2.6. EB proteinlerinin MAP1B tarafindan diizenlenmesi.

MAP?2 proteini dendritlerde EB3’iin dagilimi i¢in 6nemlidir (31). MAP2 ve
Tau proteinlerinin ifadelerinin artmast EB1 proteininin mikrotiibiillere baglanmasini
saglamaktadir (1, 26).

Partner protein olarak adlandirilan bazi proteinler EB proteinlerine
baglanarak fonksiyon gdstermektedir. Oregin, +TIP proteinlerinden olan APC
proteini SxIP motifi araciligi ile EB proteinlerine baglanarak MT stabilitesinin
diizenlenmesinde ve hiicre gociiniin gerceklestirilmesinde rol oynamaktadir. EB
proteinleri ile iliski kurarak mikrotiibiiliin pozitif ucunda yerlesen pozitif ug
proteinlerinden bir digeri olan CLIP-170 (Cytoplasmic linker protein 170) hiicre
icerisindeki vezikiilleri mikrotiibiillere baglayan ve dinein-dinaktin kompleksini
mikrotiibiiliin pozitif ucuna ¢eken protein olarak bilinmektedir (32). Hiicre dongiisii
stirecinde mikrotiibiil dinamigini diizenleyen ve mitoz sirasinda kinetokorla iliski
kuran pozitif u¢ proteinlerinden bir baskasi olan CLASP2 (CLIP-associated proteins)
proteininin hiicre boliinmesinin metafaz evresinde EB proteinlerine baglanarak
kinetokor mikrotiibiil baglantilarinin  kurulmasini sagladigi ve stabilizasyonu
korudugu gosterilmistir (33).

Anabilim Dali’'mizda SMA  hastaligimin  molekiiler mekanizmasinin
aydinlatilmasina yonelik temel arastirmalarimiz son donemde MAPIB proteini

tizerine yogunlasmistir. SMN ifadesi baskilanan motor néron benzeri NSC34 hiicre
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hattt ve fare modeline ait omurilik dokusunda MAP1B protein miktarinda artis
saptanmistir. Literatirde MAP1B’nin ifadesinin arttigt durumda EB proteinlerine
baglanarak EB’lerin mikrotiibiiliin u¢ kismina baglanmasini engelledigi bildirilmistir
(1). Bu nedenle SMN eksikligi durumunda artan MAPIB proteininin EB
proteinlerine etkisi olabilecegi disiiniilmiistir. Bu tez ¢aligmasinda, SMN
eksikliginin EB1 ve EB3 proteinlerinin ifade diizeylerine ve hiicre i¢i yerlesimlerine

etkisi arastirilmistir.



3. GERECLER VE YONTEMLER
3.1. Gerecler
3.1.1. NSC34 Hiicre Hattinda SMN Gen ifadesinin Baskilanmasi

Cogaltma Ortami

DMEM 4,5 g/l D-glukoz Glutamax (Gibco) :94 ml
Fetal dana serumu (Biochrom): 5 ml

Penisilin/streptomisin: (Biochrom): 1 ml

Farklilastirma Ortami

DMEM 4,5 g/l D-glukoz Glutamax (Gibco) :98 ml
Fetal dana serumu (Biochrom): 1 ml

Penisilin/streptomisin: (Biochrom): 1 mi

Transfeksiyon

Optimem (Gibco) : 100 pl

Lipofectamin 2000 (Thermo Fisher Scientific) : 7 pl

siRNA Dizileri (Europhins) :3 pul

SMN siRNA : 5 CAGAAGUAAAGCACACAGCAA-ATAT 3°

MAP1B siRNA-1: 5’>-GCUCAACUCAGCUUCUAUC-dTdT-3’

Scrambled siRNA kontrol : 5> AUACGAACGGAACGAACAACA-ATAT 3’
Vakumlu filtre sistemi (Jet Biofil)

Yuvarlak Lamel No.1 (0.13-0.16 mm), 18mm (100 adet/paket) (Marienfeld)

Mattek
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3.1.2. Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

RIPA Tamponu

RIPA base + proteaz inhibitdr tablet (50X) + fosfataz inhibitor tablet (20X)

RIPA base; Tris- HCL pH: 7.5 (20 mM), NaCl (137 mM), B-glucofosfat (25
mM)

EDTA (2 mM), Sodyum ortovanadat (1 mM), TritonX-100 (%1), Deoksikolat
(%1)

Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)

3.1.3. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Akrilamid-Bisakrilamid karisimi, %40

Akrilamid:19,56 ¢
Bisakrilamid: 0,54 g

dH,0 ile 50 ml’ye tamamlanmustir.

Avirica Jel, pH 8.8

Tris Baz: 13,6 g
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS):0,3 g

dH.0 ile 100 m1’ye tamamlanmstir.

16



Toplavici Jel, pH 6.8

Tris Baz:4,54 g

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS):0,6 g

dH,0 ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

Amonvum Persiilfat (APS). %10

Temed
dH,0

izopropanol

Tablo 3.1. SDS poliakrilamid jel elektroforezi soliisyonlari
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Ayirict Jel %12 Toplayict Jel %5
dH,0 6,35 ml 4,25 ml
Ayirict Jel Solusyonu 6 ml -
Toplayici Jel Solusyonu - 1ml
%40 Akrilamid/Bisakrilamid | 5,65 ml 750ul
Temed 10 pl 10 ul
APS 100 pl 60 pl

Yiikleme Tamponu:

NuPAGE Reducing Agent, 10X (Invitrogen) : 2 pl

NuPAGE LDS Buffer, 4X (Invitrogen) : 5 ul



5X Laemmli Solusyonu

1M Tris Baz, pH 8: 5ml
Gliserol:5ml

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS):1,5 g
Brom Fenol Mavisi : 5 mg

2-Merkaptoetanol: 2,5 ml

5X Elektroforez Tamponu

Tris-Baz: 15.15 g
Glisin: 72 g
SDS: 5¢

200 ml stoktan alinarak, dH,O ile 1 It’ye tamamlanmuistir.

