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OZET

Balci, B. Beta galaktozid alfa-2,6-siyaliltransferaz (ST6Gall)'in Sporadik
Inkliizyon Cisimcik Miyoziti (sSIBM) patogenezindeki roliiniin in vitro model
olusturularak arastirilmasi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Program Doktora Tezi, Ankara, 2008. sIBM, 50 yas ve iizerindeki
bireylerde en sik karsilasilan dejeneratif kas hastaligi olup, su ana kadar nedenleri ve
basarili bir tedavi yaklasimi bulunamamistir. Kalitsal formu olan hIBM ise, siyalik
asit biyosentezinin ilk iki asamasinda gorevli GNE enzimini kodlayan gende
meydana gelen mutasyonlar sonucunda olusmaktadir. Hem hIBM hem de sIBM'de
dejenerasyon yolagini baglatan mekanizmalar aydinlatilamamis olsa da, anahtar
patojenik rolii AP birikiminin oynadigi diisiiniilmektedir. Toksik AP, APP'min
sirasityla B ve vy sekretazlar tarafindan kesilmesi sonucunda olusur. BACEI1, B
sekretaz olup APP’nin ilk kesim enzimidir. BACE1’in temel substratt ST6Gall dir.
ST6Gall enzimleri, BACE1 enzimi tarafindan proteolitik kesime ugrayarak katalitik
bolgeleri ile birlikte ¢oziinlir formda viicut sivilarina salgilanirlar. Salgilanan
ST6Gall’in hiicre digmna salgilanan ¢6ziiniir glikoproteinlere o-2,6 siyalik asit
birimleri ekledigi diistiniilmektedir. IBM hastaliginin her iki formunda da ST6Gall
enziminin ifade diizeyi ve hiicre disina salgilanma seviyesi ile ilgili bir calisma su
ana kadar yapilmamistir. GNE genindeki mutasyonlara bagli olarak siyalik asit
biyosentezindeki bozukluklarin hIBM hastaliginin patogenezini olusturdugu
bilinmektedir. Ancak, sIBM’de siyalik asit biyosentezi dogru sekilde
gerceklestiginden, ST6Gall’in IBM patolojik yolaginin herhangi bir noktasinda
islevi olup olmadigi arastirilmamistir. Tez ¢aligmamiz kapsaminda, sIBM hiicre
kiltiir modelinin olusturulmasi ve bu modeli kullanarak ST6Gall enziminin sIBM
patogenezindeki olasi roliiniin arastirilmasi amaglanmistir.  Bu amagla, C2CI12
hiicrelerinde APP’nin yiiksek diizeyde ifadesi saglanarak sIBM hiicre kiiltiir modeli
olusturulmustur. Transfekte edilmis C2C12 hiicrelerindeki ve hiicre Kkiiltiir
ortamindaki proteinler izole edildikten sonra Western Blot analizine alinarak,
ST6Gall enziminin hiicre i¢i ve salgilanan formlar1 kontrol hiicrelerle karsilastirmali
olarak analiz edilmistir. Calismamiz sonucunda APP'nin yliksek diizeyde ifadesinin
saglandigi C2C12 hiicrelerinde, ST6Gall enziminin hiicre i¢i formunun ifade
diizeyinin ve ST6Gall salgilanma seviyesinin arttig1 sonucuna ulasilmstir.

Anahtar Kelimeler: sIBM, AB, APP, ST6Gall, hiicre kiiltlir modeli.

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi (Proje no:
03.02.101.029) ve TUBITAK (Proje no: SBAG-3722, 107S228) tarafindan
desteklenmistir.
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ABSTRACT

Balc1 B. Identification of the role of beta galactoside alpha-2,6-sialyltransferase
(ST6Gall) in the pathogenesis of Sporadic Inclusion Body Myositis (s-IBM) by
the use of an in-vitro culture model. Hacettepe University Institute of Health
Sciences, Ph.D. Thesis in Medical Biology, Ankara, 2008. Sporadic inclusion body
myositis (s-IBM), the most common muscle disease of persons aged 50 years and
older is of unknown cause and unconfirmed pathogenesis. No consistently succesful
treatment is available. Hereditary form of sIBM that is called h-IBM, results from
mutations in the GNE gene which encodes a bifunctional enzyme that catalyses the
first two steps committed toward sialic acid biosynthesis. Accumulation of A plays
a key pathogenic role in the development of both the sporadic and hereditary forms
of this disease. Toxic AP is formed after sequential cleavage of the APP by j-
secretases and y-secretases. BACEI is the major B-secretase for generation of toxic
AP peptides. It has been implicated in the proteolytic processing of another
physiological substrate other than APP, which is ST6Gall. ST6Gall is secreted with
its catalytic domain after proteolytic cleavage by BACEIL. The biological
significance and function of soluble ST6Gall in body fluid has been a mystery for
many years. It has been suggested that cleavage and secretion of ST6Gall enhances
the 0-2,6 sialylation of soluble glycoprotein substrates. In both forms of IBM, the
expression and secretion level of ST6Gall enzyme are not known. Loss of GNE
activity in h-IBM is thought to impair sialic acid production and interfere with proper
sialylation of glycoconjugates. But it remained unclear if ST6Gall enzyme affects
sIBM pathogenesis since sialic acid biosynthesis is unaffected in s-IBM. In this
study, our aim was to establish a cell culture model of s-IBM for investigation of the
role of ST6Gall in the pathogenesis of s-IBM. For this purpose, we developed a cell
culture model of s-IBM induced by overexpression of APP in C2C12 mouse
myogenic cell line. We then analyzed the effect of overexpression of APP on
expression and secretion of ST6Gall. Control and transfected cell culture lysate and
culture media were collected and the protein samples were subjected to Western Blot
analysis. The results of our study shows that, APP overexpression in C2C12 cells
increases the expression and the secretion of ST6Gall enzyme.

Key Words: sIBM, AB, APP, ST6Gall, cell culture model.

