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ÖZET 

Koyunoğlu, D., “Survival Motor Nöron” Proteini Eksikliğinin Mikrotübül 

Pozitif Uç Proteinleri Üzerindeki Etkisinin Araştırılması. Hacettepe Üniversitesi 

Sağlık Bilimleri Ensitütüsü, Tıbbi Biyoloji Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2019. 

Kalıtsal nöromüsküler hastalıklarından olan Spinal müsküler atrofi (SMA), Survival 

of motor neuron 1   (SMN1) genindeki mutasyonlar nedeniyle oluşmakta ve SMN 

proteini eksikliğinden en fazla motor nöronlar etkilenmektedir. Nöron farklılaşması 

ve işleyişi için mikrotübül dinamiğinin ve stabilitesinin kontrolü önemli olup SMN 

eksikliğinde mikrotübül polimerizasyonunun bozulmasına ilişkin mekanizmalar 

bilinmemektedir. Mikrotübüller nöronlarda akzon ve dendrit yapılarının kurulmasını 

sağlayan, akzonun ucuna doğru mRNA, protein ve organel transportunda görevli 

hücre iskeleti elemanlarıdır. Mikrotübül stabilitesinin ve polimerizasyonunun 

düzenlenmesinde mikrotübül asosiye proteinler (MAP) ve mikrotübülün pozitif 

ucunda bulunan  uç proteinleri (+TIP) görev almaktadır. Pozitif uç proteinlerinden 

olan EB1 ve EB3 (End Binding Protein)  mikrotübülün uzayan ucundaki tübülinlere 

bağlanarak, pozitif uca bağlanan diğer proteinlerin birbirleriyle ilişki kuracağı 

moleküler bir platform oluşturmaktadır. MAP proteinlerinden olan MAP1B’nin ise 

EB proteinlerine bağlanıp sitoplazmada tutulmalarını sağladığı ve mikrotübüle 

bağlanmalarını engellediği bilinmektedir. Anabilim Dalı’mızda gerçekleştirilen 

önceki çalışmalarda SMN eksikliğinde MAP1B proteininde saptanan artışın EB 

proteinlerini etkileyebileceği düşünülerek bu tez çalışmasında, EB1 ve EB3 

proteinlerinin ifade ve yerleşimleri motor nöron benzeri NSC34 hücre hattında 

araştırılmıştır. NSC34 hücrelerinde SMN ifadesi siRNA yöntemi ile baskılanarak in 

vitro SMA modeli oluşturulmuş EB1 ve EB3 proteinlerinin ifade düzeyi Western 

blot yöntemi ile analiz edilmiştir. EB1 proteininin NSC34 hücrelerinde endojen 

ifadesinin bulunmadığı, EB3 proteinin ise SMN eksikliğine bağlı olarak %44 

oranında azaldığı saptanmıştır. SMN eksikliğinde EB3 proteinlerinin nörit 

başlangıcındaki ve ucundaki olası yerleşim değişikliğini araştırmak üzere 

immünfloresan boyama çalışmaları gerçekleştirilmiş, SMN eksikliğinde nörit 

başlangıcında EB3 proteinlerinin uzayan mikrotübül ucunda oluşturdukları komet 

yapılarının sayısında kontrol hücrelere göre istatistiksel olarak anlamlı bir artma, bir 

kometin mikrotübül üzerinde kapladığı alanda ise azalma saptanmıştır. Kometlerin 

kapladığı toplam alan, komet floresan yoğunluğu ve toplam (serbest ve mikrotübül 

ile ilişkili) EB3 floresan yoğunluğunda bir değişiklik saptanmamıştır. Sonuçlarımız, 

SMN eksikliğinde nöritlerin başlangıç kısmında yerleşim gösteren mikrotübüllerin 

kontrole göre daha dinamik yapıda olduklarına ve SMA patomekanizmasında EB3 

proteinlerinin rolü olabileceğine işaret etmektedir. Bu konuda gerçekleştirilecek ileri 

araştırmalar ile SMN eksikliğinin mikrotübül dinamiğindeki rolünün açıklanması 

mümkün olabilecektir.                     

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

Bu tez, Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Kordinasyon Birimi, Tez 

Destek, Yüksek Lisans Proje Numarası: TYL-2018-17434 tarafından desteklenmiştir. 
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ABSTRACT  

Koyunoğlu, 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. GİRİŞ 

        Çocukluk çağı kalıtsal nöromüsküler hastalıkları arasında en sık görülen ve 

omurilikteki motor nöronların kaybı ile karakterize olan Spinal müsküler atrofi 

(SMA) Survival of motor neuron 1 (SMN1) geninde meydana gelen mutasyonlar 

nedeniyle oluşmaktadır. SMN proteini eksikliğinde hücrelerde splicing, mRNA 

trafiği, endositoz, otofaji, hücre iskeleti dinamiği gibi birçok temel mekanizmanın 

bozulduğu bilinmektedir. SMN “housekeeping“ bir protein olmasına karşın SMN 

eksikliğinden en fazla motor nöronlar etkilenmektedir. Sağlıklı nöritlerde ve büyüme 

konilerinde yerleşim göstermesi, ayrıca eksikliğinde nörit uzamasının bozulduğuna 

ilişkin bulgular, SMN proteininin hücre iskeleti dinamiğinde rolü olduğunu 

düşündürmüştür. Bu konuda yapılan araştırmalar, SMN eksikliği durumunda hücre 

iskeleti elemanlarından olan aktin ve düzenleyici proteinlerde değişiklikler olduğunu 

göstermiştir. Diğer taraftan SMN eksikliğinde mikrotübül polimerizasyonunun 

bozulduğu gösterilmişse de neden olan mekanizma detaylı olarak açıklanamamıştır. 

Mikrotübüller gelişmekte olan ve olgun nöronlarda nöronal mimarinin korunmasını, 

akzonun ucuna doğru mRNA, protein ve organel transportunu sağlamaktadır. Ayrıca 

nöronlarda akzon ve dendrit yapılarının kurulması, bu sayede hücre içi taşıma ve 

sinyal iletiminin sağlanmasında görevlidir. Nöronların doğru bir şekilde farklılaşması 

ve işleyişi için mikrotübül dinamiğinin ve stabilitesinin kontrolü önemlidir. 

Mikrotübül ile ilişkili olan MAP proteinleri (microtubule-associated proteins) ve 

mikrotübülün pozitif ucunda bulunan +TIP proteinleri (plus end tracking proteins) 

mikrotübül stabilitesini doğrudan düzenlemektedir. 

       Anabilim Dalı’mızda SMA hastalığının moleküler mekanizmasının 

aydınlatılmasına yönelik temel araştırmalar yürütülmektedir. Çalışmalarımız son 

dönemde mikrotübül dinamiğinin düzenlenmesinden sorumlu olan, mikrotübül 

polimerizasyonunda ve aktin bağlantısının kurulmasında görev alan mikrotübül-

asosiye protein 1B (MAP1B) üzerinde yoğunlaşmıştır. MAP1B’nin, mikrotübül 

pozitif uç proteinlerinden olan End Binding Protein (EB) proteinlerine bağlanıp 

sitoplazmada tutulmalarını sağladığı ve EB’lerin mikrotübüle bağlanmalarını 

engelleyerek mikrotübül stabilitesi ve polimerizasyonunu etkilediği bildirilmiştir(1). 

+TIP proteinleri grubuna giren EB protein ailesinin üç üyesi bulunmaktadır. EB1 ve 

EB3 sitoplazmada homodimer veya heterodimer formunda bulunmakta mikrotübül 
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uçlarına eşit etkinlikte bağlanmakta ve nöronlarda mikrotübül dinamiğini kontrol 

etmektedir. EB2’nin ise dimer yapısına katılmadığı ve mikrotübül ucuna 

bağlanmadığı bilinmektedir. EB1 tüm dokularda, EB3 proteini özellikle beyin ve 

iskelet kasında ifade edilmektedir. EB1 ve EB3 mikrotübülün uzayan ucundaki 

tübülinlere bağlanarak, farklı pozitif uç proteinlerinin birbirleriyle ilişki kuracağı 

moleküler bir platform oluşturmaktadır. Bu nedenle EB proteinlerinin ifade düzeyi 

ve yerleşiminde oluşacak değişiklikler mikrotübül ile ilişkili mekanizmaları olumsuz 

yönde etkileyebilmektedir. Önceki çalışmalarımızda, SMN eksikliğinde mikrotübül 

dinamiğini düzenleyen bir protein olan MAP1B’nin artmış olduğunu göstermiş 

olmamız, mikrotübül stabilizasyonunu düzenleyen, uzamasını sağlayan ve pozitif uç 

proteinlerine platform oluşturan EB proteinlerinin de SMN eksikliğinden etkilenmiş 

olabileceğini düşündürmüştür. Literatür araştırmamızda bu konuda bir bilgiye 

rastlanmamıştır. Bu nedenle tez kapsamında, motor nöron benzeri NSC34 hücre 

hattında SMN eksikliğinin mikrotübül pozitif uç proteinlerine olası etkisini 

açıklamak üzere EB1 ve EB3 proteinlerinin ifade düzeyi ve olası yerleşim değişikliği 

araştırılmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Spinal Müsküler Atrofi’nin Moleküler Biyolojik Özellikleri 

Spinal müsküler atrofi (SMA), otozomal resesif olarak kalıtılan 

nörodejeneratif bir hastalıktır (2). Genellikle çocukluk çağı hastalığı olarak kabul 

edilmekle birlikte erişkin dönemde de ortaya çıkmaktadır. SMA, Survival of Motor 

Neuron 1 (SMN1) geninde meydana gelen mutasyonlar nedeniyle omurilikteki alfa 

motor nöronların dejenere olması sonucunda oluşmaktadır. Hastalarda en çok 

görülen mutasyon tipi 7. ve 8. ekzonlardaki homozigot delesyonlardır (3, 4). SMN 

geninden sentezlenerek hücrelerin çekirdek ve sitoplazmasında yerleşim gösteren 

SMN proteini 38 kDa ağırlığındadır (Şekil 2.1). SMN proteininin eksikliğinde 

hücrelerde splicing, mRNA trafiği, endositoz, otofaji, hücre iskelet dinamiği gibi 

birçok temel mekanizmanın bozulduğu bilinmektedir. SMN proteini housekeeping 

bir protein olmasına rağmen eksikliğinden en fazla motor nöronlar etkilenmekte, 

hastalarda simetrik kas zayıflığı ve atrofi görülmektedir (5) .  

                  Şekil 2.1. Nöronlarda SMN proteininin yerleşimi. 