Protein Molekiiler Agirhik isaretleyici:

ColorBurst™ Electrophoresis Marker (Sigma-Aldrich)

3.1.4. Western Blot

Nitroseliiloz Membran (Thermo Scientific)

Coomassie Brillant Mavisi(Sigma)

Ponceau-S (Sigma)

SuperSignal™ West Femto Kemiliiminesans Substrat Kiti (ThermoFisher)
Immubilon (Millipore)

GeneGnome5 Kemiliiminesans Goriintiilleme Cihazi (Syngene



5X Yiiriitme Tamponu

TrisBaz : 15.15¢
Glisin: 72 g
SDS: 5 gr

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

5X Transfer Tamponu

TrisBaz: 15.15¢
Glisin: 72 g

Metanol: 200 mli

1X i¢gin 200 ml stoktan alinir, dH,O ile 1000 ml’ye tamamlanir.

10X TBS pH7.6:

Tris Baz: 24.4 g
NaCl: 80 g

dH,O0 ile 1 litreye tamamlanr.

Yikama Tamponu (TBS-T) %0,1:

Tween 20 (Sigma): 1 ml

10XTBS’den 200 ml alinir, dH,O ile 1000 ml’ye tamamlanir.
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% 5 Bloklama Cozeltisi:

Siit tozu: 2 g

BSA: 2g

TBS-T, % 0,1: 40 ml

Antikor Cozeltisi:

EB3 (tavsan, Abcam), birincil antikor

% 5 Stit Tozu: 6 ml

1 pl antikor

EB3 (anti-tavsan, Amersham), ikincil antikor
% 5 Siit Tozu: 8 ml

1 pl antikor

EBL1 (fare, BD Transduction), birincil antikor

% 5 BSA: 2700 pl
9% 0,1-% 0,3 Tween 20

3 ul antikor
MAPRE1/EBL1 (sican, Abcam), birincil antikor

% 5 BSA: 2000 pl

1 pl antikor
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EB1 (anti-fare, HRP, Sigma), ikincil antikor

% 5 BSA: 8 ml

1 pl antikor

EB1 (goat-anti-sican, HRP, Abcam), ikincil antikor
% 5 BSA: 10 ml

1 ul antikor

Alfa Tiibiilin, (fare,Sigma) birincil antikor

% 5 Siit Tozu: 4 ml

4ul antikor
Alfa Tiibiilin (anti-fare, Sigma), ikincil antikor

% 5 Siit Tozu: 8 ml

1ul antikor

GAPDH (fare, Applied Biosystems), birincil antikor

% 5 Siit Tozu: 5 ml

1ul antikor
GAPDH (anti-fare, Sigma), ikincil antikor

% 5 Siit Tozu: 8 ml

1ul antikor
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e SMN (fare, BD Transduction), birincil antikor

% 5 Siit Tozu: 4 ml

4ul antikor
e SMN (anti-fare, Sigma), ikincil antikor
% 5 Siit Tozu: 8 ml

1ul antikor

Baglanan Antikoru Uzaklastirma (Stripping)

dH;0: 4,15 ml
Tris HCI: 312ul
2-Merkaptoetanol: 37,5 pul

920 SDS pH:7.2

3.1.5. immiinfloresan Boyama
EB3 Tirozin Alfa Tiibiilin Es Boyama

- Konfokal mikroskop (100X, Leica)

Fiksasyon: % 100 Metanol
o EB3 Bloklama Cozeltisi

%20 BSA
BSA:1g
TBS-T: 5 ml

%1 hazirlamak icin %20 BSA’dan 50 pl alindi.
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%10 Triton™ X-100 (Thermo Scientific)
Triton™ X-100: 2 ml
PBS: 18 ml

%0.3 hazirlamak i¢in %10 BSA’dan 30 pl alind1.
e EB3 (tavsan, Abcam), birincil antikor

Bloklama Cozeltisi: 500ul

1 pl antikor
e EBS3 (anti-tavsan Alexa flour 568), ikincil antikor

Bloklama Cozeltisi: 500 ul

1ul antikor

e Tirozin a Tiibiilin Bloklama Cozeltisi
%1 BSA : 50 pl
% 10 Goat Serum :100 pl
%0,1 PBS- Tween 20: 10 pul
840 ul PBS ile 1 mI’ye tamamlanmuistir.
e Tirozin a Tiibiilin, (sican, Abcam) birincil antikor
Bloklama Cozeltisi: 1000 pl
1ul antikor

e Tirozin a Tiibiilin, (Anti-sican, Alexa flour 488), ikincil antikor
Bloklama Cozeltisi: 1000 pl
1ul antikor

Mounting, Prolong Anti-Fade Soliisyonu (DAPI’li) (Thermo Fisher Scientific)
Sul
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3.2. Yontemler
3.2.1. NSC34 Hiicre Hattinda SMN Gen ifadesinin Baskilanmasi

NSC34, fare noroblastoma ve omurilik motor néron fiizyonu ile olusturulmus
hiicre hattidir. Bu hiicre hatt1 kiiltiir ortamindaki serum oraninin azaltilmasiyla motor
néron benzeri hiicrelere farklilastirilabilmektedir (34). Hiicreler ¢ogaltilarak
farklilastirilmis ve gen ifadesinin baskilanmasi amaciyla siRNAtransfekte edilmistir.
Bu amacla:

e ilk olarak sivi azotta dondurulmus olan NSC34 hiicreleri hizlica coziilerek
cogaltma ortami igeren 75 cm?’lik kiiltiir kaplarina aktarilmistir.

e Hiicrelerin ¢cogaltma ortami taze ortam ile degistirilmistir.

e Kiiltiir ortami atilarak 5 ml PBS eklenmistir.

e Hiicrelerin pasajlanmasi amaci ile 5 ml Tripsin/EDTA eklenmis ve hiicreler 8 dk
37 °C, %5 CO; igeren etiive kaldirilmustir.

e Tripsinin inaktivasyonu amaciyla 7 ml ¢ogaltma ortami koyularak hiicreler (1000
rpm’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Pellet 3 ml ¢ogaltma ortami ile resiispanse
edilerek 1:2 oran1 korunacak sekilde yeni kiiltiir kabina aktarilmistir.

e Hiicreler transfeksiyon ve farklilastirma deneyleri amaciyla hemositometre
yardimiyla sayilarak Western Blot ¢alismalari i¢in 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
200.000 hiicre, immiinfloresan boyama ¢alismalar1 i¢in 12 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina 25.000, mattek adi verilen kiiltiir kaplarina ise 65.000 hiicre olacak
sekilde dagitilmistir.1 gece 37 °C, %5 CO; iceren etiive kaldirilarak hiicrelerin
yapismas1 saglandiktan sonra farklilagtirma ortami koyulmus ve transfeksiyon
karisimi eklenerek 72 saat farklilagtirilmistir.