Supported by Hacettepe University Research Fund (Project no: 03.02.101.029) and
TUBITAK (Project no: SBAG-3722, 107S228).
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1. GIRIS

1.1. Kuramsal Yaklasimlar

Sporadik Inkliizyon Cisimcik Miyoziti (sSIBM) ilerleyen yasa bagl olarak
ortaya ¢ikan ve 50 yas ve iizerindeki bireylerde en sik karsilagilan dejeneratif kas
hastaligidir (9,13). Giliniimiize kadar sIBM hastaliginin molekiiler temelleri tam
olarak agikliga kavusturulamadigindan hastalik i¢in basarili bir tedavi yaklasimi da

bulunamamastir (47).

sIBM’in kalitsal formu olan Kalitsal Inkliizyon Cisimcik Miyopatisi
(hIBM)’nin patolojik ozellikleri sIBM ile benzer olmasma karsilik, hIBM'de
hastaligin klinik bulgular1 daha erken yaslarda (20-30 yas) ortaya ¢ikmaktadir (12).
Gliniimiize kadar hIBM'den sorumlu oldugu gosterilen tek gen, 9p12-13 kromozom
bolgesinde bulunan ve "UDP-N-asetilglukozamin-2-epimeraz/N-asetilmannozamin
kinaz" (GNE) enzimini kodlayan GNE genidir (26). GNE enzimi siyalik asit
sentezinin ilk iki asamasinda gorevlidir (37). GNE geninde goriilen mutasyonlar
sonucu, hIBM hastaliginda siyalik asit biyosentezinin azalmis oldugu bilinmektedir
(26). sIBM hastaliginda ise siyalik asit biyolojisindeki herhangi bir degisikligin

patolojik tablonun olusum basamaklarinda rolii olup olmadig1 arastirilmamagtir.

IBM kas dejenerasyonundaki temel mekanizmalar aydinlatilamamais olsa da,
hastaligin olusumundaki anahtar patojenik rolii toksik Amiloid B (AP) birikiminin ve
bu birikimden sorumlu olan Amyloid beta A4 protein precursor (APP)’nin oynadigi
diistiniilmektedir (6,55). Toksik AP, APP'nin sirasiyla B ve y sekretazlar tarafindan
kesilmesi sonucunda olusur. APP’nin ilk kesim enzimi olan B sekretaz, Beta-site
APP cleaving enzyme 1 (BACEL)'dir (45,46,77). APP’nin olmadig1 nekrotik sIBM
kas liflerinde BACEI ifade diizeyinin yiliksek oldugunun saptanmasi bu enzimin APP
disinda farkli substratlar1 olabilecegini ortaya koymustur (25). Yapilan arastirmalar,
BACE1’in Golgi’de yerlesik bir glikoziltransferaz olan beta galaktozidaz alfa-2,6-
siyaliltransferaz (ST6Gall)'in proteolitik kesiminden sorumlu oldugunu gostermistir

(41). BACE1 enzimi tarafindan proteolitik kesime ugrayan ST6Gall enzimleri,



¢Oziiniir formda viicut sivilarina salgilanirlar (57,58). Salgilanan ST6Gall’in ¢oziiniir
glikoproteinlerin  a-2,6 siyalasyonundan sorumlu oldugu bilinmektedir. IBM
hastaliginin her iki formunda da ST6Gall enziminin ifade diizeyi ve ST6Gall
enziminin hiicre disina salgilanma seviyesi ile ilgili bir calisma su ana kadar

yapilmamigtir.

1.2. Amac¢ ve Varsayimlar

GNE geninde goriilen mutasyonlar sonucu, hIBM hastaliginda siyalik asit
biyosentezinin azalmig oldugu bilinmesine karsilik (26), sIBM hastaliginda siyalik
asit biyolojisindeki herhangi bir degisikligin patolojik tablonun olusum

basamaklarinda rolii olup olmadig: arastirilmamastir.

Tez caligmasi kapsaminda Amiloid B plaklarmin olusumu ile karakterize
dejeneratif bir kas hastalig1 olan sIBM’in hiicre kiiltiir modelinin olusturulmasi ve bu
modeli kullanarak glikoproteinlere a-2,6 bagi ile siyalik asit birimlerinin
eklenmesinden sorumlu ST6Gall enziminin sIBM patogenezindeki olasi roliiniin
arastirilmasi amaclanmistir. Bu dogrultuda, sIBM hiicre kiiltiir modelinde ST6Gall
enziminin ifade diizeyi ve buna bagl olarak ST6Gall’in hiicre digina salgilanma

seviyesinin degisip degismedigi arastirilmistir.

Tez calismasi kapsaminda gelistirmis oldugumuz sIBM hiicre kiiltiir models;
hastaligin patogenezinin aydinlatilmasina yonelik caligmalarda kullanilabilecek bir

model olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.sIBM

sIBM, klinik belirtileri yagla beraber ilerleyen, yliksek derecede kas
giicsiizligliniin ortaya ¢ikmasiyla karakterize, ileri donemde kas atrofisi ve nekrozun
saptandigi, ileri yastaki bireylerde en sik karsilagilan dejeneratif kas hastaligidir
(9,13,80). sIBM hastaliginin insidansi yasa bagli olarak artis géstermekte ve hastalik
bulgular1 genellikle 50 yasindan sonra ortaya ¢ikmaktadir. Prevelansi 4-9/1.000.000
olan sIBM i¢in bu oran, 50 yas iizerindeki bireylerde 35/1.000.000 olarak
saptanmustir (72).

Klinik bulgularina bakildiginda, kuadriseps kaslari, bilekler ve parmak
fleksorleri basta olmak iizere asimetrik proksimal ve distal kas gligsiizliigii hastaligin
tipik 6zelligidir. On kolda gozlenen atrofi karakteristik bir 6zellik olmakla beraber
parmak ve bileklerde gozlenen giligsiizliik tablosu da bu bulgularla birlikte
gozlenmektedir. Hastalarin serum kreatin kinaz (CPK) diizeyleri normal veya
minimal diizeyde yiikselmis olarak gozlenir. Hastalik farkli yas gruplarindaki
bireylerde gozlense de, semptomlar genellikle 50 yasindan sonra baglar ve 5-10 yil

icerisinde bireylerin normal yasam aktivitelerini etkileyecek diizeye gelir (5,10,64).
2.2. sIBM Hastahiginin Histolojik ve Patolojik Ozellikleri

sIBM hastaliginin histopatolojik fenotipinde karakteristik olarak, bazofilik
graniillii vakuoller, erken donemde en fazla olacak sekilde farkli derecelerde CD8+
sitotoksik T hiicreleri infiltrasyonu, AP plaklar1 ve yiiksek diizeyde fosforillenmis
Tau iceren Paired Helical Filament (PHF) kiimeleri seklinde iki tip inkliizyon
gozlenmektedir (8-10).

sIBM kas biyopsisi 151k mikroskobu altinda incelendiginde farkli derecelerde
lenfositik mononiikleer hiicre infiltrasyonu, kirmizi ve yesil boyanmis vakuoller,
ragged-red lifler, sitokrom c oksidaz igermeyen kas lifleri ve atrofik lifler en belirgin

ozellikler olarak gozlenmektedir (8,23) (Sekil 2.1). Kongo kirmizisi, thioflavine S



veya kristal viyole ile boyanma sonucunda ise vakuol igeren kas liflerinin %60-80’lik
kisminin ¢oziinmeyen fibril yapisindaki protein birikimleri olan amiloid yapilarini
icerdigi saptanmaktadir. Vakuoller ¢ok kiiciik ve smnirli sayidaki kas lifinde
gozlendiginden sIBM iskelet kas biyopsilerinde amiloid birikimi gozlemek her

zaman mimkiin degildir (48).

sIBM hastaliginin tanisi, karakteristik klinik bulgulara eslik eden nekrotik
olmayan kas lifi infiltrasyonu ve kas biyopsisinde vakuollerin, Kongo kirmizisi,
thioflavine S veya kristal viyole ile boyanma sonucunda amiloid birikimlerinin ya da
elektron mikroskobunda tiibiilofilamentdz yapilarin gosterilmesi esasina dayanir

(23).