SMA hastalığından sorumlu olan SMN1 geni 5q11.2-13.3 kromozom 

bölgesinde bulunmaktadır (6). SMN1 geninin SMN2 olarak adlandırılan homolog 

kopyası bulunmakta ve bu iki gen arasında 5 nükleotitte farklılık bulunmaktadır (7-

9). Bu farklılıklardan en önemlisi 7. ekzondaki sitozin nükleotidinin timine 

transisyonudur. 
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SMN2 geninde bulunan timin splicing’in doğruluğunu kontrol eden ve yer 

aldığı ekzonun RNA içerisinde bulunmasını sağlayan exonic splicing silencer (ESS) 

dizisinin meydana gelmesine sebep olmaktadır. Bu durumda exonic splicing 

enhancer (ESE) dizilerine bağlanması gereken serin ve arjinin amino asitlerince 

zengin SR proteinlerinin yeni oluşan ESS dizilerine bağlanması bozulmaktadır. 

Sonuç olarak splicing hatası oluşmakta ve transkriptlerin % 90’ında 7. ekzon 

atlanmaktadır.7. ekzonu bulunmayan kısa SMN proteini oligomerizasyon özelliğini 

yitirip kararsızlaşmakta ve yıkılmaktadır. SMN2 geninden % 10 oranında 

sentezlenen doğru uzunluktaki SMN proteini ise hastalığı engelleyecek düzeyde 

değildir (10). Hastalar arasında klinik ciddiyet farklılık göstermekte, hastalığın en 

ciddi formu olan Tip I hastaları genellikle ilk iki yıl içinde kaybedilirken, hastalığın 

hafif formu olan Tip IV’de belirtiler 30 yaşından sonra ortaya çıkmaktadır (3).  

SMN proteininin sağlıklı nöritlerde ve büyüme konilerinde bulunmasına ve 

eksikliğinde nörit uzamasının bozulduğuna ilişkin bulgular SMN proteininin hücre 

iskeleti dinamiğinde rolü olduğunu düşündürmüştür. Bu konuda yapılan araştırmalar, 

SMN eksikliği durumunda aktin iskeleti ve düzenleyici proteinlerinde değişiklikler 

olduğunu göstermiştir. SMA modelleri ile yapılan çalışmalarda hücre iskeletini 

düzenleyen ROCK ve onunla bağlantılı AKT-ERK yolaklarında yer alan proteinlerde 

fosforilasyonların değiştiği, aktine bağlanan proteinlerden profilinIIa ve plastin3’ün 

ifadelerinin arttığı, hücre iskeletinin kurulmasında görevli olan F-aktin miktarının ve 

yerleşiminin değiştiği belirlenmiştir (11-13). SMN eksikliğinde mikrotübül 

polimerizasyonunun bozulduğu gösterilmişse de neden olan mekanizma detaylı 

olarak açıklanamamıştır. 

2.2. Hücre İskeleti 

Ökaryotik hücrelerin sitoplazmasında yer alan protein yapıdaki çeşitli 

filamentler ve tübüller tarafından oluşturulan ağsı yapı hücre iskeleti olarak 

adlandırılmaktadır. Hücre iskeleti elemanlarının hücre bütünlüğünün sağlanması ve 

korunması, hücre bölünmesi, hücre ve organel hareketi, organel ve veziküllerin hücre 

içinde taşınması, kas kasılması ve sinyal iletimi gibi önemli görevleri bulunmaktadır. 

Hücre iskeleti elemanları yapısal ve işlevsel olarak değerlendirildiğinde 

mikrofilamentler, ara filamentler ve mikrotübüller olarak üçe ayrılmaktadır. Aktin 
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iskeleti olarak da adlandırılan mikrofilamentler (5-7 nm çapında) en ince elemanlar 

olup aktin proteininden oluşmaktadır. Hücrenin hareketini ve şeklini sağlamakta olan 

aktinin kas kasılmasında önemli görevleri bulunmaktadır. Ara filamentler ise 8-10 

nm çapında, boyut olarak mikrotübül ve mikrofilament arasında bulunan, hücre ve 

dokulara mekanik destek sağlamada görevli olan iskelet elemanlarıdır. Hücre iskeleti 

elemanları birbirlerini koordine eden bir sistem olarak çalışmaktadır. Özellikle aktin 

ve mikrotübül arasındaki bağlantılar hücre göçü ve bölünmesi sırasında hücre 

şeklinin ve polaritesinin düzenlenmesi açılarından önemlidir (14). 

Mikrotübüller sentrozomda nükleasyona uğrayarak serbest bırakılmakta, daha 

sonra dentritlere ve akzonlara iletilmektedir. Nörofilamentler akzonlarda bol 

miktarda bulunmaktadır. Mikrofilamentler ise hücre içinde dağınık olarak 

yerleşmekte ve çoğunlukla plazma zarının yakınında bulunmaktadır (15).  

SMN eksikliğinde hücre iskelet elemanlarından mikrotübüllerin 

depolimerizasyona bağlı uzama süreci bozulmakta ve dinamizm olumsuz yönde 

etkilenmektedir. Bu süreçte yer alan mekanizmaların tam olarak açıklanamamış 

olması nedeni ile konu ile ilgili araştırmalar devam etmektedir. 

2.3. Mikrotübüllerin Yapısı ve Organizasyonu 

Ökaryotik hücrelerin tümünde bulunan mikrotübüller alfa (α) ve beta (β) 

tübülin proteinlerinin biraraya gelmesiyle oluşan içi boş silindirik polimerlerdir. α ve 

β tübülin proteinleri heterodimer oluşturmakta, bu heterodimerler belirli yönde 

birbiri ardına eklenerek protofilamentleri meydana getirmektedir. 13 adet lineer 

protofilamentin bir araya gelmesiyle mikrotübül yapısı oluşmaktadır. Mikrotübüller 

çoğunlukla sentrozomda bulunan Microtubule organazing center (MTOC)’dan 

oluşarak hücrenin içerisine dağılım gösteren 25 nm çapında en büyük hücre iskeleti 

elemanıdır. Çeşitli protein kompleksleri tarafından kurulan MTOC’un temel proteini 

gamma (γ) tübülindir. γ tübülin bir ring kompleksi olan (γ-TuRC) içerisinde yer 

almakta ve MTOC’daki diğer proteinlerle etkileşerek mikrotübüllerin oluşumunu 

sağlamaktadır. Bununla birlikte negatif uçların kapatılarak stabilizasyonunu 

sağlamaktadır. Mikrotübüller hücre bölünmesi sırasında kromozomların ayrılması,  

hücre içi taşıma, hücre polaritesinin sağlanması, nöronlarda akzon ve dendrit 

morfolojilerinin oluşması, akzonal iletim gibi birçok temel biyolojik süreçte rol 
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oynamaktadır. Mikrotübüllerin yapısına katılan α ve β tübülin proteinlerinin belirli 

bir yönde yerleşimi mikrotübüllere polar özellik kazandırmakta ve α tübülin 

proteinleri negatif uçta, β tübülin proteinleri pozitif uç yönünde yerleşim 

göstermektedir (Şekil 2.2.) (16, 17). 

                                          

 

 

 

 

 

 

                                         

 

                                     Şekil 2.2. Mikrotübül yapısı ve oluşumu. 

Mikrotübül yapısı dinamik olup sürekli yenilenen/yeniden inşa edilen bir ağ 

halinde düzenlenmektedir. Mikrotübülün pozitif uçları genellikle hücrenin çevresine 

yönelik olup, hücrenin merkezine bakan negatif uçlarından daha dinamiktir (18). 

Dinamizm polimerizasyon ve depolimerizasyon ile düzenlemektedir. Yeni tübülin 

proteinlerinin mikrotübüle katılması polimerizasyon ve ayrılması depolimerizasyon 

olarak adlandırılmakta, negatif uçla karşılaştırıldığında pozitif uçta daha fazla 

gerçekleşmektedir. GTP hidrolizi dinamizmin düzenlenmesinde önemli rol 

oynamaktadır. Polimerizasyonda mikrotübülün uzayan ucuna GTP-β tübülin içeren 

heterodimerler bağlanmakta ardından GTP hidrolizi başlamaktadır. Hidroliz sonucu 

oluşan GDP-β tübülinin kararsız ve depolimerizasyona eğilimli olmasından dolayı 

mikrotübülün kafes (lattice) kısmında kalmaktadır (18, 19). Mikrotübüller 

polimerizasyon sonucu uzama (growth) ve depolimerizasyon sonucu kısalma 

(shrinkage) fazları arasında geçiş yapmakta ve bu olay dinamik instabilite olarak 

adlandırılmaktadır. Mikrotübüllerin dinamik instabilitesi mitoz sırasında 

kromozomların hareketi açısından önemlidir. Uzama aşamasından kısalmaya geçiş 
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yıkım (catastrophe) ve bu olayın geri dönüşü ise kurtarma (rescue) olarak 

adlandırılmaktadır ( Şekil 2.3.) (18, 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      Şekil 2.3. Mikrotübül polimerizasyonu ve depolimerizasyonu. 

2.4. Mikrotübül Dinamiğini Düzenleyen Proteinler 

Mikrotübüller gelişmekte olan ve olgun nöronlarda önemli hücre iskeleti 

elemanıdır. Mikrotübül yapılanması nöronal gelişim sırasında meydana gelen 

morfolojik değişikliklerin temelini oluşturmaktadır. Nöron hücreleri mikrotübülün 

dinamik yapısı sayesinde hücre dışından gelen uyarılara cevap olarak hızla 

morfolojik değişimler geçirirler. Mikrotübüller nöronal mimarinin kurulmasına ve 

korunmasına katkıda bulunmakta, hücre içi taşınmayı mümkün kılmakta ve sinyal 

moleküllerinin iletimi için temel yapı görevi görmektedir. Bu nedenlerle nöronların 

doğru bir şekilde farklılaşması ve işleyişi için mikrotübül dinamiği ve kararlılığı çok 

önemlidir (21). Mikrotübüllerin dinamik yapısı mikrotübüllere bağlanan bir grup 

protein tarafından kontrol edilmektedir. Bu proteinler pozitif uç proteinleri (+TIP 

microtubule plus-end tracking proteins), mikrotübül asosiye proteinler (MAP 

microtubule-associated proteins), mikrotübül motor proteinleri (dinein, kinesin) ve 
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mikrotübülü destabilize eden proteinler (katanin, spastin, statmin) olarak 

gruplandırılmaktadır. (20). 