e Transfeksiyon amaciyla SMN, scrambled dizilerine ait ana stoklar hazirlanmis ve
Lipofectamin 2000 ile transfeksiyon gerceklestirilmistir. Western Blot
caligmalar1 i¢in 72 saatlik farklilasma sonrasinda hiicreler RIPA tamponu
igerisine toplanarak protein izolasyonu gerceklestirilmistir.

e Hiicreler dondurulacagi zaman ise santrifiij sonrasinda dondurma ortamina

aliarak -80 °C derin dondurucuya kaldirilmistir.
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3.2.2. Protein Izolasyonu ve Miktar Tayini

siRNA ile transfekte edilen hiicreler kiiltiir ortamimnda 72 saat
farklilagtirildiktan sonra proteaz ve fosfataz iceren koruyucu tampon igerisine
toplanmis ve sonike edilmistir. Ornekler 14.000 rpm’de 4°C’de 20 dakika santrifiij
edilerek, siipernatan temiz tiipe aktarilmistir. Izole edilen proteinler miktar tayini

yapilana kadar -20 °C’de saklanmustir.

BCA Protein Assay kiti kullanilarak izole elde edilen protein miktarlari
belirlenmistir. %1 SDS igerisinde farkli BSA derisimlerine sahip standartlar

kullanilarak standart egri ¢izilmistir.

Tablo 3.2. Protein miktar tayininde standart egri ¢izilmesi i¢in BSA derisimleri.

Standart Kullanilan %1 | Kullanilan Derisim (pg/(ul)
Numaralar1 SDS Miktart (ul) | BSA miktari(pl)

0 50 0 0

1 47,5 2,5 0,1

2 40 10 0,4

3 30 20 0,8

4 20 30 1,2

Protein ornekleri %1 SDS ile 10 kat diliie edilmistir. 1ml 50A:1B oraninda
hazirlanmis olan ¢ozelti (working reagent) eklenerek ve 37°C’deki inkiibator
igerisinde 30 dk. bekletilmistir.

Ornekler Nanodrop cihazina ii¢lii tekrarlar seklinde yiiklenerek olciimler
gerceklestirilmistir. Ardindan standart egri ¢izilmis ve izole edilen proteinlerin

miktarlar1 saptanmaistir.
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3.2.3. Western Blot Yontemi

SMN geninin baskilandig1 durumda EB1 ve EB3 protein miktarlarinin analizi

ve SMN ifadesindeki baskilanmanin dogrulanmasi amaciyla Western Blot

calismalar1 gergeklestirilmistir. SMN 38 kDa, EB3 32 kDa ve EBL1 proteininin 30

kDa molekiil agirliginda olmalar1 nedeniyle ve %5 ve 12,5’luk SDS poliakrilamid

jeller hazirlanarak protein Ornekleri elektroforeze edilmistir. Esit yiikklemenin

kontrolii ve kantitasyonu amaciyla housekeeping proteinlerden alfa-tiibiilin proteini

(55 kDa) her deneyde analiz edilmistir. Proteinler 30ug olacak sekilde asagida

igerikleri belirtilen jellere yiiklenmis ve elektroforez gergeklestirilmistir.

SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Proteinler farkli yogunluktaki iki tabakali ayirici ve toplayic jel sisteminde
%5 / %12 SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile molekiiler agirliklarina
gore ayrilmistir.

Camlar etanol ile temizlenerek arasina ayirict jel dokiilmiistiir. Ayrici jel
polimerizasyonunu takiben toplayict jel dokiilmiis ve taraklar
yerlestirilmistir. Jelin polimerlesmesini takiben taraklar ¢ikartilip jel Mini
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Biorad) tankina yerlestirilmistir.
Orneklerin iizerine 2 pl indirgeyici ajan (SampleReducing Agent) ve 5 pl
LDS yiikleme tamponu eklenip son hacim 20 pl olacak sekilde distile su
eklenmistir.  Kaynama  derecesindeki suda indirgeyici ajaninin
(SampleReducing Agent) kullanildigi 6rnekler 5 dk, edildikten sonra
dogrudan buz {izerine konulmustur.10 upl protein molekiiler agirlik
isaretleyici ile ornekler jele yiiklenmistir. 100 V ‘da 1,5-2 saat boyunca

proteinlerin ayrimi gergeklestirilmistir.

Islak (Wet) Transfer

Elektroforez sonrasinda toplayici jel kesilip atilarak ayirict jel kesilmis

nitroseliiloz membran, 4 adet Whatmann kagidi ve siingerler transfer tamponunun

icinde 5 dakika bekletilmistir. Kasetin siyah kapagindan baslayarak sirasiyla siinger,

2 Whatmann kagidi, jel, membran, 2 adet Whatmann kagidi, siinger konulduktan
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sonra kaset kapatilmistir. Ardindan 1slak transfer tamponunu igeren tanka aktarilarak
100 V’da 1 saat boyunca buz kalibi igerisinde proteinlerin jelden membrana transfer
edilmistir. Transfer sonrasinda jeli kontrol etmek i¢in Coomassie Brilliant Mavisi,

membrani kontrol etmek i¢in Ponceau S boyasi kullanilmistir.
Hibridizasyon

e Transferin ardindan 0zgiil olmayan antikor baglanmalarin1 6nlemek
amaciyla membran %0,1 TBS-T igerisinde hazirlanmis olan %5 siit tozlu
soliisyon igerisinde ¢alkalayicida 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilerek
bloklama gergeklestirilmistir. Birincil antikor, bloklama solusyonu
icerisinde 1:6000 oraninda seyreltilmistir ve +4 °C’de 16 saat siire ile
calkalanarak inkiibe edilmistir. Daha sonra membran yikama tamponu 3
defa 10 dk. araliklarla  yikanarak baglanmayan antikorlar
uzaklagtinnlmistir. Sekonder antikor bloklama solusyonu icerisinde
1:8000 oraninda diliie edilmis ve 1 saat oda sicakliginda calkalayici
iizerinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda yikama tamponu ile 4
defa 10 dk araliklarla yitkanmustir.