Sekil 2.1. sIBM iskelet kas biyopsisinin karakteristik histolojik o6zellikleri. A)
Hematoksilen-eozin boyamasi ile saglikli kas lifleri etrafinda gozlenen inflamasyon
odaklar1 ve vakuoller iceren kas lifleri, B) kristal viyole boyamasi sonucunda hiicre
igerisinde kirmizi renkte goézlenen amiloid birikimi, C) sitokrom c oksidaz ile
boyama vermeyen kas lifleri, D) Kongo kirmizisi boyamasi ile ¢ift kirinimli polarize

151k altinda yesil renk veren amiloid birikimleri (23).



sIBM hastaligiin 6zgiil 6zelliklerinden biri de toksik AP basta olmak iizere
Alzheimer hasta beyninde karakteristik olan proteinlerin (APP ve farkli epitoplari,
yiiksek diizeyde fosforillenmis tau, al-antikimotripsin, apolipoprotein E, ubikiitin,
presenilin-1, hiicresel prion proteini, vb.) inkliizyonlar igerisindeki birikimidir (8-10).
Normal bir kas lifi gelisiminde yalnizca Noromiiskiiler Bileske (NMB) bolgesindeki
cekirdeklerde aktif olan genler, IBM kas lifleri boyunca biitiin ¢ekirdeklerde aktif
haldedir. Bu nedenle, normalde NMB boélgesinde islev goren 6zgiil proteinler (Tau

haric), IBM hastaliginda hiicre i¢inde birikir (7).

2.3. sIBM Hastahigi ve Nedenleri

Erkeklerde kadinlara gore daha sik rastlanan sIBM kas hastaliginin etiyolojisi
ve patogenezi bilinmemekte fakat ¢ok etmenli bir hastalik olan sSIBM’in olusumunda
bir¢cok gen ve cevresel faktoriin (oksidatif stres, yaslanmis hiicresel ortam, viriisler,

vb.) etkisinin oldugu diisiiniilmektedir (13).

sIBM hastaliginin nedenine yonelik olarak iki farkli hipotez s6z konusudur.
Bunlardan ilki; bilinmeyen bir nedenle meydana gelmis olan inflamasyonun hastalik
tablosunun ortaya ¢ikma nedeni olup, kas lifi dejenerasyonu ve protein birikimlerinin
inflamasyonun sonucu oldugu yoniindedir (23). Kronik kas inflamasyonu tablosunda
gozlenen T hiicre cevab1 sIBM hastaligin1 otoimmiin hastaliklar grubuna dahil etse
de diger inflamatuar miyopatilerden (Polimiyozit, Dermatomiyozit, vb.) farkli olarak
bu hastalik icin etkin bir tedavi yaklasimi su ana kadar gelistirilememistir. Bazi
bireylerde kisa donemde semptomlarda geriye doniis gozlenmekle beraber, sIBM
hastaligl i¢in immiin sistemi baskilayici ajanlarla (kortikosteroidler, metotreksat,
azatiopiirin, siklosporin, siklofosfamid, vb.) uzun siireli bir tedavi s6zkonusu degildir
(9,47). Bu nedenle arastiricilarin biiyiik bir kismi1 sIBM hastaligini inflamatuar

miyopatiler grubuna dahil etmemektedir.

Hastaligin baslangi¢ yolagi bilinmese de ikinci ve en ¢ok kabul goren hipotez
ise; sIBM’in hiicresel yaslanmanin goriildiigi kas liflerinde meydana gelen

dejeneratif bir hastalilk oldugu ve hiicrelerde gozlenen patojenik protein



birikimlerinin, proteozom inhibisyonunun ve endoplazmik retikulum (ER) stresinin

hastaligin ve inflamasyon tablosunun ortaya ¢ikis nedeni oldugu yoniindedir (15).

sIBM hastaliginda diger kas hastaliklarindan farkli olarak gézlenen klinik,
histopatolojik ve immiinolojik Ozellikler, son yillarda bu hastaligin molekiiler

temellerini aydinlatma ¢aligmalarini hizlandirmastir.

2.4. hIBM

sIBM’in kalitsal formu olan hIBM, 1993 yilinda tanimlanmistir (1). hIBM
hastaliginin ¢ogu patolojik 6zelligi sIBM ile benzer olmasma karsilik, hIBM'de
hastaligin klinik bulgular1 daha erken yaslarda (20-30 yas) ortaya ¢ikmakta ve bu
hastalarin iskelet kaslarinda lenfositik inflamasyon gozlenmemektedir (12).
Histopatolojik 6zelliklerine gore farkli alt gruplara ayrilabilen hIBM, otozomal
resesif veya otozomal dominant olarak kalitilmaktadir (5). Giiniimiize kadar
hIBM'den sorumlu oldugu gosterilen tek gen, 9pl12-13 kromozom bdlgesinde
bulunan ve GNE enzimini kodlayan GNE genidir (26). iki islevli (kinaz ve epimeraz
aktivitesi) bir enzim olan GNE, siyalik asit sentezinin ilk iki asamasinda gorevlidir.
GNE genindeki mutasyonlar sonucunda enzimin etkinliginin azalmasi, siyalik asitin
yeterli miktarda olusamamasma ve glikokonjugatlarinin ¢oguna siyalik asit
takilamamasina neden olur (37). Ancak, hIBM hastalarinda GNE enziminin
etkinliginin azalmasinin  hastaligin  patogenezine ne sekilde etki ettigi

bilinmemektedir (26).

2.5. IBM ve Toksik Ap Birikimi

IBM hastaligmin kalitsal ve sporadik formlarinin ortaya ¢ikmasinda rol
oynayan mekanizmalar ve rol alan proteinler tam olarak aydinlatilamamakla beraber
her iki hastaliktaki farkli nedenlerin ortak bir patolojik yolaga neden oldugu ve bu
yolagin vakuoler kas lifi dejenerasyonu ile sonuglandigir bilinmektedir. Temel
mekanizmalar aydinlatilamamis olsa da, her iki hastalikda da anahtar patojenik rolii

toksik AP birikiminin ve bu birikimden sorumlu olan APP'nin oynadigi



diisiiniilmektedir (6,55). Yapilan ¢aligmalarla, adenoviriisler araciligiyla hiicre kiiltiir
ortamindaki kas liflerine APP gen transferi yapildiginda IBM tipi patolojik
birikimlerin ve vakuollerin olusumu gozlenmis, ayrica yiiksek diizeyde APP ifadesi
gorilen erigkin transgenik fare modelinde IBM fenotipinin ortaya ¢iktigi saptanmistir

(3,68).