Özellikle nöronal farklılaşma sırasında mikrotübül boyunca bağlanarak 

mikrotübülü stabilize eden MAP’lar ve +TIP’ler mikrotübüllerin dinamizminin 

düzenlenmesine önemli katkı sağlamaktadır (22). MAP ailesinin üyesi olan MAP1B 

nöronal gelişim sırasında oldukça fazla ifade edilen bir proteindir. Mikrotübül 

stabilitesini ve dinamiğini etkileyerek nörit uzamasında, nöronal migrasyonda, 

büyüme konisinin yönlenmesinde önemli rol oynamaktadır. Kültüre edilen kortikal 

nöronlarda RNA interferans ile baskılandığı durumda akzonlarda mikrotübül uzama 

hızının düştüğü ve akzon uzamasının yavaşladığı görülmüştür (21, 23). Tau, MAP1B 

ve MAP2 gibi nöronal MAP’lar mikrotübül nükleasyonunu, polimerizasyonunu ve 

stabilizasyonunu sağlamaktadır (22). 

2.5. Pozitif Uç proteinleri  (+TIP ) 

Mikrotübül pozitif ucunun dinamiği tübülin veya mikrotübül ile etkileşime 

giren bir grup protein ile düzenlenmektedir. Pozitif uçla etkileşimli proteinler olarak 

bilinen bu protein grubu mikrotübülün uzayan uçlarına yerleşen yapı ve 

fonksiyonları farklı olan mikrotübül regülatörleridir (18). Hücrelerde uzayan 

mikrotübülün pozitif uç bölgesine bağlanan proteinler (+TIP) mikrotübül dinamiğini 

düzenleyerek hücre zarı, organeller ve kromozomların kinetokor bölgesi gibi 

yapılarla etkileşim içindedir. Bu nedenle +TIP’ler mikrotübül iskeletinin hücre 

bölünmesi, polarizasyon ve farklılaşmadaki rolü için önemlidir (24). Mikrotübülün 

pozitif ucunda bulunan +TIP proteinleri (EB1, EB2, EB3, CLIP-170, SKAP, 

CLASP, APC, AMER2) pozitif uçtaki polimerizasyon ve depolimerizasyonunu 

kontrol ederek mikrotübül dinamiğini düzenlemekte ve stabilitesini sağlamaktadır. 

+TIP proteinleri grubunda yer alan EB proteinleri diğer uç proteinlerinin bölgede 

toplanmasını düzenleyen ve mikrotübüllerin uzamasında kilit görevi olan platform 

proteinlerdir (25).  

2.6. EB Proteinleri  

 EB1, EB2 ve EB3 olmak üzere üç üyesi bulunan EB proteinleri yaklaşık 300 

aminoasitten oluşan, üç fonksiyonel bölgeye sahip evrimsel olarak korunmuş ve 
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birbirleriyle yüksek dizi homolojisi gösteren proteinlerdir (18) EB proteinleri 

mikrotübülün pozitif ucuna bağlanarak mikrotübülü depolimerizasyondan koruyan  

ve stabilitesini sağlayan önemli bir protein grubudur  (24). EB proteinleri; amino 

ucundaki kalponin-homoloji bölgesi, bağlaç bölge (linker) ve karboksil uç bölgesi 

olmak üzere üç yapısal bölgeden oluşmaktadır (18). İnsandaki EB proteinlerine 

örnek olarak EB1 proteinin yapısı Şekil 2.4’de gösterilmiştir. 

Amino ucundaki kalponin-homoloji bölgesi: 133 aminoasitten oluşan ve 

mikrotübülün uzayan uçları ile ilişki kuran kısmıdır. Bu bölge aktine ve sinyal 

proteinlerine bağlanma özelliğindeki benzerlikten dolayı kalponin-homoloji bölgesi 

olarak adlandırılmaktadır.  

Bağlaç bölge (linker): Proteinin 134-192  aminoasitleri arasında yer alan bu 

bölge amino ve karboksil bölgeleri arasında bağlantı oluşturmakta ve moleküle 

esneklik kazandırmaktadır. 

Karboksil uç bölgesi: 192-268 aminoasitler arasındaki bu bölgede bulunan 

EB-homoloji dizisi, EB proteinlerinin çok sayıda pozitif uç proteini ile ilişki 

kurmasını sağlamaktadır.  Bu bölgenin diğer bir önemi de bulundurduğu “coiled 

coil” motif sayesinde proteinin dimerizasyonundan sorumlu olmasıdır. Karboksil 

ucunda ise asidik aminoasitlerden oluşan ve proteine esneklik kazandıran kısa bir 

kuyruk bölgesi bulunmaktadır. 

 

 

 

 

  

                 

 

 

                            Şekil 2.4. İnsandaki EB1 proteininin yapısı. 
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Mikrotübüllerin birçok fonksiyonu büyüme hızlarına, pozitif ve negatif 

uçlarına dayanmaktadır. Mikrotübülün pozitif uçları hızlı bir şekilde polimerize olan 

ve mikrotübül uzamasının gerçekleştiği yerlerdir. Hücre döngüsünün tüm evrelerinde 

bulundukları gösterilen EB proteinleri mikrotübülün pozitif ucunu etkileyerek 

uzamasını düzenleyen ve diğer  +TIP proteinlerinin pozitif  uçta toplanması  için kilit 

görevi olan protein grubudur (25, 26). EB protein ailesinin üyeleri homodimer ve 

heterodimer yapabilme özelliğindedir. İnsanda EB1 ve EB3 heterodimer,  EB2 ise 

homodimer yapısı oluşturmaktadır. Yapılan in-vitro çalışmalar, EB proteinlerinin 

mikrotübül pozitif ucuna bağlanması için dimerizasyon gerekmediğini göstermiştir. 

(16) Yavaş büyüme gösteren negatif uçlar ise genellikle MTOC bölgesine bağlı 

bulunmaktadır. EB1 ve EB3 proteinlerinin mikrotübülün pozitif ucunda yer almasına 

ve fonksiyon göstermesine rağmen negatif ucunda da bulunduğu ayrıca golgi 

cisimciğinin morfolojisinin kurulmasında da etkin rol aldığı bilinmektedir. EB1 ve 

EB3 golgi membranı üzerinde bulunan miyomegalin proteinine bağlanarak 

mikrotübül ve golgi membranı arasındaki koordinasyonu sağlayan EB-miyomegalin 

kompleksini oluşturmaktadır (27). Bu kompleks golgi membranı ile mikrotübül 

bağlantısını kurarak golgi katmanlarının sıkı bir şekilde kümelenmesini 

önlemektedir. EB protein ailesinin diğer proteinlerle etkileşime giren karboksil uç 

bölgesi CRISPR/Cas9 tekniği ile knock-out edildiğinde mikrotübüllerin golgi 

membranından ayrıldığı ve golgi kompleksinin daha kompakt olduğu gösterilmiştir 

(28). 

  EB proteinleri mikrotübülün pozitif uç kısmını düzenleyici ve kendisiyle 

etkileşime giren partner proteinlerinden oluşmaktadır. Bu gruplar sırasıyla SxIP veya 

Cap-Gly bölgeleri içermektedir. Bu bölgelerden SxIP motifinin farklı proteinler 

arasında oldukça geniş bir şekilde temsil edildiği bilinmektedir. Bu motif serine-x-

isoleucine-proline polipeptidine sahiptir. Bu motifin proteinlerde olması EB 

proteinleri ile etkileşim halinde olmasını sağlayarak mikrotübül pozitif ucuna 

bağlanma yeteneği kazandırmaktadır. EB partner proteinleri çok sayıdadır. Bu 

proteinlerden önemli olanlarından bazıları adenomatous polyposis coli (APC), 

protein 150 kDa dynein associated dynactin 1 (protein p150glued) ve XMAP215’dir. 

APC proteini tümör baskılayıcı proteindir. Mitotik ağ dinamiklerini düzenleyerek 

hücre göçü, hücre çoğalması, akzon ve dentritlerin gelişimi ve nörogenezde rol 
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almaktadır. p150glued proteini dinein/dinaktin mikrotübül motor kompleksinin bir 

parçasıdır ve mikrotübül üzerindeki taşınımı düzenlemektedir. XMAP215 proteini 

tübülin polimerazdır ve EB1 proteini ile birlikte mikrotübül polimerizasyonunu 

arttırmaktadır (18).  

EB proteinleri mikrotübül polimerizasyonuna etki ederek nöronal mimarinin 

kurulmasını sağlamaktadır. Her hücrede ifade edildiği bilinen EB1 proteini 

nöronlarda akzonun distalinde bulunmakta ve hücredeki motor komplekslere 

(dinein/dinektin) bağlanarak mikrotübül üzerinde organel ve veziküllerin retrograde 

taşınmasını sağlamaktayken, EB3 proteini çoğunlukla beyin ve nöronlarda ifade 

edilmekte ve aktin iskeletini düzenleyen spektraplakin proteini ile ilişki kurarak 

mikrotübül ve mikrofilament arasındaki bağlantıyı sağlamaktadır(21, 29). EB2 

proteini hakkında diğer proteinlere göre daha az bilgi bulunmakta olup, epitel 

farklılaşmanın ilk aşamalarında mikrotübül hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesini 

sağladığı bilinmektedir. (Şekil 2.5.) (25, 30).  

 

Şekil 2.5. Mikrotübül dinamiğinde görevli mikrotübül pozitif uç proteinleri ve 

mikrotübül üzerindeki taşınmadan sorumlu mikrotübül motor proteinleri. 

EB1 ve EB3 proteinlerinin nörit uzamasında rol aldığı bilinmektedir. 

Nöroblastoma hücrelerinde yapılan çalışmalarda EB1’in mikrotübül uzama hızını ve 

süresini kontrol ettiği, baskılandığı durumda nörit boyunun kısa kaldığı 

gösterilmiştir.  Büyüme konisinde yoğun olarak bulunduğu gösterilen EB3 ise F-
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aktin ile ilişki kurarak nörogenez sırasında mikrotübül dinamiğini sağlamaktadır. 

(21). 

Tau proteini nöron gelişiminin, polaritesinin ve nörit uzamasının  

sağlanmasında çok önemli bir protein olarak bilinmektedir. Bu fonksiyonlarının yanı 

sıra akzonlarda mikrotübül stabilite regülatörü olarak iş görmekte, EB1 ve EB3 

proteinlerinin yerleşimini kontrol etmektedir. Çalışmalar Tau ve EB proteinlerinin eş 

yerleşim gösterdikleri ve akzon uzamasında birlikte görev aldıklarını göstermiştir. 

Farklılaşan primer nöronlarda akzonun medial ve distal bölgelerinde EB 

proteinlerinin birikimi için tau proteini gereklidir. Bununla birlikte EB3 proteininin 

mikrotübül üzerinde düzenlenmesinde Tau proteini önemli rol oynamaktadır. 