e EBI analizi i¢in ise membran %35 BSA igeren bloklama soliisyonu i¢inde
calkalayicida bir gece boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ertesi
giin membran {izerine antikor eklemeden once bloklama solusyonu
igerisine % 0,1-% 0,3 oraninda Tween 20 eklenmistir ve 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Hedef proteine 6zgiil birincil antikor
diliisyonu, % 0,1-% 0,3 oraninda Tween 20 eklenen %5 BSA’nin %10’u
alinarak bloklama soliisyonu igerisinde 1:9000 oraninda seyreltilerek ve
1 saat siire ile calkalayici iizerinde inkiibe edilmistir. Ardindan yikama
tamponu ile 3 defa 10 dk. araliklarla yikanmistir. Sekonder antikor da
bloklama tamponu 1:8000 oraninda seyreltilmis ve 45 dk. c¢alkalayici
lizerinde inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda yikama tamponu

kullanilarak 8 defa 5 dk. araliklarla yikanmistir.
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e ifadesi degismeyen housekeeping protein olarak alfa tiibiilin kullanilmis
ve bu proteini goriintiilemek i¢in 6nceden membran ilizerine uygulanan
antikorlar stripping islemi ile kaldirilmistir. Bu islemde membran
hibridizasyon firininin iginde 65 °C’de 30dk. bekletilmistir. Ardindan ii¢
defa hizli, ii¢ defa da 10’ar dk. ara ile %0,1 TBS-T ile yikanmuistir.

e  SMN geninin baskilandigini kontrol etmek amaci ile SMN protein ifadesi
incelenmistir. SMN primer antikoru 1:1000, anti-mouse sekonder antikor
ise 1:8000 oraninda bloklama tamponu igerisinde seyreltilmis ve
membrana uygulanmistir. Proteinlere ait bantlar West Femto ve
Immubilon  kemiliiminesans  kiti  kullanilarak  goriintiilenmistir.
Membranlar karanlikta goriintiileme karisimi ile 5dk. inkiibe edilerek,
GeneGnome goriintiileme cihazinda 5 dakikalik poz siireleri ile

goriintiilenmistir.
3.2.4. iImmiinfloresan Boyama Yontemi
EB3-Tirozin Alfa Tiibiilin Es Boyama

NSC34 hiicrelerinde dinamik mikrotiibiil belirteci olan tirozin alfa tiibiilin
proteini iizerinde EB3 proteininin hiicre i¢i yerlesimi immiinfloresan boyama

yontemi ile arasgtirilmistir.

e Hiicreler SMN siRNA veya scrambled SiRNA ile transfekte edilip 72 saat
farklilastirildiktan sonra %100 metanol ile fikse edilmistir.

e Hiicrelere 1 saat oda sicakliginda bloklama solusyonu uygulanmustir.

e NSC34 hiicreleri lizerine EB3 proteinini tantyan rabbit birincil antikor ile
bloklama ¢dzeltisi iginde 1:500 oraninda seyreltilerek +4 °C’de 16-18 saat
boyunca inkiibe edilerek daha sonra 3 defa 1X PBS ile 5 dk. yitkanmustir.

e Ardindan hiicreler iizerine Anti rabbit Alexa flour 568 (kirmizi) ikincil
antikor 1:500 oraninda bloklama ¢ozeltisi i¢inde seyreltilerek bir saat
boyunca oda sicakliginda inkiibe edilerek daha sonra 4 defa 1X PBS ile 5
dk. yikanmistir.
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e Tirozin a tiibiilin bloklama solusyonu i¢in %1 (50 ul) BSA, % 10 (10 ul)
Tween 20, % 10 (100 ul) Goat Serum, PBS (840 ul) igeren 1 ml bloklama
solusyonu hazirlanmistir.

e Tirozin a tiibilin proteinini taniyan birincil antikor bloklama c¢ozeltisi
icinde 1:1000 oraninda seyreltilerek +4 °C’de 16-18 saat boyunca inkiibe
edilerek daha sonra 3 defa 1X PBS ile 5 dk. yikanmustir.

e Ardindan hiicreler iizerine Anti rat Alexa flour 4888 (yesil) ikincil antikor
ile 1:1000 oraninda bloklama ¢ozeltisi i¢inde seyreltilip bir saat boyunca
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra 4 defa 1X PBS ile 5 dk.

yikanmugtir.

e Hiicreler bu asamadan itibaren 1siktan korunmustur ve 4 kez 5 dk. 1X PBS
ile yikanmistir. Daha sonra hiicrelerin iizerine c¢ekirdek boyamasini
goriintiileyebilmek icin igerisinde DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol)
bulunduran  Prolong anti-fade soliisyonu damlatilarak +4 °C’ye

kaldirilmastir.
3.2.5. Floresan Yogunlk (Intensity) Analizi

Hiicreler konfokal mikroskopta goriintiilendikten sonra fotograflar “Image J”
analiz programina aktarilmis ndrit baglangici ve ndrit ug¢ bolgesini alacak sekilde 200
um? alan belirlenmistir. Bu alanda mikrotiibiillerin kapladiklari alan belirlenmis ve
mikrotiibiilin 1 pm?’sindeki EB3 floresan sinyalin yogunlugu (floresan intensity)
hesaplanmistir. SMN ifadesi baskilanan hiicrelerden elde edilen sonuglar kontrol

hiicreler ile karsilagtirilmastir.
3.2.6. Komet Analizi

EB proteinleri de mikrotiibiiliin pozitif u¢ kisminda kuyruklu yildiz (comet)
seklinde gorintiiler olusturmaktadir. Komet analizi amaciyla hiicreler transfekte
edildikten sonra %100 metanol ile fikse edilmistir. EB3 proteini ile birlikte, uzayan
mikrotiibiillerin belirteci olan tirozin alfa tiibiilin es boyamalar1 gerceklestirilmistir.
Boyamalar sonrast ornekler konfokal mikroskopta 100X objektif kullanilarak

incelenmis ve fotograflanmistir. Uzayan mikrotiibiiller iizerinde EB3 proteinlerinin
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yerlesim yerleri olan komet bolgeleri goriintiilenmistir. Komet analizi igin norit
baslangict ve ucunda 200 pm?’lik alan belirlenmistir. Bu alana giren mikrotiibiil alan1
belirlenmis ve mikrotiibiiliin 1 um? sindeki komet sayisi, ortalama komet biiyiikligii,
EB3 komet floresan yogunlugu analiz edilmistir. SMN gen ifadesi baskilanan

hiicrelerden elde edilen sonuglar kontrol hiicreler ile karsilastirilmistir.
3.2.7 Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler

Western Blot ve immiinfloresan boyama ¢alismalarindan elde edilen sonuglar
ImageJ programiyla analiz edilmistir. Grafiklerin ¢iziminde ve gruplar arasindaki
istatistiksel ~ analizlerin ~ degerlendirilmesinde ~ GraphPadPrism7  programi

kullanilmistir. p< 0.05 olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Western Blot Yontemi ile EB1 ve EB3 Proteinlerinin ifade Analizi

NSC34, fare noroblastoma ve omurilik motor néron fiizyonu ile olusturulmus
bir hiicre hatt1 olup, ¢ogaltma ortamindaki serum oraninin azaltilmasiyla motor néron
benzeri karakter kazanmaktadir. Bu hiicrelerde SMN gen ifadesi yontem kisminda
belirtildigi gibi siRNA ile baskilanmis ve Western blot calismalar
gergeklestirilmistir. Sonuglarimiz, SMN gen ifadesinin NSC34 hiicrelerinde yaklasik
% 86 oraninda baskilandigin1 ve SMN gen ifadesi baskilanan hiicrelerde EB3 protein
miktarinin kontrole gore %44 oraninda azaldigini gostermistir. Ancak EBI
proteininin NSC34 hiicrelerinde endojen olarak ifade olmadig1 saptanmistir. Western

blot sonuglart Sekil 4.1. ve 4.2’de gosterilmistir.
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[ SMNsi
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Scr SMNsi 2.0+

% 1.5-
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Sekil 4.1. NSC34 hiicrelerinde siRNA yontemi ile SMN gen ifadesi baskilanmasi.
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Sekil 4.2. NSC34 hiicrelerinde SMN gen ifadesi baskilandiginda A) EB3 protein
miktarlari gosteren 6rnek Western Blot Sonuglart n=5 biyolojik replika, Mann-
Whitney U, *p<0.05, **p<0.01, +Standart hata B) EB1 proteininin ifadesinin

olmadigin1 gosteren Western Blot Sonuglari

NSC34 hiicrelerinde EBI1 ifadesinin bulunmamasi1 nedeniyle sonraki
calismalarda EB3  proteini  {izerine  odaklanilarak  yerlesim  analizleri

gerceklestirilmistir.
4.2. EB3 Yerlesim Analizi

SMN eksikliginin EB3 proteinlerinin yerlesimine etkisinin arastirilmasi igin
NSC34 hiicrelerinde SMN gen ifadesi siRNA ile bakilanmis ve immunfloresan
boyama c¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. EB3 proteini ile birlikte, uzayan
mikrotiibiillerin goriintiilenmesi amaciyla dinamik mikrotiibiil belirteci olan tirozin
alfa tlibiilin es boyamalar1 gergeklestirilmistir. Boyamalar sonrasi 6rnekler konfokal
mikroskopta yiiksek biiylitmede (100X) incelenmis, ndorit baslangiglart ve ndrit

ucundaki biliylime bolgeleri fotograflanmistir. Ardindan iki ayr1 fotograf



33

cakistirilarak uzayan mikrotiibiiller {izerinde EB3 proteinlerinin yerlesim yerleri olan

comet bolgeleri gortintiilenmistir (Sekil 4.3).

A Norit baglangici NOorit ucu

Tirozin & tiibiilin

EB3

Cakistirilmis goriintii

Sekil 4.3. NSC34 kontrol hiicrelerinde EB3 ve Tirozin a tiibiilin es boyamasina ait
ornek fotograflar. A) Tirozin a tiibiilin boyamasi, B) EB3 boyamasi, C) EB3- Tirozin

a tiibiilin es boyamasina ait ¢akigtirilmis fotograflar. Bar: 10 um



34

4.2.1. Floresan Yogunluk ( Intensity) Analizi

Noritlerin baglangicinda ve u¢ kisimlarinda yerlesen EB3 proteinlerinin
miktarinin  belirlenebilmesi amaciyla floresan yogunluk (intensity) analizleri
gerceklestirilmistir. Norit baslangicindan ve ucundan c¢ekilen fotograflar Image J
analiz programina aktarilmis, her iki bolgeyi igerisine alacak sekilde 200 um?’lik
alan belirlenmistir. Bu alanda EB3 proteinlerinden gelen floresan sinyalin yogunlugu
Olclilmiistiir. Tirozin a tiibiilin boyamasi sayesinde 6l¢iim yapilan alanda (200 pm?)
dinamik mikrotiibiillerin kapladig1 alan belirlenmis ve EB3 proteinlerinden gelen
sinyal mikrotiibiil alanina oranlanarak mikrotiibiiliin 1 pm?’lik alanindan gelen EB3
sinyali belirlenmistir. SMN ifadesi baskilanan hiicrelerden elde edilen sonuglar
kontrol hiicreler ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik saptanmamuistir. Bir
hiicreye ait ndrit baslangicindan ve ucundan gelen EB3 sinyali oranlandiginda da

degisiklik saptanmamistir. Sonuglar Sekil 4.4’de gosterilmistir.
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Sekil 4.4. SMN gen ifadesi baskilanan NSC34 hiicrelerinde EB3 floresan intensity
analizi sonuclari. A) Norit baslangicinda ve norit ucunda secilen 200 um?’lik sabit
alana ait ornek fotograflar, B) Norit baslangict ve ucundan gelen EB3 floresan
sinyalinin  yogunlugu ve norit baslangici/norit ucu oranini gosteren sonuglar. (3

biyolojik replika, n=27, unpaired t-test)
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4.2.2. Komet Analizi

EB3 proteinleri dinamik mikrotiibiillerin ¢ogunlukla pozitif uglarinda
yerlesim gostermekte ve kuyruklu yildiz goriintiisiinde olan bu kisimlar komet olarak
adlandirilmaktadir. Komet analizleri amaciyla, 200 um?’lik sabit alan icerisindeki
dinamik mikrotiibiillerin kapladigi alan tirozin o tiibiilin boyamasi sayesinde
belirlenmistir. Mikrotiibiil iizerinde yerlesim gosteren noktasal yapidaki kometlerin
sayilari, uzunluklar1 ve kapladiklar1 alan Image J programinin partikiil analizi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Analizler sirasinda bir esik degeri (threshold)
belirlenmis, tiim hiicrelerde ayni esik degeri kullanilmistir. Bu sayede belirli bir
piksel degerin altindaki sinyaller analize dahil edilmemis, sadece en parlak kometler
analiz edilmistir. Komet yapilar1 ve analizlere ait 6rnek fotograflar Sekil 4.5°de

sunulmustur.
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Norit baslangici (200 pum?)