IBM, merkezi sinir sistemi disinda APP’nin kesim iiriinii olan AB peptidinin
patolojik birikiminin gézlendigi tek hastaliktir (48). APP, tip I zar proteinidir ve 21.
kromozomdaki APP geninden sentezlenmektedir. Alternatif splicing ile APP
mRNA’sindan 670-770 amino asit i¢eren sekiz izoform olugmaktadir. Kas liflerinde
AP, 751 aminoasit igeren, frans Golgi ve endozomda yerlesik olan APP’nin

endoproteolitik kesimi sonucunda olusur (76).

Yeni sentezlenen APP bir siyaloproteindir ve translasyon sonrasi
degisiklikler i¢in ER ve Golgi’ye gider. Bu asamadan sonra APP, plazma zarina
yerlesir ve burada a ve 7y sekretazlar ile endoproteolitik kesime ugrar. Kesim
sonrasinda elde edilen {irlinler toksik olmayan sAPPa ve CTsgs pargaciklaridir.
APP’nin fizyolojik islevi tam olarak aydinlatilamamakla beraber, akson gelisimi,
sinaptik olusum, sinyal iletimi, kas gelisimi, NMB olusumu, hiicre adhezyonu,
hiicreler arasi iletisim ve ndron hasarina yonelik tamirde gesitli islevleri oldugu
diistiniilmektedir (19,38,56,60). Ayrica yapilan bir calismada plazma zarinda
APP’nin o ve y sekretazlar ile kesilmesinden sonra ortaya ¢ikan SAPPa’nin in vitro

kosullarda noral kok hiicrelerinin ¢ogalmasini arttirdigi gosterilmistir (17).

APP ii¢ proteolitik enzim tarafindan kesilmektedir. Bu enzimler a, f ve y
sekretaz enzimleridir. Saglikli hiicrelerde APP, sirasiyla a ve y sekretazlar tarafindan
amino (NH;) ve karboksil (COOH) uglarindan islenme yolunu secerken (45), AD ve
IBM'de ilk kesim P sekretazlar (BACE1/BACE2) tarafindan gerceklesir (46,76)
(Sekil 2.2.). BACE1 ve BACE2 aspartil proteaz ailesine dahil glikozillenmis
transmembran proteinleri olup Golgi ve endozomda yerlesiktirler. BACE1 enzimi,
toksik AP parcaciklarmin temel {iireticisidir (76). APP’nin BACE1 enzimi tarafindan

kesime ugramasi sonucunda CTgg ad1 verilen parcacik ve takiben y sekretaz enzimi



ile gerceklesen kesimi sonucunda A4 ya da APy, iriinleri olusmaktadir. Olusan
APy, lrlinii AP4o Urliniine oranla daha hidrofobiktir ve fibril olusumuna daha
egilimlidir (39). Ayrica yapilan aragtirmalarda Alzheimer hastaligina yol acan B ve y
sekretazlarin  kesim bdlgelerine yakin bdlgelerde yerlesim gdsteren APP
mutasyonlarinin da Ay, triiniiniin olusumunu, B sekretaz kesim bdlgesine yakin

mutasyonlarin ise hem A4 hem de APy, liretimini arttirdigr gosterilmistir (18,20).

o

Hiicre zan

APP

NH, -

k

9

B

(BACE)

Sekil 2.2. APP 6nciil peptidinin endoproteolitik olarak kesimi (45,46).



2.6. ST6Gall ve Onemi

BACE1l normal kas liflerinde diisilk seviyede ifade -edilirken, IBM
hastaliginda gen ifadesinin arttig1 saptanmis ve yapilan ¢alismalarda hiicre i¢inde A
ve APP ile beraber yerlesim gosterdigi tespit edilmistir. BACEIL, toksik AB’nin
olusumunda kritik rol oynayan ilk kesim enzimi oldugundan, bu proteazin
inhibisyonuna neden olan faktorlerin saptanmasi ve gelistirilmesi Alzheimer ve IBM

hastaliklar i¢in popiiler tedavi yaklasimlar1 haline gelmistir (77).

1995 yilinda De Strooper ve grubunun yapmis oldugu ¢alisma sonucunda,
APP’nin olmadig1 nekrotik sIBM kas liflerinde BACE1 ifade diizeyinin yiiksek
oldugu saptanmis ve bu enzimin APP disinda farkli substratlar1 oldugu diisiincesi
dogmustur (25). 2001 yilinda ise BACEI enziminin Golgi’de yerlesik olarak bulunan
bir glikoziltransferaz olan ve tip Il zar proteinleri ailesine dahil ST6Gall'in

proteolitik kesiminden sorumlu oldugu gosterilmistir (41).

ST6Gall, ilk kez 1990 yilinda Grundmann ve dig. (35) tarafindan
klonlanmistir. 406 aminoasitten olusan, 46,6 kDa. agirliginda olan ve iki N
glikolizasyon bolgesi iceren ST6Gall enzimi, seker vericisi olarak CMP-NeuNAC
(Cytidine 5'-monophospho-N-acetyl neuraminic acid)’yi kullanir. Siyalik asitlerin a-
2,6 bagt ile tip II disakkaritlerin ucunda bulunan galaktoz birimlerine
aktarilmasindan sorumludur. Bu disakkaritler ise N- veya O-bagl oligosakkaritlerin

ucunda N-asetilgalaktozamin {initesi olarak bulunurlar.

ST6Gall enzimleri Golgi aparatinin frans sisterna ve trans Golgi aginda
yerlesik olarak bulunurlar (Sekil 2.3). Diger siyaliltransferaz protein ailesi tiyelerine
benzer sekilde; 3-11 aminoasitlik kisa NH; ucunun bulundugu sitoplazmik bdlge, 16-
20 aminoasitlik zara yerlesim sinyalini iceren bdlge, 30-200 aminoasitlik govde
bolgesi ve 300-350 aminoasitlik COOH ucunun bulundugu katalitik bélgeden olugur
(43,74). ST6Gall enzimleri, BACE1 enzimi tarafindan govde bolgesinden proteolitik
kesime ugrayarak katalitik bolgeleri ile birlikte ¢oziliniir formda viicut sivilarina

salgilanirlar (57,58).
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A\ Katalitik bolge
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NH,

Sekil 2.3. ST6Gall enziminin topolojisi (TMD: transmembrane domain) (79).