Nöroblastoma hücreleriyle yapılan bir çalışmada Tau protein ifadesinin shRNA ile 

baskılandığı durumda EB1 ve EB3 proteinlerinin ifade düzeylerinin ve komet 

uzunluklarının azaldığı gösterilmiştir (22). EB1, EB3 ve MAP1B proteinlerinin 

farklılaşmakta olan nöron hücrelerinin nöritlerinde ve büyüme konilerinde bulunarak 

mikrotübül dinamiğini ve stabilitesini sağladığı bilinmektedir. Özellikle EB3 proteini 

büyüme konilerinde yoğun miktarda bulunmakta, nörit uzaması sırasında F-aktin ve 

dinamik mikrotübüller arasındaki etkileşimin koordinasyonunda rol oynamaktadır 

(26). Tüm bu bilgiler doğrultusunda EB3’ün nörit uzaması sırasında mikrotübül, 

aktin iskeleti ve dendrit morfolojilerinin düzenlenmesinde önemli olduğu 

bilinmektedir (21). 

Büyüme konisinin gelişimine paralel olarak akzonların uzaması da 

mikrotübül organizasyonundaki düzenlemeye bağlıdır. MAP ve EB proteinlerinin 

mikrotübül üzerindeki yerleşimi farklıdır. EB proteinleri mikrotübülün pozitif 

uçlarında comet adı verilen kuyruklu yıldız şeklindeki yapılarda birikirken, MAP 

proteinleri mikrotübül boyunca bağlanmaktadır (21). EB1ve EB3 comet sayı ve 

uzunluklarının mikrotübüllerin sayısı ve uzama hızlarıyla ilişkili olduğu 

bilinmektedir.  

EB1 ve EB3 proteinlerinin hücre içerisindeki yerleşimleri MAP1B, MAP2 ve 

Tau proteinleri tarafından düzenlenmektedir. MAP1B proteininin ifadesinin 

baskılandığı durumda mikrotübül yoğunluğunda azalma ve mikrotübül büyüme 

hızındaki artış ile bağlantılı olarak az fakat daha uzun EB kometleri gözlenmektedir. 

Mikrotübül yoğunluğunun azalması nedeni ile tübülin miktarı arttırılarak 
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mikrotübülün polimerizasyonu sağlanmakta ve mikrotübül büyümesi 

hızlandırılmaktadır. MAP1B protein ifadesinin arttırıldığı durumda ise MAP1B 

proteini EB proteinine bağlanıp onu sitoplazmada tutarak mikrotübülün pozitif 

uçlarına yerleşmesini engellemektedir  (Şekil 2.6.) (1, 23). 

 

 

 

 

 

                

            Şekil 2.6.  EB proteinlerinin MAP1B tarafından düzenlenmesi. 

MAP2 proteini dendritlerde EB3’ün dağılımı için önemlidir (31). MAP2 ve 

Tau proteinlerinin ifadelerinin artması EB1 proteininin mikrotübüllere bağlanmasını 

sağlamaktadır (1, 26). 

Partner protein olarak adlandırılan bazı proteinler EB proteinlerine 

bağlanarak fonksiyon göstermektedir. Örneğin, +TIP proteinlerinden olan APC 

proteini SxIP motifi aracılığı ile EB proteinlerine bağlanarak MT stabilitesinin 

düzenlenmesinde ve hücre göçünün gerçekleştirilmesinde rol oynamaktadır. EB 

proteinleri ile ilişki kurarak mikrotübülün pozitif ucunda yerleşen pozitif uç 

proteinlerinden bir diğeri olan CLIP-170 (Cytoplasmic linker protein 170) hücre 

içerisindeki vezikülleri mikrotübüllere bağlayan ve dinein-dinaktin kompleksini 

mikrotübülün pozitif ucuna çeken protein olarak bilinmektedir (32). Hücre döngüsü 

sürecinde mikrotübül dinamiğini düzenleyen ve mitoz sırasında kinetokorla ilişki 

kuran pozitif uç proteinlerinden bir başkası olan CLASP2 (CLIP-associated proteins) 

proteininin hücre bölünmesinin metafaz evresinde EB proteinlerine bağlanarak 

kinetokor mikrotübül bağlantılarının kurulmasını sağladığı ve stabilizasyonu 

koruduğu gösterilmiştir (33).  

Anabilim Dalı’mızda SMA hastalığının moleküler mekanizmasının 

aydınlatılmasına yönelik temel araştırmalarımız son dönemde MAP1B proteini 

üzerine yoğunlaşmıştır. SMN ifadesi baskılanan motor nöron benzeri NSC34 hücre 
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hattı ve fare modeline ait omurilik dokusunda MAP1B protein miktarında artış 

saptanmıştır. Literatürde MAP1B’nin ifadesinin arttığı durumda EB proteinlerine 

bağlanarak EB’lerin mikrotübülün uç kısmına bağlanmasını engellediği bildirilmiştir 

(1). Bu nedenle SMN eksikliği durumunda artan MAP1B proteininin EB 

proteinlerine etkisi olabileceği düşünülmüştür. Bu tez çalışmasında, SMN 

eksikliğinin EB1 ve EB3 proteinlerinin ifade düzeylerine ve hücre içi yerleşimlerine 

etkisi araştırılmıştır. 
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3. GEREÇLER VE YÖNTEMLER 

3.1. Gereçler 

3.1.1. NSC34 Hücre Hattında SMN Gen İfadesinin Baskılanması  

Çoğaltma Ortamı  

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

Fetal dana serumu (Biochrom): 5 ml 

Penisilin/streptomisin: (Biochrom): 1 ml 

 

Farklılaştırma Ortamı 

DMEM 4,5 g/l D-glukoz Glutamax (Gibco) :98 ml 

Fetal dana serumu (Biochrom): 1 ml 

Penisilin/streptomisin: (Biochrom): 1 ml 

 

Transfeksiyon 

Optimem (Gibco) : 100 µl 

Lipofectamin 2000 (Thermo Fisher Scientific) : 7 µl 

siRNA Dizileri (Europhins) :3 µl 

SMN siRNA :  5’ CAGAAGUAAAGCACACAGCAA-dTdT 3’ 

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

Scrambled siRNA kontrol : 5’ AUACGAACGGAACGAACAACA-dTdT 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 İzolasyonu ve Miktar Tayini 

RIPA Tamponu 

RIPA base + proteaz inhibitör tablet (50X) + fosfataz inhibitör tablet (20X) 

RIPA base; Tris- HCL pH: 7.5 (20 mM), NaCI (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 karışımı, %40 

Akrilamid:19,56 g 

Bisakrilamid: 0,54 g 

dH₂0 ile 50 ml’ye tamamlanmıştır. 

 

Ayırıcı Jel, pH 8.8 

Tris Baz: 13,6 g 

Sodyum Dodesil Sülfat (SDS):0,3 g 

dH₂0 ile 100 ml’ye tamamlanmıştır.  
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Toplayıcı Jel, pH 6.8 

Tris Baz:4,54 g 

Sodyum Dodesil Sülfat (SDS):0,6 g 

dH₂0 ile 100 ml’ye tamamlanmıştır. 

 

Amonyum Persülfat (APS), %10 

Temed  

dH₂0  

İzopropanol 

 

Tablo 3.1. SDS poliakrilamid jel elektroforezi solüsyonları   

 

Yükleme Tamponu: 

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

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

 

 Ayırıcı Jel %12 Toplayıcı Jel %5 

dH₂0 6,35 ml 4,25 ml 

Ayırıcı Jel Solusyonu 6 ml - 

Toplayıcı Jel Solusyonu - 1 ml 

%40 Akrilamid/Bisakrilamid 5,65 ml 750µl 

Temed 10 µl 10 µl 

APS 100 µl 60 µl 
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5X Laemmli Solusyonu  

1M Tris Baz, pH  8 :  5ml 

Gliserol:5ml 

Sodyum Dodesil Sülfat (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: 5g 

200 ml stoktan alınarak, dH₂O ile 1 lt’ye tamamlanmıştır. 

 

Protein Moleküler Ağırlık İşaretleyici: 

ColorBurst™ Electrophoresis Marker (Sigma-Aldrich) 

 

3.1.4. Western Blot 

Nitroselüloz Membran (Thermo Scientific) 

Coomassie Brillant Mavisi(Sigma) 

Ponceau-S (Sigma) 

SuperSignal™ West Femto Kemilüminesans Substrat Kiti (ThermoFisher) 

İmmubilon (Millipore) 

GeneGnome5 Kemilüminesans Görüntüleme Cihazı (Syngene 
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5X Yürütme Tamponu 

Tris Baz : 15.15 g 

Glisin: 72 g 

SDS: 5 gr 

1X için 200 ml stoktan alınır, dH₂O ile 1000 ml’ye tamamlanır. 

 

5X Transfer Tamponu  

Tris Baz : 15.15 g 

Glisin: 72 g 

Metanol: 200 ml 

1X için 200 ml stoktan alınır, dH₂O ile 1000 ml’ye tamamlanır. 

 

10X TBS pH7.6: 

Tris Baz: 24.4 g 

NaCl: 80 g 

dH₂O ile 1 litreye tamamlanır. 

 

Yıkama Tamponu (TBS-T) %0,1: 

Tween 20 (Sigma): 1 ml 

1OXTBS’den 200 ml alınır, dH₂O ile 1000 ml’ye tamamlanır. 
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% 5 Bloklama Çözeltisi: 

Süt tozu: 2 g  

BSA: 2 g  

TBS-T, % 0,1: 40 ml  

 

       Antikor Çözeltisi: 

 EB3 (tavşan, Abcam), birincil antikor 

% 5 Süt Tozu: 6 ml 

1 µl antikor 

 EB3 (anti-tavşan, Amersham), ikincil antikor  

% 5 Süt Tozu: 8 ml 

1 µl antikor 

 

 EB1 (fare, BD Transduction), birincil antikor  

% 5 BSA: 2700 µl     

% 0,1-% 0,3 Tween 20  

3 µl antikor 

 MAPRE1/EB1 (sıçan, Abcam), birincil antikor  

% 5 BSA: 2000 µl     

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

% 5 BSA: 8 ml 

1 µl antikor 

 EB1 (goat-anti-sıçan, HRP, Abcam), ikincil antikor  

% 5 BSA: 10 ml 

1 µl antikor 

 

 Alfa Tübülin, (fare,Sigma) birincil antikor  

% 5 Süt Tozu: 4 ml 

4µl antikor 

 Alfa Tübülin (anti-fare, Sigma), ikincil antikor 

% 5 Süt Tozu: 8 ml 

1µl antikor 

 

 GAPDH (fare, Applied Biosystems), birincil antikor 

% 5 Süt Tozu: 5 ml 

1µl antikor 

 GAPDH (anti-fare, Sigma), ikincil antikor 

% 5 Süt Tozu: 8 ml 

1µl antikor 
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 SMN (fare, BD Transduction), birincil antikor  

% 5 Süt Tozu: 4 ml 

4µl antikor 

 SMN (anti-fare, Sigma), ikincil antikor  

% 5 Süt Tozu: 8 ml 

1µl antikor 

 

Bağlanan Antikoru Uzaklaştırma (Stripping) 

dH₂O: 4,15 ml 

Tris HCI: 312µl 

2-Merkaptoetanol: 37,5 µl 

%20 SDS pH:7.2 

 

3.1.5. İmmünfloresan Boyama 

EB3 Tirozin Alfa Tübülin Eş Boyama  

- Konfokal mikroskop (100X, Leica) 

  Fiksasyon: % 100 Metanol  

 EB3 Bloklama Çözeltisi 

%20 BSA 

BSA: 1 g 

TBS-T: 5 ml 

%1 hazırlamak için %20 BSA’dan 50 µl alındı. 
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%10 Triton™ X-100 (Thermo Scientific) 

Triton™ X-100: 2 ml 

PBS: 18 ml 

%0.3 hazırlamak için %10 BSA’dan 30 µl alındı. 