Threshold goriintiisii Analiz gortintisii

N&rit ucu (200 um?)

Threshold goriintiisi Analiz goriintisi

Sekil 4.5. NSC34 kontrol hiicrelerinde EB3 proteinlerinin olusturdugu A) komet
yapilarina, B) analizlere gorintiilerine ait 6rnek fotograflar. Kometler ok ile

gosterilmistir. Kirmizi: EB3, yesil: tirozin a tiibiilin. Bar: 10 um
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Sonuglarimiz, SMN gen ifadesi baskilanan hiicrelerde mikrotiibiil iizerinde
yerlesim gosteren komet sayisinin kontrol hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde arttigini, bir kometin kapladigi alanin ise azaldigimi1 gostermistir. Kometlerin
mikrotiibiil iizerinde kapladig1 toplam alanda ve floresan yogunlukta ise anlamli bir

fark saptanmamuistir. Sonuglarimiz Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. SMN ifadesi baskilanan NSC34 hiicrelerinde komet analizi sonuglari.

A) 200 um?’lik sabit alanda esik degeri belirlenmesi sonrast kometlerin goriintiisiine
ait 6rnek fotograflar. B) komet sayisi, C) bir kometin mikrotiibiil tizerinde kapladigi
alan, D) kometlerin mikrotiibiil {izerinde toplam kapladiklar1 alan, E) kometlerin
toplamindan gelen floresan yogunluga ait sonuglar. 3 biyolojik replika, n=18,

unpaired t-test, *p<0.05, **p<0.01.
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EB3  yerlesim  analizinden elde  ettigimiz  sonuglar  birlikte
degerlendirildiginde, SMN gen ifadesi baskilanan hiicrelerde ndrit baslangicindan ve
ucundan gelen toplam (serbest ve mikrotiibiil {izerindeki) EB3 sinyalinin
yogunlugunun kontrol hiicrelere gore degismedigi saptanmistir. SMN ifadesi
baskilandigi durumda dinamik mikrotiibiillerin ucunda yerlesim gosteren komet
sayilarinin arttigi, boylarinin ise kisaldigi saptanmistir. Mikrotiibiiller iizerinde
kometlerin toplamimin kapladigi alanin ve Kometlerin floresan yogunlugun ise
degismedigi goriilmiistiir. Sekil 4.7°de komet analiz sonuglarina ait veriler sematik

olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.7. SMN gen ifadesi baskilanan hiicrelerde komet analizlerinden elde edilen
sonuclarin sematik gosterimi. Sabit alan igerisinde dinamik mikrotiibiillerin kapladigi
alan yesil ile, mikrotiibiilin 1 pm?’si basina diisen komet sayisindaki artis ve

kometlerin kapladiklar1 alandaki azalma kirmizi ile gosterilmistir.
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4.3. Norit Uzunluklarimn Olgiilmesi

SMN ifadesi baskilanan hiicrelerde EB3 protein miktarindaki azalmanin
hiicrelerin norit boylarindaki farkliliklardan dolayr olabilecegi diisiiniilmiis, bu
nedenle hiicrelerin norit boylar1 Slgiilmiistiir. Tirozin o tiibiilin boyamas1 yapilan
hiicreler floresan atagmanli inverted mikroskopta incelenmis, fotograflanmis ve
Image J programinin Neuron J plug-in i kullanilarak nérit boylar analiz edilmistir.
Hiicre govdesinin en az iki kati uzunlugunda olan uzantilar norit olarak kabul
edilmistir. SMN siRNA transfekte edilen hiicrelerin norit boylart scrambled kontrol
siRNA transfekte edilen hiicreler ile karsilastirilmis, istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmamistir. Sonuglar Sekil 4.8’de sunulmustur.
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Sekil 4.8. NSC34 hiicrelerinde norit boyu analizleri. A) Norit dl¢iimiine ait 6rnek
fotograf, B) Norit boyu analiz sonuglart. Mann-Whitney U, 3 biyolojik replika,
>200/sart.
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4.4. SMN ve MAP1B Gen ifadeleri Baskilanan Hiicrelerde EB3 Protein
Miktar Analizi

SMN ifadesi baskilanan hiicrelerde EB3 proteininde saptadigimiz azalmanin
MAPI1B proteini ile iliskisinin arastirilmasi amaciyla, SMN ile birlikte MAP1B gen
ifadesi de siRNA yontemi ile baskilanmistir. Es-baskilama yapilan hiicrelerde EB3
protein miktarinda azalma saptanmamis olup kontrol hiicrelerle ayni diizeyde oldugu
gosterilmistir. (Sekil 4.9.)
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Sekil 4.9. SMN ve MAP1B gen ifadeleri es baskilanan hiicrelerde EB3 protein

miktarini gosteren Western Blot sonuglart.
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5. TARTISMA

Sinir sistemi olusturan noronlar, 6zellesmis morfolojiye sahip hiicrelerdir.
Noronlarda akzon ve dendrit yapilariin dogru sekillenmesi ndronlarin islevini
diizgiin bir sekilde yerine getirebilmesini saglamaktadir. Mikrotiibiiller akzon ve
dendritlerin olusumunda temel rol oynamakta olup bu iskelet elemaninda olusan
yapisal ve islevsel bozukluklar c¢ok sayida norodejeneratif hastalik ile
iliskilendirilmektedir. Norodejeneratif hastaliklarin ¢ogunlugu proteinopatiler olarak
adlandirilan ve yanlis protein katlanmasi nedeniyle agregat olusumu gozlenen protein
homeostazi hastaliklaridir (35). Farkli etiyojilere sahip norodejeneratif hastaliklarda
bu hastaliklarla iligkili olarak birikim gozlenen proteinlerle birlikte hiicre iskelet
elemanlarinin da (6r; norofilamentler ve tau) biriktigi goézlenmistir. Ayrica hiicre
iskeletinde yapisal hatalar saptanmakta, ortak olarak akzonal transport ve sinaptik
iletim etkilenmektedir (35, 36). Hiire iskeleti agindaki bozukluklarin, mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu ve oksidatif stres dahil olmak tizere farkli mekanizmalari

indiikledigi ve DNA hasar mekanizmalarini aktive ettigi diisiiniilmektedir. (36).