(Coziiniir glikoproteinlerin biyolojik dnemi halen tartisilmaktadir. Fakat, 2007
yilinda Sugimoto ve dig. (70) tarafindan yapilan bir c¢aligma ile salgilanan
ST6Gall’in ¢oziiniir glikoproteinlerin a-2,6 siyalasyonundaki rolii ortaya konmustur.
Hiicre disinda seker verici substratlar bulunmadigindan, ST6Gall enziminin hiicre
disina salgilandiktan sonra katalitik olarak islev gormesi miimkiin degildir. Kesim
sonrasi salgilanan formun Golgi’de, trans Golgi aginda ve salgi1 keseciklerinde tespit
edilmesi ile, ST6Gall enziminin salgilanan formunun hiicre igerisinde islev
gosterdigi ortaya konulmustur. Tam olarak islevi ve substratlar1 bilinmemekle
birlikte ¢esitli immiinolojik reaksiyonlar1 diizenlemek amaciyla akut faz hepatik
reaksiyonlarda ST6Gall’in hiicre disina salgilanmasinin arttigi  bilinmektedir
(21,24,27). Ancak yapilan ¢alisma ile; Hep3B (insan karaciger karsinoma hiicre
hatt1) hiicrelerinde BACE1 ve ST6Gall’in yliksek diizeyde ifade ettirilmesiyle hiicre
yiizeyinde bulunan glikoproteinlerin siyalasyonu etkilenmezken, hiicre disina
salgilanan ¢Oziiniir glikoproteinlerin a-2,6 siyalasyonunun arttig1 gdzlenmistir.
BACEI1 knock-out fare modelinde ise plazma proteinlerinde diisiik seviyede a-2,6
siyalasyonun gozlenmesi, salgilanan ST6Gall’in ¢oziinlir glikoproteinlerin

siyalasyonundan sorumlu oldugunu desteklemistir (70).
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2.7. ST6Gall ve sSIBM Patolojik Yolagindaki Olasi Islevi

BACE]1 enziminin iki substrati olan ST6Gall ve kalitsal Alzheimer’a neden
olan mutasyonu igeren APPsw (Swedish type familial Alzheimer’s disease mutation)
ayn1 anda COS-7 (insan embriyonik bobrek hiicre hatti) hiicrelerinde yiiksek diizeyde
ifade ettirildiginde, hiicrelerden ST6Gall salgilanmasi azalmistir. Bu calismada
enzimin Oncelikli substrat olarak ifade diizeyi artmis olan APPsw’yi se¢ebilecegi, bu
nedenle ST6Gall’in kesilememesine bagli olarak hiicre disina salgilanma seviyesinin

azalmis olabilecegi onerilmistir (41).

ST6Gall’in BACE1 enzimi tarafindan kesilmemesi ve oligosakkaritlerin son
sekeri olan siyalik asidi substrati olan glikokonjugatlara takamamasi; hiicre-hiicre
taninmasi, hiicre-matris etkilesimi, serum glikoproteinlerinin dolasimi, karbohidrat
gruplarinin maskelenmesi ile hiicre taninmasinin Onlenmesi, almag¢ islevi, vb.
hiicredeki bircok Onemli biyolojik islevin ger¢eklesememesine neden olacaktir
(61,63). IBM hastaliginda, BACE1’in hangi substratini isleme yolunu sececegi ve
salgilanan ST6Gall'in islevi olup olmadiginin arastirilmasi ile ilgili olarak su ana

kadar bir ¢alisma yapilmamistir (Sekil 2.4).

salgilanan
5T6Gal

hiicre
membram

Sekil 2.4. BACEI enzimi ve substratlarinin hiicre igerisindeki yerlesimleri (42).
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2006 yilinda Tadokoro ve dig. (71) tarafindan yapilan bir arastirmada, insan
diploid fibroblast hiicrelerinin in vitro ortamdaki yaslanma siireclerine bagli olarak
ST6Gall ifade diizeyinin ve hiicre yiizeyindeki glikoproteinlerin a-2,6 siyalasyon
diizeylerinin belirgin sekilde azaldigi gosterilmistir. Fakat, sIBM hastaliginda
ST6Gall ifadesinin ne sekilde degistigi ile ilgili bir bilgi mevcut degildir. In vitro
ortamda yapilan bir baska calismada ise APP’nin a-2,6 siyalasyonunun, Onciil
proteinin metabolik dongiisiinii hizlandirdigi yoniinde O©nemli bulgular elde
edilmistir. Neuro2A (albino fare noroblastom hiicre hatti) hiicrelerinde ST6Gall
ifadesinin artisinin APP’nin 0-2,6 siyalasyonunu arttirdigini ve bu artisin APP’nin
BACEI enzimi tarafindan islenmesini hizlandirip toksik metabolitlerin birikimini
kolaylastirdig1r saptanmistir (53). Bu bulgular 1s18inda, normal hiicre yaslanmasi
stirecinde azalmasi1 gereken ST6Gall ifadesinin, sSIBM patolojik yolaginda ne sekilde
bir degisim gosterdigi ve bununla birlikte BACE1 enziminin hangi substratini isleme

yolunu segecegi, soru isaretleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

GNE genindeki mutasyonlara bagli olarak siyalik asit biyosentezindeki
bozukluklarin hIBM hastaliginin patogenezini olusturdugu bilinmektedir (26). Fakat,
sIBM’de siyalik asit biyosentezi dogru sekilde gerceklestiginden, siyalik asitin sSIBM

patolojik yolaginin herhangi bir noktasinda islevi olup olmadigi arastirilmamastir.

sIBM kas liflerinde bagta APP olmak {izere bir¢ok proteinin ifade diizeyinin
arttig1 bilinmektedir (8-10). Bu tez calismasinda, ST6Gall’in de ifade diizeyinin
arttigini fakat patolojik siiregte BACE1'in Oncelikli substrat olarak ST6Gall yerine
ifade diizeyi artmis olan APP'yi isleme yolunu segtigini, bu nedenle ST6Gall'in
islenememesine bagli olarak hiicrelerden salgilanamadigimni diislinliyoruz. Bu
hipotezden yola ¢ikarak, Amiloid B plaklarinin olusumu ile karakterize dejeneratif bir
kas hastalig1 olan sIBM’in hiicre kiiltlir modelinin olusturulmasi ve bu modeli
kullanarak ST6Gall’in ifade diizeyi ve hiicre disina salgilanma seviyesinin

arastirilmasi amacglanmustir.