 EB3 (tavşan, Abcam), birincil antikor 

Bloklama Çözeltisi: 500µl 

1 µl antikor 

 EB3 (anti-tavşan Alexa flour 568), ikincil antikor 

Bloklama Çözeltisi: 500 µl 

1µl antikor  

 

 

 Tirozin α Tübülin Bloklama Çözeltisi 

%1 BSA : 50 µl 

% 10 Goat Serum :100 µl 

%0,1 PBS- Tween 20: 10 µl 

840 µl PBS ile 1 ml’ye tamamlanmıştır. 

 Tirozin α Tübülin, (sıçan, Abcam) birincil antikor  

Bloklama Çözeltisi:  1000 µl 

1µl antikor  

 Tirozin α Tübülin, (Anti-sıçan, Alexa flour 488), ikincil antikor  

Bloklama Çözeltisi:  1000 µl   

1µl antikor  

 

Mounting, Prolong Anti-Fade Solüsyonu (DAPI’li) (Thermo Fisher Scientific) 

5µl  
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3.2. Yöntemler   

3.2.1. NSC34 Hücre Hattında SMN Gen İfadesinin Baskılanması 

        NSC34, fare nöroblastoma ve omurilik motor nöron füzyonu ile oluşturulmuş 

hücre hattıdır. Bu hücre hattı kültür ortamındaki serum oranının azaltılmasıyla motor 

nöron benzeri hücrelere farklılaştırılabilmektedir (34). Hücreler çoğaltılarak 

farklılaştırılmış ve gen ifadesinin baskılanması amacıyla siRNAtransfekte edilmiştir. 

Bu amaçla: 

 İlk olarak sıvı azotta dondurulmuş olan NSC34 hücreleri hızlıca çözülerek 

çoğaltma ortamı içeren 75 cm²’lik kültür kaplarına aktarılmıştır. 

 Hücrelerin çoğaltma ortamı taze ortam ile değiştirilmiştir. 

 Kültür ortamı atılarak 5 ml PBS eklenmiştir. 

 Hücrelerin pasajlanması amacı ile 5 ml Tripsin/EDTA eklenmiş ve hücreler 8 dk 

37 °C, %5 CO₂ içeren etüve kaldırılmıştır.  

 Tripsinin inaktivasyonu amacıyla 7 ml çoğaltma ortamı koyularak hücreler (1000 

rpm’de 5 dk. santrifüj edilmiştir. Pellet 3 ml çoğaltma ortamı ile resüspanse 

edilerek 1:2 oranı korunacak şekilde yeni kültür kabına aktarılmıştır. 

 Hücreler transfeksiyon ve farklılaştırma deneyleri amacıyla hemositometre 

yardımıyla sayılarak Western Blot çalışmaları için 6 kuyucuklu kültür kaplarına 

200.000 hücre, immünfloresan boyama çalışmaları için 12 kuyucuklu kültür 

kaplarına 25.000,  mattek adı verilen kültür kaplarına ise 65.000 hücre olacak 

şekilde dağıtılmıştır.1 gece 37 °C, %5 CO₂ içeren etüve kaldırılarak hücrelerin 

yapışması sağlandıktan sonra farklılaştırma ortamı koyulmuş ve transfeksiyon 

karışımı eklenerek 72 saat farklılaştırılmıştır. 

 Transfeksiyon amacıyla SMN, scrambled dizilerine ait ana stoklar hazırlanmış ve 

Lipofectamin 2000 ile transfeksiyon gerçekleştirilmiştir. Western Blot 

çalışmaları için 72 saatlik farklılaşma sonrasında hücreler RIPA tamponu 

içerisine toplanarak protein izolasyonu gerçekleştirilmiştir. 

 Hücreler dondurulacağı zaman ise santrifüj sonrasında dondurma ortamına 

alınarak -80 °C derin dondurucuya kaldırılmıştır. 
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3.2.2. Protein İzolasyonu ve Miktar Tayini 

siRNA ile transfekte edilen hücreler kültür ortamında 72 saat 

farklılaştırıldıktan sonra proteaz ve fosfataz içeren koruyucu tampon içerisine 

toplanmış ve sonike edilmiştir. Örnekler 14.000 rpm’de 4°C’de 20 dakika santrifüj 

edilerek, süpernatan temiz tüpe aktarılmıştır. İzole edilen proteinler miktar tayini 

yapılana kadar -20 °C’de saklanmıştır. 

BCA Protein Assay kiti kullanılarak izole elde edilen protein miktarları 

belirlenmiştir. %1 SDS içerisinde farklı BSA derişimlerine sahip standartlar 

kullanılarak standart eğri çizilmiştir. 

Tablo 3.2. Protein miktar tayininde standart eğri çizilmesi için BSA derişimleri.   

Standart 

Numaraları 

Kullanılan %1 

SDS Miktarı (µl) 

Kullanılan  

BSA miktarı(µl) 

Derişim (µg/(µl) 

     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 örnekleri %1 SDS ile 10 kat dilüe edilmiştir. 1ml 50A:1B oranında 

hazırlanmış olan çözelti (working reagent) eklenerek ve 37°C’deki inkübatör 

içerisinde 30 dk. bekletilmiştir. 

Örnekler Nanodrop cihazına üçlü tekrarlar şeklinde yüklenerek ölçümler 

gerçekleştirilmiştir. Ardından standart eğri çizilmiş ve izole edilen proteinlerin 

miktarları saptanmıştır. 
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          3.2.3. Western Blot Yöntemi 

SMN geninin baskılandığı durumda EB1 ve EB3 protein miktarlarının analizi 

ve SMN ifadesindeki baskılanmanın doğrulanması amacıyla Western Blot 

çalışmaları gerçekleştirilmiştir. SMN 38 kDa, EB3 32 kDa ve EB1 proteininin 30 

kDa molekül ağırlığında olmaları nedeniyle ve %5 ve 12,5’luk SDS poliakrilamid 

jeller hazırlanarak protein örnekleri elektroforeze edilmiştir. Eşit yüklemenin 

kontrolü ve kantitasyonu amacıyla housekeeping proteinlerden alfa-tübülin proteini 

(55 kDa) her deneyde analiz edilmiştir. Proteinler 30µg olacak şekilde aşağıda 

içerikleri belirtilen jellere yüklenmiş ve elektroforez gerçekleştirilmiştir. 

    SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

 Proteinler farklı yoğunluktaki iki tabakalı ayırıcı ve toplayıcı jel sisteminde 

%5 / %12 SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile moleküler ağırlıklarına 

göre ayrılmıştır. 

 Camlar etanol ile temizlenerek arasına ayırıcı jel dökülmüştür. Ayrıcı jel 

polimerizasyonunu takiben toplayıcı jel dökülmüş ve taraklar 

yerleştirilmiştir. Jelin polimerleşmesini takiben taraklar çıkartılıp jel Mini 

Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Biorad) tankına yerleştirilmiştir. 

 Örneklerin üzerine 2 µl indirgeyici ajan (SampleReducing Agent) ve 5 µl 

LDS yükleme tamponu eklenip son hacim 20 µl olacak şekilde distile su 

eklenmiştir. Kaynama derecesindeki suda indirgeyici ajanının 

(SampleReducing Agent)  kullanıldığı örnekler 5 dk, edildikten sonra 

doğrudan buz üzerine konulmuştur.10 µl protein moleküler ağırlık 

işaretleyici ile örnekler jele yüklenmiştir. 100 V ‘da 1,5-2 saat boyunca 

proteinlerin ayrımı gerçekleştirilmiştir. 

            Islak (Wet) Transfer 

Elektroforez sonrasında toplayıcı jel kesilip atılarak ayırıcı jel kesilmiş 

nitroselüloz membran, 4 adet Whatmann kağıdı ve süngerler transfer tamponunun 

içinde 5 dakika bekletilmiştir. Kasetin siyah kapağından başlayarak sırasıyla sünger, 

2 Whatmann kağıdı, jel, membran, 2 adet Whatmann kağıdı, sünger konulduktan 
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sonra kaset kapatılmıştır. Ardından ıslak transfer tamponunu içeren tanka aktarılarak 

100 V’da 1 saat boyunca buz kalıbı içerisinde proteinlerin jelden membrana transfer 

edilmiştir. Transfer sonrasında jeli kontrol etmek için Coomassie Brilliant Mavisi, 

membranı kontrol etmek için Ponceau S boyası kullanılmıştır.   

Hibridizasyon 

 Transferin ardından özgül olmayan antikor bağlanmalarını önlemek 

amacıyla  membran %0,1 TBS-T içerisinde hazırlanmış olan %5 süt tozlu 

solüsyon içerisinde çalkalayıcıda 1 saat oda sıcaklığında inkübe edilerek 

bloklama gerçekleştirilmiştir. Birincil antikor, bloklama solusyonu 

içerisinde 1:6000 oranında seyreltilmiştir ve +4 °C’de 16 saat süre ile 

çalkalanarak inkübe edilmiştir. Daha sonra membran yıkama tamponu 3 

defa 10 dk. aralıklarla yıkanarak bağlanmayan antikorlar 

uzaklaştırılmıştır. Sekonder antikor bloklama solusyonu içerisinde 

1:8000 oranında dilüe edilmiş ve 1 saat oda sıcaklığında çalkalayıcı 

üzerinde inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında yıkama tamponu ile 4 

defa 10 dk aralıklarla yıkanmıştır.  