Norodejeneratif hastaliklardan biri olan SMA’da spesifik motor néron
tutulumu goriilmekte, néron morfolojisi bozulmakta ve ndronal iletimde zayiflik
meydana gelmektedir. Bu nedenle son yillarda yapilan ¢alismalarda noéronal hiicre
iskeleti iizerinde yogunlasilmigtir. SMN proteininin hiicre iskeleti elemanlariyla
iliskisi oldugu ve eksikliginde hiicre iskeletinde bozulmalar meydana geldigi
gosterilmig, SMA’ll1 hayvan modellerinden kurulan primer noron kiiltlirlerinde ve
noron benzeri hiicre hatlarinda akzon uzama hatalar1 saptanmis, profilin gibi aktine
baglanan proteinlerde ve diizenleyici sinyal yolaklarinda da hatalar rapor edilmistir.
(12, 13, 37). SMN eksikliginde hiicre iskeletinin diger 6nemli eleman: olan
mikrotiibiillerin depolimerizasyonunda gorevli statmin proteininde ve stabilitenin
saglanmasinda gorevli Tau proteininde ifade veya fosforilasyon degisiklikleri
gosterilmis olmasina ragmen SMA hastalifinda mikrotiibiil yapis1 detayh
arastirilmamustir.

Anabilim Dali’mizda SMA hastaliginin patomekanizmasinin agiklanmasina
yonelik olarak yaptigimiz ¢alismalarda, mikrotiibiiller {izerine odaklanilmis, in vitro
ve in vivo hastalik modelleriyle yaptigimiz 6nceki ¢alismalarimizda hastaligin ciddi

formunu yansitan fare modeline ait omurilik dokularinda pre- semptomatik dénemde



42

mikrotiibiil stabilitesinin kontroliinde gorevli olan MAP1B protein diizeyinde artis
saptanmistir. Benzer sonuglar SMN ifadesi SIRNA ile baskilanan motor ndron
benzeri NSC34 hiicre hattinda da gosterilmistir. (Bora ve ark. yayimlanmamis veri)

Literatiirde mikrotiibiil asosiye proteinlerden olan Tau ve MAPI1B’nin
mikrotiibiilin pozitif ucuna baglanan EB1 ve EB3 proteinlerinin hiicre ici
yerlesimlerini  degistirdigi rapor edilmistir (22). EB1 ve EB3 proteinleri,
mikrotiibiilin biiyliyen ucunda yerlesim gosteren ve mikrotiibiil u¢larinda komet
sekli olusturan +TIP’lerin ana diizenleyicileridir. +TIP proteinlerini mikrotiibiile
baglayarak mikrotiibiil uzamasinda gorev almaktadir. Mikrotiibiiliin pozitif ucundaki
polimerizasyon ve depolimerizasyonu kontrol ederek mikrotiibiil dinamiginin
saglamaktadir. Bu nedenle, akzon uzamasi, dendrit morfolojisinin olusmasi ve axon
initial segment (AIS) yapisinin diizenlenmesinde kilit rol oynamaktadir. Noronlarda
ifade olan ve ¢ogunlukla akzonun distalinde yerlesim gosteren Tau proteini ile ilgili
yapilan calismalarda, Tau proteininin EB’lere baglanabildigi ve EB’lerin agiri
ifadesinin Tau’nun ekstraseliiler ortama salgilanmasini arttirdigini gostermistir (1,
38)Bu nedenle EB’lerin, taupatilerde Tau’nun ekstraseliiler ortama salgilanmasini
kontrol eden proteinler olabilecegi one siiriilmiistiir (38, 39). Baska bir mikrotiibiil
asosiye protein olan MAP1B ile ilgili yapilan bir ¢calismada iscs MAP1B proteininin,
EB1 ve EB3 proteinlerini sitoplazmada tutarak mikrotiibiiliin pozitif ucu tizerindeki
yerlesimlerini engelledigi bildirilmistir (23).

Onceki bulgularimiz literatiir ile birlikte degerlendirilmis ve SMN
eksikliginde ifadesi artan MAP1B’nin EB1 ve EB3 proteinlerinin ifade ve/veya
yerlesimine etki edebilecegi diisliniilmiistiir. Literatlir arastirmalarimiz sonucunda,
SMN proteini eksikliginde EB1 ve EB3 proteinlerinin ifade diizeyleri ve
yerlesimlerine ait herhangi bir ¢alisma bulunamamistir. Bu nedenle, MAP1B ve EB
proteinleri arasindaki baglanti arastirilmadan o6nce SMN eksikliginde EB
proteinlerinin ifade diizeyi ve yerlesimlerinin belirlenmesi gerektigi diisiiniilmiis ve
bu tez caligmasi gerceklestirilmistir.

Tez galigmasinda motor ndron benzeri fare NSC34 hiicre hattinda SMN gen
ifadesi SIRNA yontemi ile baskilanarak in vitro model olusturulmustur. SMN ifadesi
baskilanan hiicrelerde EB3 protein ifadesinin % 44 oraninda azaldigi saptanmuistir.

Protein ifadesindeki azalmanin MAP1B proteini ile iligkisinin arastirilmasi amaciyla
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yapilan ek calismada, SMN ile birlikte MAP1B gen ifadesi de baskilanmis ve EB3
protein diizeylerinde azalma saptanmamistir. Bu bulgularimiz, SMN eksikliginde
EB3 protein miktarindaki azalmanin, MAP1B proteini ile iliskili olabilecegine isaret
etmekle birlikte ileri arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir. EB3 protein ifadesinde
saptanan azalmanin transkripsiyon hizinin ve/veya protein stabilitesinin
azalmasindan kaynaklanabilecegi diisiniilmiistiir. EB3 proteininin, aktin baglayici
bir protein olan drebrin araciligiyla aktin filamentine baglanabildigi, bu sayede aktin-
mikrotiibiil baglantisinda gorev aldigr bildirilmistir (40). Bu nedenle EB3 protein
miktarindaki azalmanin, EB3 ile kurulan protein komplekslerini etkileyebilecegi,
boylece  aktin-mikrotiibiill  baglantisinda  degisikliklere neden  olabilecegi
diisiiniilmistiir. Diger bir +TIP proteini olan EB1’in farkli néroblastoma hiicrelerinde
ifade oldugu bildirilmis olmasma karsin, NSC34 hiicreleri ile yaptigimiz
calismalarda endojen ifadesinin olmadigi gosterilmistir. Bu nedenle ¢alismalara EB3
proteini ile devam edilmis, SMN eksikliginde EB3 proteinlerinin norit
baslangicindaki ve ucundaki yerlesimlerini arastirmak iizere kantitatif mikroskobik
analizler gerceklestirilmistir. SMN eksikliginde ndrit baslangicinda komet sayisinda
kontrol hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir artig, bir kometin mikrotiibiil
tizerinde kapladigi alanda ise azalma saptanmistir. Kometlerin kapladigi toplam
alanda, komet floresan yogunlugunda ve toplam (serbest ve mikrotiibiil ile iligkili)
EB3 floresan yogunlugunda bir degisiklik saptanmamustir.