Bu amagla, ilk adim olarak vektor sistemleri araciligiyla C2C12 (fare

miyoblast hiicre hatt1) hiicrelerinde lipozomal transfeksiyon ile APP’nin yiiksek
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diizeyde ifadesi saglanarak sIBM hiicre kiiltiir modeli olusturulmus ve sIBM kas
liflerine 0zgiil proteinlerin (ABPP ve AP4/APsz) immiinfloresan boyamalarla
birikiminin saptanmastyla modelin olusturuldugu gosterilmistir. Ikinci adim olarak,
APP’nin yiiksek diizeyde ifadesinin goriildiigii sIBM hiicre kiiltiir modelinde fare
ST6Gall enziminin ifade diizeyi arastirilmistir. Son agamada ise, sSIBM hiicre kiiltiir
ortamindaki total proteinler izole edilerek Western Blot analizi yapilmis ve
hiicrelerden salgilanan ST6Gall miktari, APP transfeksiyonunun yapilmadigi kontrol
hiicrelerle, protein diizeyinde karsilastirilmistir. Bu verilerden yararlanilarak

ST6Gall'in sIBM patogenezindeki rolii ortaya ¢ikartilmaya galigiimistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

3.1.A. Hiicre Kiiltiirii

C2C12 fare miyoblast hiicre hatt1 (dmerican Type Culture Collection)
Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) (Biochrom)
Fotal Dana Serumu (Biochrom)
At serumu (Sigma)
Tripsin EDTA, (Biochrom)
L-Glutamin, 200 mM (Biochrom)
Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Applichem)
Hiicre boliinmesini saglayan hiicre kiiltiir ortami: %20 fotal dana serumu ve

2mM. L-Glutamin igeren DMEM
Hiicre farklilasmasini saglayan hiicre kiiltiir ortami1: %2 at serumu ve

2mM. L-Glutamin igeren DMEM

Hiicre dondurma ortami: %90 fotal dana serumu ve %10 DMSO

3.1.B. Rekombinant Gen ifade Vektoriiniin Transfeksiyon i¢cin Hazirlanmasi

Plazmid vektor: 751-APP/pCMV-SPORT6 (Invitrogen, Cat. No: FL.1002)
Homo sapiens amyloid beta (A4) precursor protein (protease nexin-
11, Alzheimer disease), transcript variant 2, mRNA (cDNA clone
MGC:75167 IMAGE:6152423), complete cds.
S1v1 Bakteri Besiyeri pH 7.5 :10 g. Tripton (Applichem)
5 g. Maya 0ziitii (Applichem)
5 g. NaCl (Sigma)
12.5 ml. (1 M.) MgCl, (Sigma)
12.5 ml. (1 M.) MgSO, (Sigma)
10 ml. (2 M.) Glukoz (Sigma)

dH,O ile toplam hacim 1 L.’ye tamamlanir.
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Kati Bakteri Besiyeri :10 g. Tripton (Applichem)
5 g. Maya 0ziitii (Applichem)
5 g. NaCl (Sigma)
12.5 ml. (1 M.) MgCI2 (Sigma)
12.5 ml. (1 M.) MgSO4 (Sigma)
10 ml. (2 M) Glukoz (Sigma)
15 g. Agar (Sigma)
I ml. (50 pg/ml.) Kanamisin
dH,O0 ile toplam hacim 1 L.’ye tamamlanir.
Kanamisin antibiyotik soliisyonu 100X (Gibco)
Mini-prep plazmid saflastirma kiti (Promega)

3.1.C. Transfeksiyon

Fugene HD transfeksiyon reaktifi (Roche, Cat. No: 4709705001)
Minimum Essential Medium (MEM) (Biochrom)

Propidium lodide (Sigma)

4’,6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI) (Sigma)

3.1.D. Immiinfloresan Boyama

Triton X-100 (Sigma) : 0.2% /PBS (v/v)

Kegi serumu (Sigma) : 10% /PBS (v/v)

Bovine serum albumin (BSA) (Sigma) : 10% /PBS (w/v)

Tween 20 (Sigma) : 0.1% /PBS (v/v)

4’,6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI) (Sigma)

Kapama ortami (ProLong Gold antifade reagent, Molecular Probes, Cat. No: 36930)

1X PBS (Phosphate buffered saline) (pH 7.4) : NacCl (Carlo Erba) 140 mM.
KCI (Carlo Erba) 3 mM.
KH2PO4 (Carlo Erba) 0.9 mM.
NaHPO4 (Merck) 6.4 mM.
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Birincil antikorlar: fare anti-AP4o/AP4, (Sigma)
tavsan anti-APP (Zymed)
fare anti-hST6Gall (Abnova)
tavsan anti-GOLPH4 (Abcam)

Ikincil antikorlar: Kegi anti-tavsan AF 488 (Molecular Probes)
Kegi anti-fare AF 568 (Molecular Probes)
Kegi anti-tavsan AF 568 (Molecular Probes)
Kegi anti-fare AF 488 (Molecular Probes)

3.1.E. Kongo Kirmzis1 Boyamasi

Kongo Kirmizisi Kiti (Amyloid Stain Congo Red Kit, Sigma, Cat. No: HT60)

3.1.F. Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

Albumin uzaklastirma kiti (ProteoExtract Albumin Removal Kit, Merck, Cat. No:
122640)

Amicon Ultra-4 santrifiyj filtreleri (10.000 MWCO) (Millipore)

BCA Protein Assay Kit (Pierce, Cat. No. 23225)

Protease Inhibitor Cocktail Tablet (Roche, Cat. No: 11836170001) : 1 tablet/10 ml.

hucre lizat1

Lizis tampon (pH 7.4) : Tris HCI (Merck) 10 mM.
NaCl (Merck) 300 mM.
EDTA (Merck) 2 mM.

Triton X-100 (Sigma) % 0,5 (v/v)



3.1.G. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

% 12’°1ik Resolving Jel : % 30 akrilamid/bisakrilamid 3.13 ml.
Tris IM. pH: 8.8 2.50 ml.
dH,O 1.90 ml.
% 20 SDS pH: 7.2 37.5 pl.
% 10 APS 50 pl.
TEMED 5l

% 3’lik Stacking Jel : % 37.5 akrilamid/bisakrilamid 250 pl.
Tris IM. pH: 6.8 312 pul
dH,O 1.9 ml.
% 20 SDS pH: 7.2 12.5 pl.
% 10 APS 20 pl.
TEMED 5l

% 10’luk Amonyum Persiilfat (APS) (Amersham) : 0.1 g./ml. (w/v)
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Amersham)

Tris Baz (Sigma)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)

3.1.H. Western Blot Analizi

Yiiriitme tamponu (pH 8.6) : Tris baz (Sigma) 0.124 M.
Glisin (Sigma) 1.250 M.
dH»0

Ornek yiikleme tamponu: 4X Yiikleme tamponu
(NuPAGE Sample Buffer, Invitrogen, Cat. No: NP0007)
10X Dithiothreitol (DTT) igeren indirgeme tamponu
(NuPAGE Sample Reducing Agent, Invitrogen, Cat. No:
NP0004)

17
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Transfer tamponu (pH 8.3) : Tris-HCI IM. pH: 6.8 60mM.
Gliserol %25
dH,0
Yikama tamponu (TBS, pH 7.4) : Tris baz 20 mM.
NaCl 137 mM.
TBS yikama tamponu (TBSxT): % 0.1 Tween 20 (v/v) (Sigma)
Bloklama tamponu : siit tozu 1 g (%10)
TBS-T 10 ml.
Birincil ve ikincil antikor sulandirma soliisyonu :  siit tozu 0.5 g (%5)
TBS-T 10 ml.