 EB1 analizi için ise membran %5 BSA içeren bloklama solüsyonu içinde 

çalkalayıcıda bir gece boyunca oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Ertesi 

gün membran üzerine antikor eklemeden önce bloklama solusyonu 

içerisine  % 0,1-% 0,3 oranında Tween 20 eklenmiştir ve 1 saat oda 

sıcaklığında inkübe edilmiştir. Hedef proteine özgül birincil antikor 

dilüsyonu, % 0,1-% 0,3 oranında Tween 20 eklenen  %5 BSA’nın %10’u 

alınarak bloklama solüsyonu içerisinde 1:9000 oranında seyreltilerek ve 

1 saat süre ile çalkalayıcı üzerinde inkübe edilmiştir. Ardından yıkama 

tamponu ile 3 defa 10 dk. aralıklarla yıkanmıştır. Sekonder antikor da 

bloklama tamponu 1:8000 oranında seyreltilmiş ve 45 dk. çalkalayıcı 

üzerinde inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında yıkama tamponu 

kullanılarak 8 defa 5 dk. aralıklarla yıkanmıştır.    
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 İfadesi değişmeyen housekeeping protein olarak alfa tübülin kullanılmış 

ve bu proteini görüntülemek için önceden membran üzerine uygulanan 

antikorlar stripping işlemi ile kaldırılmıştır. Bu işlemde membran 

hibridizasyon fırınının içinde 65 °C’de 30dk. bekletilmiştir. Ardından üç 

defa hızlı, üç defa da 10’ar dk. ara ile %0,1 TBS-T ile yıkanmıştır. 

 SMN geninin baskılandığını kontrol etmek amacı ile SMN protein ifadesi 

incelenmiştir. SMN primer antikoru 1:1000, anti-mouse sekonder antikor 

ise 1:8000 oranında bloklama tamponu içerisinde seyreltilmiş ve 

membrana uygulanmıştır. Proteinlere ait bantlar West Femto ve 

Immubilon kemilüminesans kiti kullanılarak görüntülenmiştir. 

Membranlar karanlıkta görüntüleme karışımı ile 5dk. inkübe edilerek, 

GeneGnome görüntüleme cihazında 5 dakikalık poz süreleri ile 

görüntülenmiştir. 

3.2.4. İmmünfloresan Boyama Yöntemi 

            EB3-Tirozin Alfa Tübülin Eş Boyama 

      NSC34 hücrelerinde dinamik mikrotübül belirteci olan tirozin alfa tübülin 

proteini üzerinde EB3 proteininin hücre içi yerleşimi immünfloresan boyama 

yöntemi ile araştırılmıştır.  

 Hücreler SMN siRNA veya scrambled siRNA ile transfekte edilip 72 saat 

farklılaştırıldıktan sonra %100 metanol ile fikse edilmiştir.  

 Hücrelere 1 saat oda sıcaklığında bloklama solusyonu uygulanmıştır. 

 NSC34 hücreleri üzerine EB3 proteinini tanıyan rabbit birincil antikor ile 

bloklama çözeltisi içinde 1:500 oranında seyreltilerek +4 °C’de 16-18 saat 

boyunca inkübe edilerek daha sonra 3 defa 1X PBS ile 5 dk. yıkanmıştır. 

 Ardından hücreler üzerine Anti rabbit Alexa flour 568 (kırmızı)  ikincil 

antikor 1:500 oranında bloklama çözeltisi içinde seyreltilerek bir saat 

boyunca oda sıcaklığında inkübe edilerek daha sonra 4 defa 1X PBS ile 5 

dk. yıkanmıştır. 
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 Tirozin α tübülin bloklama solusyonu için %1 (50 µl) BSA, % 10 (10 µl) 

Tween 20, % 10 (100 µl) Goat Serum, PBS (840 µl) içeren 1 ml bloklama 

solusyonu hazırlanmıştır. 

 Tirozin α tübülin proteinini tanıyan birincil antikor bloklama çözeltisi 

içinde 1:1000 oranında seyreltilerek +4 °C’de 16-18 saat boyunca inkübe 

edilerek daha sonra 3 defa 1X PBS ile 5 dk. yıkanmıştır. 

 Ardından hücreler üzerine Anti rat Alexa flour 4888 (yeşil)  ikincil antikor 

ile 1:1000 oranında bloklama çözeltisi içinde seyreltilip bir saat boyunca 

oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Daha sonra 4 defa 1X PBS ile 5 dk. 

yıkanmıştır. 

 Hücreler bu aşamadan itibaren ışıktan korunmuştur ve 4 kez 5 dk. 1X PBS 

ile yıkanmıştır. Daha sonra hücrelerin üzerine çekirdek boyamasını 

görüntüleyebilmek için içerisinde DAPI  (4',6-diamidino-2-fenilindol) 

bulunduran  Prolong anti-fade solüsyonu damlatılarak +4 °C’ye 

kaldırılmıştır. 

3.2.5. Floresan Yoğunlık (Intensity) Analizi 

Hücreler konfokal mikroskopta görüntülendikten sonra fotoğraflar “Image J” 

analiz programına aktarılmış nörit başlangıcı ve nörit uç bölgesini alacak şekilde 200 

µm² alan belirlenmiştir. Bu alanda mikrotübüllerin kapladıkları alan belirlenmiş ve 

mikrotübülün 1 µm²’sindeki EB3 floresan sinyalin yoğunluğu (floresan intensity) 

hesaplanmıştır. SMN ifadesi baskılanan hücrelerden elde edilen sonuçlar kontrol 

hücreler ile karşılaştırılmıştır. 

3.2.6. Komet Analizi 

EB proteinleri de mikrotübülün pozitif uç kısmında kuyruklu yıldız (comet) 

şeklinde görüntüler oluşturmaktadır. Komet analizi amacıyla hücreler transfekte 

edildikten sonra %100 metanol ile fikse edilmiştir. EB3 proteini ile birlikte, uzayan 

mikrotübüllerin belirteci olan tirozin alfa tübülin eş boyamaları gerçekleştirilmiştir. 

Boyamalar sonrası örnekler konfokal mikroskopta 100X objektif kullanılarak 

incelenmiş ve fotoğraflanmıştır. Uzayan mikrotübüller üzerinde EB3 proteinlerinin 
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yerleşim yerleri olan komet bölgeleri görüntülenmiştir. Komet analizi için nörit 

başlangıcı ve ucunda 200 µm²’lik alan belirlenmiştir. Bu alana giren mikrotübül alanı 

belirlenmiş ve mikrotübülün 1 µm² sindeki komet sayısı, ortalama komet büyüklüğü, 

EB3 komet floresan yoğunluğu analiz edilmiştir. SMN gen ifadesi baskılanan 

hücrelerden elde edilen sonuçlar kontrol hücreler ile karşılaştırılmıştır. 

3.2.7 Verilerin Değerlendirilmesi ve İstatistiksel Analizler 

Western Blot ve immünfloresan boyama çalışmalarından elde edilen sonuçlar 

ImageJ programıyla analiz edilmiştir. Grafiklerin çiziminde ve gruplar arasındaki 

istatistiksel analizlerin değerlendirilmesinde GraphPadPrism7 programı 

kullanılmıştır. p< 0.05 olan sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Western Blot Yöntemi ile EB1 ve EB3 Proteinlerinin İfade Analizi 

NSC34, fare nöroblastoma ve omurilik motor nöron füzyonu ile oluşturulmuş 

bir hücre hattı olup, çoğaltma ortamındaki serum oranının azaltılmasıyla motor nöron 

benzeri karakter kazanmaktadır. Bu hücrelerde SMN gen ifadesi yöntem kısmında 

belirtildiği gibi siRNA ile baskılanmış ve Western blot çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. Sonuçlarımız, SMN gen ifadesinin NSC34 hücrelerinde yaklaşık 

% 86 oranında baskılandığını ve SMN gen ifadesi baskılanan hücrelerde EB3 protein 

miktarının kontrole göre %44 oranında azaldığını göstermiştir. Ancak EB1 

proteininin NSC34 hücrelerinde endojen olarak ifade olmadığı saptanmıştır. Western 

blot sonuçları Şekil 4.1. ve 4.2’de gösterilmiştir.  

 

  

 

 

 

 

                                                                                                        

 

 

 

 

 

   

Şekil 4.1. NSC34 hücrelerinde siRNA yöntemi ile SMN gen ifadesi baskılanması.                                                                                                                                    
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Şekil 4.2. NSC34 hücrelerinde SMN gen ifadesi baskılandığında A) EB3 protein 

miktarlarını gösteren örnek Western Blot Sonuçları n=5 biyolojik replika, Mann-

Whitney U, *p<0.05, **p<0.01, ±Standart hata B) EB1 proteininin ifadesinin 

olmadığını gösteren Western Blot Sonuçları  

NSC34 hücrelerinde EB1 ifadesinin bulunmaması nedeniyle sonraki 

çalışmalarda EB3 proteini üzerine odaklanılarak yerleşim analizleri 

gerçekleştirilmiştir. 

4.2. EB3 Yerleşim Analizi 

SMN eksikliğinin EB3 proteinlerinin yerleşimine etkisinin araştırılması için 

NSC34 hücrelerinde SMN gen ifadesi siRNA ile bakılanmış ve immunfloresan 

boyama çalışmaları gerçekleştirilmiştir. EB3 proteini ile birlikte, uzayan 

mikrotübüllerin görüntülenmesi amacıyla dinamik mikrotübül belirteci olan tirozin 

alfa tübülin eş boyamaları gerçekleştirilmiştir. Boyamalar sonrası örnekler konfokal 

mikroskopta yüksek büyütmede (100X) incelenmiş, nörit başlangıçları ve nörit 

ucundaki büyüme bölgeleri fotoğraflanmıştır. Ardından iki ayrı fotoğraf 

Scr SMNsi 

EB3 (32 kDa) 

Alfa Tübülin (55 kDa) 
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çakıştırılarak uzayan mikrotübüller üzerinde EB3 proteinlerinin yerleşim yerleri olan 

comet bölgeleri görüntülenmiştir (Şekil 4.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.3. NSC34 kontrol hücrelerinde EB3 ve Tirozin α tübülin eş boyamasına ait 

örnek fotoğraflar. A) Tirozin α tübülin boyaması, B) EB3 boyaması, C) EB3- Tirozin 

α tübülin eş boyamasına ait çakıştırılmış fotoğraflar. Bar: 10 μm 
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4.2.1. Floresan Yoğunluk ( Intensity) Analizi 

Nöritlerin başlangıcında ve uç kısımlarında yerleşen EB3 proteinlerinin 

miktarının belirlenebilmesi amacıyla floresan yoğunluk (intensity) analizleri 

gerçekleştirilmiştir. Nörit başlangıcından ve ucundan çekilen fotoğraflar Image J 

analiz programına aktarılmış, her iki bölgeyi içerisine alacak şekilde 200 µm²’lik 

alan belirlenmiştir. Bu alanda EB3 proteinlerinden gelen floresan sinyalin yoğunluğu 

ölçülmüştür. Tirozin α tübülin boyaması sayesinde ölçüm yapılan alanda (200 µm²) 

dinamik mikrotübüllerin kapladığı alan belirlenmiş ve EB3 proteinlerinden gelen 

sinyal mikrotübül alanına oranlanarak mikrotübülün 1 µm²’lik alanından gelen EB3 

sinyali belirlenmiştir. SMN ifadesi baskılanan hücrelerden elde edilen sonuçlar 

kontrol hücreler ile karşılaştırıldığında anlamlı bir farklılık saptanmamıştır. Bir 

hücreye ait nörit başlangıcından ve ucundan gelen EB3 sinyali oranlandığında da 

değişiklik saptanmamıştır. Sonuçlar Şekil 4.4’de gösterilmiştir. 