SMN eksikliginde komet sayisinda norit baglangicinda yani MTOC bdlgesine
yakin bolgede saptadigimiz artis, uzayan mikrotiibiillerin fazlahigina isaret
etmektedir. Ancak komet sayisinda artig saptanmasina ragmen mikrotiibiil ucunda
yeterli EB3 birikimi olmamakta ve komet alan1 kiigiik kalmaktadir. Bu bulgularimiz,
SMN eksikliginde mikrotiibiil ucunun hiperdinamik olduguna isaret etmektedir.
SMN eksikliginde MAPIB proteininin artmis oldugunu onceki c¢aligmalarimizda
gostermis olmamiz, MAPIB’nin EB3’i tutarak mikrotiibiil ucuna baglanmasim
engelledigini diisliindiirmektedir. Bu tez ¢aligmasindan elde ettigimiz bulgular, tez

onerisindeki hipotezimizi destekler niteliktedir.
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Bu tez ¢alismasi ile SMA patomekanizmasina EB3 proteinin katkisi ilk kez
arastirilmis  olup elde edilen sonuglarin, SMN eksikliginde mikrotiibiillerin
hiperdinamik yapida olduklarmna dair 6nceki bulgularimiz ile uyumlu oldugu

gorilmistiir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Motor néron benzeri NSC34 hiicrelerinde SMN gen ifadesi siRNA yontemi
ile baskilanmistir. Western blot ¢alismalari sonucunda SMN gen ifadesinin
%86 oraninda baskilandig1 gosterilmistir.

SMN gen ifadesi baskilanan hiicrelerde EB3 protein miktar1 Western blot
yontemi ile arastirilmis ve kontrol hiicrelere goére protein miktarinin %44
oraninda azaldig1 saptanmustir.

NSC34 hiicrelerinde endojen olarak EBI protein ifadesi bulunmadigi
gosterilmistir.

EB3 proteinlerinin noritlerin baslangicinda ve u¢ kisimlarindaki yerlesim
degisikliginin incelenmesi amaciyla floresan yogunluk (intensity) analizleri
gerceklestirilmistir. SMN ifadesi baskilanan hiicreler kontrol hiicreler ile
karsilagtirildiginda, toplam (serbest ve mikrotiibiil {izerindeki) EB3
proteinlerinden gelen floresan sinyalin yogunlugunda anlamli bir farklilik
saptanmamigtir.

EB3 proteinlerinin dinamik mikrotiibiillerin ucunda yerlestikleri ve komet
olarak adlandirilan bolgeler analiz edilmistir. Analizlerde dinamik
mikrotiiblillerin  kapladig1 alanlar tirozin a tiibiilin boyamalar ile
belirlenmis, mikrotiibiil alanina diisen kometlerin sayisi, alan1 ve floresan
yogunlugu (intensity) ol¢lilmiistiir. SMN gen ifadesi baskilanan hiicrelerde
mikrotiiblil lizerinde yerlesim gosteren komet sayisinin kontrol hiicrelere
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi saptanmistir. Bir kometin
kapladig1 alanin ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigini
gosterilmigtir. Kometlerin toplaminin mikrotiibiil iizerinde kapladigi alanin
ve bu alandan gelen floresan yogunlugun ise degismedigi saptanmuistir.

Tez oOnerisinde yer almayan ek c¢alismalar gerceklestirilerek, NSC34
hiicrelerinde SMN eksikliginde EB3 proteininde saptanan azalmanin
nedenleri arastiritlmistir. Bu ¢alismalarda:

-SMN  ifadesindeki  baskilanmanin  hiicrelerin  nérit  boylarinda

kisalmaya neden olabilecegi ve EB3 miktarinin bu nedenle azalmis
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olabilecegi diisiinlilerek norit boyu analizleri gergeklestirilmis, kontrol
hiicrelere gore anlamli bir fark saptanmamigtir. EB3 protein miktarindaki

azalma hiicrelerin norit boylari ile iliskili bulunmamastir.

-SMN eksikliginde azalan EB3 protein miktarinin, daha 6nceki ¢alismalarda
ifade artig1 saptadigimiz MAP1B proteini ile olan iligkisi aragtirilmistir. Bu a
amagla SMN ile birlikte MAP1B gen ifadesi de baskilanmis, es-baskilama
yapilan hiicrelerde EB3 protein miktarinin kontrol hiicrelerdeki seviyesine
geri dondiigli gosterilmistir. Sonuglarimiz, EB3 protein ifadesindeki
azalmanin SMN eksikliginde ifadesi artan MAPIB proteini ile iliskili

olabilecegine isaret etmektedir.
6.2. Oneriler

e SMN ifadesi baskilanan hiicrelerde EB3 protein miktarinda
saptadigimiz azalmanin molekiiler mekanizmasinin agiklanabilmesi
amacityla EB3 gen ifadesinin RNA diizeyinde incelenmesi, bdylece
ifade degisikliginin transkripsiyonel olup olmadigmin arastirilmasi
onerimizdir. RNA diizeyinde fark saptanmamasi durumunda protein
stabilitesindeki degisikliklerin arastirilmasi yoluna gidilebilir.

e EB3 protein miktarindaki azalmanin EB3 ile baglanan diger pozitif ug
proteinlerine ve mikrotiibiiliin EB3 ile iligkili olan fonksiyonlari iizerine
etkileri arastirilabilir.

e NSC34 hiicre hattindan elde edilen sonuglarin, kiiltiir ortaminda daha
uzun siireli olarak farklilastirilabilen baska bir néron benzeri hiicre
hattinda (6rnegin PC12) gdsterilmesi, protein ifadesindeki azalmanin
norit boylar1 iizerindeki etkilerinin incelenmesi agisindan katki

saglayacaktir.
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