Birincil antikor : fare anti-hST6Gall (Abnova)

Ikincil antikor : Horseradish peroksidaz (HRP) ile isaretli anti-fare (Sigma)
Nitroseliiloz mambran (Sigma)

Protein molekuler agirlik belirleyicisi (BioLabs)

Coomassie brilliant blue R-250 (Amersham)

Ponceau S. soliisyonu (Sigma)

ECL-Plus kemiliiminesans isaretleyici (Amersham, Cat. No: RPN 2132)

3.2. Yontemler

Tez calismasi kapsaminda C2C12  hiicrelerinde gegici (transient)
transfeksiyon ile APP’nin yiiksek diizeyde ifadesi saglanarak sIBM hiicre kiiltiir
modeli olusturulmustur. Transfekte edilmis C2C12 hiicrelerindeki ve hiicre kiiltiir
ortamindaki proteinler izole edildikten sonra Western Blot analizine alinarak,
ST6Gall enziminin hiicre i¢i ve salgilanan formlar1 kontrol hiicrelerle karsilastirmali

olarak analiz edilmistir.
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3.2.A. C2C12 Hiicre Hatt1

sIBM hiicre kiiltiir modelinin olusturulmasi amaciyla C2C12 fare miyoblast
hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicre Kkiiltiir modellerinin olusturulabilmesi ig¢in iyi
tanimlanmus hiicre sistemleri ile ¢alismak gereklidir. Iskelet kas1 gibi farklilasmasi
cok karisik ve ¢ok asamali siire¢ gerektiren hiicrelerle yapilan ¢alismalarda genellikle
primer kiltlirler ve hiicre hatlar1 kullanilmaktadir. Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan
Oon caligmalar ile kurmus oldugumuz insan primer miyoblast kiiltiirlerinde diisiik
oranlarda dahi fibroblast hiicrelerinin bulunmasinin, hipotezimize yonelik olarak
salgilanan ST6Gall’in hangi hiicre kaynakli oldugunun belirlenmesinde sorun
yaratabilecegi diisiiniildi. Bu nedenle, sIBM hiicre kiiltiir modelinin olusturulmasi
icin primer kiiltiir yerine saf miyoblastlardan olusan ticari hiicre hatlarinin

kullanilmasina karar verildi.

Ticari olarak sadece fare ve sigan miyoblast hiicre hatlar1 mevcuttur. Bu
nedenle ¢alismalarimizda kullanilacak olan ve insan ST6Gall proteininin hiicre igi
formunu taniyan antikorun, fare ve sican ST6Gall proteinini taniyip tanimadigi
Western Blot analizi ile kontrol edildi ve antikorun fare ST6Gall enziminin hiicre i¢i
ve salgilanan formunu tanidiginin saptanmasi ile, hipotezimize yonelik olarak sIBM
hiicre kiiltiir modelinin olusturulabilmesi i¢in C2C12 fare miyoblast hiicre hattinin

uygun olabilecegi sonucuna varildi.

1. C2C12 fare miyoblast hiicre hatlar1 (American Type Culture Collection) temin
edildi.

2. Hiicreler %10 oraninda fotal dana serumu ve 2 mM. L-glutamin iceren
Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) hiicre kiiltiir ortam1 i¢inde %80
yogunluga ulasana kadar, %5 oraninda CO, igeren, 37°C’deki etlivde inkiibe
edildi.

3. Yeterli yogunluga ulasan hiicreler tripsinize edildi ve 1x10° hiicre/ml. dondurma

ortami (%90 f6tal dana serumu, %10 DMSO) olacak sekilde donduruldu. 48 saat
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—80°C’de saklanan hiicreler transfeksiyon asamasina kadar sivi azot (-196°C)

tanklarina alinarak depolandi.

3.2.B. 751-APP cDNA’sim Iceren Rekombinant Gen ifade Vektoriiniin

Transfeksiyon i¢cin Hazirlanmasi

C2C12 hiicre hattinda APP'nin yiiksek diizeyde ifade ettirilebilmesi i¢in insan
751-APP cDNA’sin1 iceren ve gegici ekspresyon saglayan rekombinant plazmid
vektor temin edildi. 3550 bg. uzunlugunda gen igeren vektor kasetinin semasi1 Sekil

3.1°de gosterilmistir.

MNogod W 4285  Cial 22 Hpal 257
Dra il 4159 | | | At | 268
J Marn 1356

|.-Bdl 1361

FIiM 1 3846 Mhe | G37

1
1 intergenic
egin V40
polyadenylation signal

Al | 736 i fiple
7—{:_bning
Kol gez- site

Ximn | 3460

Begl3381 -
Sealas - pCMV+SPORT 6

Ap' 4396 bp

ChY promoter MNeo | 22T

-~
SraB | 1249

Bsa | 2032

Eamiids | 2860 Nsil 1534

Sap| 1807

Bspll11 | 1230
Al 1 2341

Sekil 3.1. 751-APP/pCMV-SPORT6 vektor kaseti. (Invitrogen, Cat. No: FL1002)

751-APP genini iceren vektor; E.coli DHIOB TonA suslaria transforme
edilmis olarak %8 gliserol, amfisilin, 500ul. LB ortami i¢erisinde bulunmaktadir. Bu
tiir klonlama ¢aligmalarinda, ana stoktaki bakterilerin tek koloni halinde ¢ogaltilmasi

ve vektdr DNA’sinin dizi analizi yapilarak igerdigi klonun dogrulugunun kontrol
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edilmesi gereklidir. Uygun dizinin klonlanmis oldugu plazmid vektoriinii igeren

bakteri kolonisinin sec¢ilerek daha sonraki calismalar i¢in saklanmasi gerekmektedir.
Bu amagla asagida belirtilen ¢alismalar yapildi.
3.2.B.1. Tek Koloni Ekimi

751-APP/pCMV-SPORT6 vektoriiniin transforme edildigi E.coli hiicreleri ile
LB-amfisilin kati1 bakteri besiyerine ekim yapildi ve 16-18 saat 37°C’deki etiivde
inkiibe edildi.
3.2.B.2. Transforme Hiicrelerin Cogaltilmasi

Inkiibasyon sonras1 amfisilin direng dzelligine gore uygun cDNA’lar1 tasiyan
tek koloniler secilerek plasmid saflastirmasi i¢in sivi1 besiyerine ekim yapildi ve 16-
18 saat 37°C’deki calkalamali etiivde inkiibe edildi.