A) 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.4.  SMN gen ifadesi baskılanan NSC34 hücrelerinde EB3 floresan intensity 

analizi sonuçları. A) Nörit başlangıcında ve nörit ucunda seçilen 200 µm²’lik sabit 

alana ait örnek fotoğraflar, B) Nörit başlangıcı ve ucundan gelen EB3 floresan 

sinyalinin  yoğunluğu ve nörit başlangıcı/nörit ucu oranını gösteren sonuçlar. (3 

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

EB3 proteinleri dinamik mikrotübüllerin çoğunlukla pozitif uçlarında 

yerleşim göstermekte ve kuyruklu yıldız görüntüsünde olan bu kısımlar komet olarak 

adlandırılmaktadır. Komet analizleri amacıyla, 200 µm²’lik sabit alan içerisindeki 

dinamik mikrotübüllerin kapladığı alan tirozin α tübülin boyaması sayesinde 

belirlenmiştir. Mikrotübül üzerinde yerleşim gösteren noktasal yapıdaki kometlerin 

sayıları, uzunlukları ve kapladıkları alan Image J programının partikül analizi 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Analizler sırasında bir eşik değeri (threshold) 

belirlenmiş, tüm hücrelerde aynı eşik değeri kullanılmıştır. Bu sayede belirli bir 

piksel değerin altındaki sinyaller analize dahil edilmemiş, sadece en parlak kometler 

analiz edilmiştir. Komet yapıları ve analizlere ait örnek fotoğraflar Şekil 4.5’de 

sunulmuştur. 
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Şekil 4.5. NSC34 kontrol hücrelerinde EB3 proteinlerinin oluşturduğu A) komet 

yapılarına, B) analizlere görüntülerine ait örnek fotoğraflar. Kometler ok ile 

gösterilmiştir. Kırmızı: EB3, yeşil: tirozin α tübülin. Bar: 10 um 
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Sonuçlarımız, SMN gen ifadesi baskılanan hücrelerde mikrotübül üzerinde 

yerleşim gösteren komet sayısının kontrol hücrelere göre istatistiksel olarak anlamlı 

şekilde arttığını, bir kometin kapladığı alanın ise azaldığını göstermiştir. Kometlerin 

mikrotübül üzerinde kapladığı toplam alanda ve floresan yoğunlukta ise anlamlı bir 

fark saptanmamıştır. Sonuçlarımız Şekil 4.6’da gösterilmiştir. 
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  B)                                                                      C) 
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Şekil 4.6.  SMN ifadesi baskılanan NSC34 hücrelerinde komet analizi sonuçları. 

A) 200 um²’lik sabit alanda eşik değeri belirlenmesi sonrası kometlerin görüntüsüne 

ait örnek fotoğraflar. B) komet sayısı, C) bir kometin mikrotübül üzerinde kapladığı 

alan, D) kometlerin mikrotübül üzerinde toplam kapladıkları alan, E)  kometlerin 

toplamından gelen floresan yoğunluğa ait sonuçlar. 3 biyolojik replika, n=18, 

unpaired t-test, *p<0.05, **p<0.01.  
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EB3 yerleşim analizinden elde ettiğimiz sonuçlar birlikte 

değerlendirildiğinde, SMN gen ifadesi baskılanan hücrelerde nörit başlangıcından ve 

ucundan gelen toplam (serbest ve mikrotübül üzerindeki) EB3 sinyalinin 

yoğunluğunun kontrol hücrelere göre değişmediği saptanmıştır. SMN ifadesi 

baskılandığı durumda dinamik mikrotübüllerin ucunda yerleşim gösteren komet 

sayılarının arttığı, boylarının ise kısaldığı saptanmıştır. Mikrotübüller üzerinde 

kometlerin toplamının kapladığı alanın ve kometlerin floresan yoğunluğun ise 

değişmediği görülmüştür. Şekil 4.7’de komet analiz sonuçlarına ait veriler şematik 

olarak gösterilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.7. SMN gen ifadesi baskılanan hücrelerde komet analizlerinden elde edilen 

sonuçların şematik gösterimi. Sabit alan içerisinde dinamik mikrotübüllerin kapladığı 

alan yeşil ile, mikrotübülün 1 µm²’si başına düşen komet sayısındaki artış ve 

kometlerin kapladıkları alandaki azalma kırmızı ile gösterilmiştir.  
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4.3. Nörit Uzunluklarının Ölçülmesi 

SMN ifadesi baskılanan hücrelerde EB3 protein miktarındaki azalmanın 

hücrelerin nörit boylarındaki farklılıklardan dolayı olabileceği düşünülmüş, bu 

nedenle hücrelerin nörit boyları ölçülmüştür. Tirozin α tübülin boyaması yapılan 

hücreler floresan ataçmanlı inverted mikroskopta incelenmiş, fotoğraflanmış ve 

Image J programının Neuron J plug-in’i kullanılarak nörit boyları analiz edilmiştir. 

Hücre gövdesinin en az iki katı uzunluğunda olan uzantılar nörit olarak kabul 

edilmiştir. SMN siRNA transfekte edilen hücrelerin nörit boyları scrambled kontrol 

siRNA transfekte edilen hücreler ile karşılaştırılmış, istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark saptanmamıştır. Sonuçlar Şekil 4.8’de sunulmuştur. 

 

A)                                                                                      B) 

                                                                                       

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.8. NSC34 hücrelerinde nörit boyu analizleri. A) Nörit ölçümüne ait örnek 

fotoğraf, B) Nörit boyu analiz sonuçları. Mann-Whitney U, 3 biyolojik replika, 

>200/şart.  
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4.4. SMN ve MAP1B Gen İfadeleri Baskılanan Hücrelerde EB3 Protein       

       Miktar Analizi 

SMN ifadesi baskılanan hücrelerde EB3 proteininde saptadığımız azalmanın 

MAP1B proteini ile ilişkisinin araştırılması amacıyla, SMN ile birlikte MAP1B gen 

ifadesi de siRNA yöntemi ile baskılanmıştır. Eş-baskılama yapılan hücrelerde EB3 

protein miktarında azalma saptanmamış olup kontrol hücrelerle aynı düzeyde olduğu 

gösterilmiştir. (Şekil 4.9.) 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9. SMN ve MAP1B gen ifadeleri eş baskılanan hücrelerde EB3 protein 

miktarını gösteren Western Blot sonuçları.  
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5. TARTIŞMA 

  Sinir sistemi oluşturan nöronlar, özelleşmiş morfolojiye sahip hücrelerdir. 

Nöronlarda akzon ve dendrit yapılarının doğru şekillenmesi nöronların işlevini 

düzgün bir şekilde yerine getirebilmesini sağlamaktadır. Mikrotübüller akzon ve 

dendritlerin oluşumunda temel rol oynamakta olup bu iskelet elemanında oluşan 

yapısal ve işlevsel bozukluklar çok sayıda nörodejeneratif hastalık ile 

ilişkilendirilmektedir. Nörodejeneratif hastalıkların çoğunluğu proteinopatiler olarak 

adlandırılan ve yanlış protein katlanması nedeniyle agregat oluşumu gözlenen protein 

homeostazı hastalıklarıdır (35).  Farklı etiyojilere sahip nörodejeneratif hastalıklarda 

bu hastalıklarla ilişkili olarak birikim gözlenen proteinlerle birlikte hücre iskelet 

elemanlarının da (ör; nörofilamentler ve tau) biriktiği gözlenmiştir. Ayrıca hücre 

iskeletinde yapısal hatalar saptanmakta, ortak olarak akzonal transport ve sinaptik 

iletim etkilenmektedir (35, 36). Hüre iskeleti ağındaki bozuklukların, mitokondriyal 

fonksiyon bozukluğu ve oksidatif stres dahil olmak üzere farklı mekanizmaları 

indüklediği ve DNA hasar mekanizmalarını aktive ettiği düşünülmektedir. (36). 

Nörodejeneratif hastalıklardan biri olan SMA’da spesifik motor nöron 

tutulumu görülmekte, nöron morfolojisi bozulmakta ve nöronal iletimde zayıflık 

meydana gelmektedir. Bu nedenle son yıllarda yapılan çalışmalarda nöronal hücre 

iskeleti üzerinde yoğunlaşılmıştır. SMN proteininin hücre iskeleti elemanlarıyla 

ilişkisi olduğu ve eksikliğinde hücre iskeletinde bozulmalar meydana geldiği 

gösterilmiş, SMA’lı hayvan modellerinden kurulan primer nöron kültürlerinde ve 

nöron benzeri hücre hatlarında akzon uzama hataları saptanmış, profilin gibi aktine 

bağlanan proteinlerde ve düzenleyici sinyal yolaklarında da hatalar rapor edilmiştir. 

(12, 13, 37). SMN eksikliğinde hücre iskeletinin diğer önemli elemanı olan 

mikrotübüllerin depolimerizasyonunda görevli statmin proteininde ve stabilitenin 

sağlanmasında görevli Tau proteininde ifade veya fosforilasyon değişiklikleri 

gösterilmiş olmasına rağmen SMA hastalığında mikrotübül yapısı detaylı 

araştırılmamıştır. 

  Anabilim Dalı’mızda SMA hastalığının patomekanizmasının açıklanmasına 

yönelik olarak yaptığımız çalışmalarda, mikrotübüller üzerine odaklanılmış, in vitro 

ve in vivo hastalık modelleriyle yaptığımız önceki çalışmalarımızda hastalığın ciddi 

formunu yansıtan fare modeline ait omurilik dokularında pre- semptomatik dönemde 
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mikrotübül stabilitesinin kontrolünde görevli olan MAP1B protein düzeyinde artış 

saptanmıştır. Benzer sonuçlar SMN ifadesi siRNA ile baskılanan motor nöron 

benzeri NSC34 hücre hattında da gösterilmiştir. (Bora ve ark. yayımlanmamış veri)  

 Literatürde mikrotübül asosiye proteinlerden olan Tau ve MAP1B’nin 

mikrotübülün pozitif ucuna bağlanan EB1 ve EB3 proteinlerinin hücre içi 

yerleşimlerini değiştirdiği rapor edilmiştir (22). EB1 ve EB3 proteinleri, 

mikrotübülün büyüyen ucunda yerleşim gösteren ve mikrotübül uçlarında komet 

şekli oluşturan +TIP’lerin ana düzenleyicileridir. +TIP proteinlerini mikrotübüle 

bağlayarak mikrotübül uzamasında görev almaktadır. Mikrotübülün pozitif ucundaki 

polimerizasyon ve depolimerizasyonu kontrol ederek mikrotübül dinamiğinin 

sağlamaktadır. Bu nedenle, akzon uzaması, dendrit morfolojisinin oluşması ve axon 

initial segment (AIS) yapısının düzenlenmesinde kilit rol oynamaktadır. Nöronlarda 

ifade olan ve çoğunlukla akzonun distalinde yerleşim gösteren Tau proteini ile ilgili 

yapılan çalışmalarda, Tau proteininin EB’lere bağlanabildiği ve EB’lerin aşırı 

ifadesinin Tau’nun ekstraselüler ortama salgılanmasını arttırdığını göstermiştir (1, 

38)Bu nedenle EB’lerin, taupatilerde Tau’nun ekstraselüler ortama salgılanmasını 

kontrol eden proteinler olabileceği öne sürülmüştür  (38, 39). Başka bir mikrotübül 

asosiye protein olan MAP1B ile ilgili yapılan bir çalışmada ise MAP1B proteininin, 

EB1 ve EB3 proteinlerini sitoplazmada tutarak mikrotübülün pozitif ucu üzerindeki 

yerleşimlerini engellediği bildirilmiştir (23). 

Önceki bulgularımız literatür ile birlikte değerlendirilmiş ve SMN 

eksikliğinde ifadesi artan MAP1B’nin EB1 ve EB3 proteinlerinin ifade ve/veya 

yerleşimine etki edebileceği düşünülmüştür. Literatür araştırmalarımız sonucunda, 

SMN proteini eksikliğinde EB1 ve EB3 proteinlerinin ifade düzeyleri ve 

yerleşimlerine ait herhangi bir çalışma bulunamamıştır. Bu nedenle, MAP1B ve EB 

proteinleri arasındaki bağlantı araştırılmadan önce SMN eksikliğinde EB 

proteinlerinin ifade düzeyi ve yerleşimlerinin belirlenmesi gerektiği düşünülmüş ve 

bu tez çalışması gerçekleştirilmiştir.  

Tez çalışmasında motor nöron benzeri fare NSC34 hücre hattında SMN gen 

ifadesi siRNA yöntemi ile baskılanarak in vitro model oluşturulmuştur. SMN ifadesi 

baskılanan hücrelerde EB3 protein ifadesinin % 44 oranında azaldığı saptanmıştır. 

Protein ifadesindeki azalmanın MAP1B proteini ile ilişkisinin araştırılması amacıyla 
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yapılan ek çalışmada, SMN ile birlikte MAP1B gen ifadesi de baskılanmış ve EB3 

protein düzeylerinde azalma saptanmamıştır. Bu bulgularımız, SMN eksikliğinde 

EB3 protein miktarındaki azalmanın, MAP1B proteini ile ilişkili olabileceğine işaret 

etmekle birlikte ileri araştırmaların yapılması gerekmektedir. EB3 protein ifadesinde 

saptanan azalmanın transkripsiyon hızının ve/veya protein stabilitesinin 

azalmasından kaynaklanabileceği düşünülmüştür. EB3 proteininin, aktin bağlayıcı 

bir protein olan drebrin aracılığıyla aktin filamentine bağlanabildiği, bu sayede aktin-

mikrotübül bağlantısında görev aldığı bildirilmiştir (40). Bu nedenle EB3 protein 

miktarındaki azalmanın, EB3 ile kurulan protein komplekslerini etkileyebileceği, 

böylece aktin-mikrotübül bağlantısında değişikliklere neden olabileceği 

düşünülmüştür. Diğer bir +TIP proteini olan EB1’in farklı nöroblastoma hücrelerinde 

ifade olduğu bildirilmiş olmasına karşın, NSC34 hücreleri ile yaptığımız 

çalışmalarda endojen ifadesinin olmadığı gösterilmiştir. Bu nedenle çalışmalara EB3 

proteini ile devam edilmiş, SMN eksikliğinde EB3 proteinlerinin nörit 

başlangıcındaki ve ucundaki yerleşimlerini araştırmak üzere kantitatif mikroskobik 

analizler gerçekleştirilmiştir. SMN eksikliğinde nörit başlangıcında komet sayısında 

kontrol hücrelere göre istatistiksel olarak anlamlı bir artış, bir kometin mikrotübül 

üzerinde kapladığı alanda ise azalma saptanmıştır. Kometlerin kapladığı toplam 

alanda, komet floresan yoğunluğunda ve toplam (serbest ve mikrotübül ile ilişkili) 

EB3 floresan yoğunluğunda bir değişiklik saptanmamıştır.  

SMN eksikliğinde komet sayısında nörit başlangıcında yani MTOC bölgesine 

yakın bölgede saptadığımız artış, uzayan mikrotübüllerin fazlalığına işaret 

etmektedir. Ancak komet sayısında artış saptanmasına rağmen mikrotübül ucunda 

yeterli EB3 birikimi olmamakta ve komet alanı küçük kalmaktadır. Bu bulgularımız, 

SMN eksikliğinde mikrotübül ucunun hiperdinamik olduğuna işaret etmektedir. 

SMN eksikliğinde MAP1B proteininin artmış olduğunu önceki çalışmalarımızda 

göstermiş olmamız, MAP1B’nin EB3’ü tutarak mikrotübül ucuna bağlanmasını 

engellediğini düşündürmektedir. Bu tez çalışmasından elde ettiğimiz bulgular, tez 

önerisindeki hipotezimizi destekler niteliktedir.  
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Bu tez çalışması ile SMA patomekanizmasına EB3 proteinin katkısı ilk kez 

araştırılmış olup elde edilen sonuçların, SMN eksikliğinde mikrotübüllerin 

hiperdinamik yapıda olduklarına dair önceki bulgularımız ile uyumlu olduğu 

görülmüştür. 
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

6.1. Sonuçlar 

 Motor nöron benzeri NSC34 hücrelerinde SMN gen ifadesi siRNA yöntemi 

ile baskılanmıştır. Western blot çalışmaları sonucunda SMN gen ifadesinin 

%86 oranında baskılandığı gösterilmiştir. 

 SMN gen ifadesi baskılanan hücrelerde EB3 protein miktarı Western blot 

yöntemi ile araştırılmış ve kontrol hücrelere göre protein miktarının %44 

oranında azaldığı saptanmıştır. 

 NSC34 hücrelerinde endojen olarak EB1 protein ifadesi bulunmadığı 

gösterilmiştir. 

 EB3 proteinlerinin nöritlerin başlangıcında ve uç kısımlarındaki yerleşim 

değişikliğinin incelenmesi amacıyla floresan yoğunluk (intensity) analizleri 

gerçekleştirilmiştir. SMN ifadesi baskılanan hücreler kontrol hücreler ile 

karşılaştırıldığında, toplam (serbest ve mikrotübül üzerindeki) EB3 

proteinlerinden gelen floresan sinyalin yoğunluğunda anlamlı bir farklılık 

saptanmamıştır. 

 EB3 proteinlerinin dinamik mikrotübüllerin ucunda yerleştikleri ve komet 

olarak adlandırılan bölgeler analiz edilmiştir. Analizlerde dinamik 

mikrotübüllerin kapladığı alanlar tirozin α tübülin boyamaları ile 

belirlenmiş, mikrotübül alanına düşen kometlerin sayısı, alanı ve floresan 

yoğunluğu (intensity) ölçülmüştür. SMN gen ifadesi baskılanan hücrelerde 

mikrotübül üzerinde yerleşim gösteren komet sayısının kontrol hücrelere 

göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde arttığı saptanmıştır. Bir kometin 

kapladığı alanın ise istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaldığını 

gösterilmiştir. Kometlerin toplamının mikrotübül üzerinde kapladığı alanın 

ve bu alandan gelen floresan yoğunluğun ise değişmediği saptanmıştır. 

 Tez önerisinde yer almayan ek çalışmalar gerçekleştirilerek, NSC34 

hücrelerinde SMN eksikliğinde EB3 proteininde saptanan azalmanın 

nedenleri araştırılmıştır. Bu çalışmalarda: 

-SMN ifadesindeki baskılanmanın hücrelerin nörit boylarında                                                                                                                                 

kısalmaya neden olabileceği ve EB3 miktarının bu nedenle azalmış 



46 
 

olabileceği düşünülerek nörit boyu analizleri gerçekleştirilmiş, kontrol 

hücrelere göre anlamlı bir fark saptanmamıştır. EB3 protein miktarındaki 

azalma hücrelerin nörit boyları ile ilişkili bulunmamıştır. 

-SMN eksikliğinde azalan EB3 protein miktarının, daha önceki çalışmalarda 

ifade artışı saptadığımız MAP1B proteini ile olan ilişkisi araştırılmıştır. Bu a 

amaçla SMN ile birlikte MAP1B gen ifadesi de baskılanmış, eş-baskılama 

yapılan hücrelerde EB3 protein miktarının kontrol hücrelerdeki seviyesine 

geri döndüğü gösterilmiştir. Sonuçlarımız, EB3 protein ifadesindeki 

azalmanın SMN eksikliğinde ifadesi artan MAP1B proteini ile ilişkili 

olabileceğine işaret etmektedir. 

     6.2. Öneriler      

 SMN ifadesi baskılanan hücrelerde EB3 protein miktarında 

saptadığımız azalmanın moleküler mekanizmasının açıklanabilmesi 

amacıyla EB3 gen ifadesinin RNA düzeyinde incelenmesi, böylece 

ifade değişikliğinin transkripsiyonel olup olmadığının araştırılması 

önerimizdir. RNA düzeyinde fark saptanmaması durumunda protein 

stabilitesindeki değişikliklerin araştırılması yoluna gidilebilir. 

 EB3 protein miktarındaki azalmanın EB3 ile bağlanan diğer pozitif uç 

proteinlerine ve mikrotübülün EB3 ile ilişkili olan fonksiyonları üzerine 

etkileri araştırılabilir. 

 NSC34 hücre hattından elde edilen sonuçların, kültür ortamında daha 

uzun süreli olarak farklılaştırılabilen başka bir nöron benzeri hücre 

hattında (örneğin PC12) gösterilmesi, protein ifadesindeki azalmanın 

nörit boyları üzerindeki etkilerinin incelenmesi açısından katkı 

sağlayacaktır. 
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8. EKLER 

8.1. EK-1 Tez Çalışması için Gerekli Etik Kurul İzni 
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8.2. EK-2 Orjinallik Raporu 
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8.3. EK-3 Dijital Makbuz 
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