3.2.B.3. Mini-Prep Plazmid Saflastirmasi

Sivi besiyerinde ¢ogaltilan transforme bakterilerden mini-prep plazmid

saflagtirmas1 yapildi.

1. Cogalan bakteriler 50 ml.’lik tiiplere aktarildi ve 2500 rpm.’de 10 dk. santrifij
yapildi.

2. Hiicre pelleti iizerine 250 pl. resiispansiyon soliisyonu eklendi ve pipet yardimiyla

tyice karistirildiktan sonra 250 pl. lizis soliisyonu eklenerek alt iist edildi.

3. Karisimin tizerine 10 pl. alkalin proteaz soliisyonu eklendi ve alt iist edilerek 3

dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.
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4. Inkiibasyon sonrasi 350pul. nétralizasyon soliisyonu ilave edilerek tiip alt iist
edildi ve karigtirict yardimiyla tiip igeriginin tamamen homojen hale gelmesi

saglandiktan sonra oda sicakliginda 14.000 rpm.’de 10 dk. santrifiij yapildi.

5. Siipernatan rezin bagl kolonlara aktarildi ve oda sicakliginda 14.000 rpm.’de 1
dk. santrifiij yapildi.

6. Kolona baglanan plazmid DNA’sin1 izole etmek amaciyla, kolon yeni bir tiipe
aktarildi. Uzerine 750 ve 250 pl. olacak sekilde iki kez etanol igeren yikama
soliisyonu eklendi ve 14.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edildi.

7. Kolon yeni bir tiipe aktarildi ve {izerine 100 pl. niikleaz igermeyen distile su
ilave edildi. 14.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij sonrasi kolondan tiipe ge¢mis olan
plazmid DNA’smin konsantrasyonu 260 nm. dalga boyunda olgiildii
(NanoDropTM 1000 Spectrophotometer).

8. Saflagtirilan plazmid DNA’lar1 agaroz jel elektroforezinde yiiritiilerek, 8kb.
(plasmid vektor ve ilgilenilen genin toplam uzunlugu) uzunlukta olanlarinin

DNA dizi analizi yapildi.

3.2.B.4. 751-APP cDNA Dizisinin Kontrolii

700 ng./ul. konsantrasyondaki plazmid DNA’lar1 SP6 promotdr primeri (5°-
ATTTAGGTGACACTATAG-3’) ile DNA dizi analizine alindi. Analiz sonucunda
3550 bg. uzunlugundaki 751-APP ¢cDNA’sinin dogru baz dizilimine sahip oldugu
kanitlandi. Uygun dizinin klonlanmis oldugu vektorii igeren tek koloni bakteri
kiiltiiri 1/4 oraninda gliserol ile karistirildi ve -80°C’deki derin dondurucuda
sakland1. Transfeksiyon amaciyla kullanilacagi zaman; hazirlanan plazmid ara
stogundan 20 pl. alinarak sivi besiyerine ekim yapildi ve bakteriler 16-18 saat
37°C’deki g¢alkalamali etiivde inkiibe edildi. Ekim sonrasi ¢ogaltilan bakterilerden
Mini-prep plazmid saflagtirilmasi yapildi ve DNA konsantrasyonu 260 nm. dalga
boyunda 6l¢tildil.
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3.2.C. 751-APP/pCMV-SPORT6 Gen ifade Vektoriiniin C2C12 Hiicrelerine

Transfeksiyonu

C2C12 fare miyoblast hiicre hatlar1 antibiyotiksiz hiicre kiiltiir ortaminda
cogaltilarak transfekte edildi. Transfeksiyon amaciyla; yiliksek transfeksiyon etkinligi
ve disiik sitotoksik yan etkisi oldugu bilinen, lipozom yapisindaki Fugene HD
transfeksiyon reaktifi kullanildi. C2C12 hiicreleri i¢in en uygun transfeksiyon
kosullarinin  bulunabilmesi ve transfeksiyon etkinliginin saptanabilmesi igin
pCMV3.1-GFP gen ifade vektori kullanildi. Bu sekilde hiicreler, transfeksiyon

sonrast floresan mikroskop altinda incelendi.

1. 60 mm. capindaki petri kaplari i¢ine steril cam lameller yerlestirildi ve 2.5x10°
hiicre, 4ml hiicre kiiltiir ortami igerisine konuldu. Hiicreler 24 saat 37°C’de %5

COs igeren etiivde inkiibe edildi.

2. 24 saat sonunda hiicre kiiltliir ortam1 yenisi ile degistirilerek hiicreler etiiv

igerisinde 1 saat inkiibe edildi.

3. Es zamanlh olarak hazirlanan transfeksiyon karigimi 45dk. oda sicakliginda
inkiibe edildi.
Transfeksiyon karisimi: MEM hiicre kiiltiir ortami (350 pl.)
Plasmid (751-APP/pCMV-SPORT6)
Fugene HD
Plasmid (x1000ng.)/ Transfeksiyon reaktifi (ul.) orani: 3:10

4. Transfeksiyon karisimi hiicreler tizerine pipet yardimiyla ilave edildi ve hiicreler

24 saat 37°C’de %5 CO; igeren etlivde inkiibe edildi.

5. 24 saatin sonunda hiicrelerin ~%80 ¢ogunluga ulagsmasindan sonra hiicre kiiltiir
ortami, ¢ok c¢ekirdekli miyotiiplerin olusumu i¢in gerekli olan ve hiicrelerin
farklilasmasi amaciyla kullanilan kiiltiir ortami ile degistirildi ve 37°C’de %5

CO, igeren etiivde farkl: siirelerde (12, 24, 48 ve 72 saat) inkiibe edildi.
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751-APP/pCMV-SPORT6 ifade vektoriinlin transfekte edilmedigi C2CI12

hiicreleri kontrol amacli kullanild.

3.2.D. Transfeksiyon Sonrasi Canlihik Oraninin Tespit Edilmesi

Hiicre kiiltiirlerinde transfeksiyon caligsmalari sirasinda kullanilan transfeksiyon
reaktifleri hiicrelerde toksik etki yaratabilmekte ya da fazla miktarda ifade edilen
proteinler hiicre dliimiine neden olabilmektedir. Ozellikle kiiltiir ortaminda hastalik
modeli olusturmak amaciyla yapilan ¢alismalar sonrasinda, bu modelin kullanimi ile
farkli aragtirmalarin yapilabilmesi ig¢in, hiicrelerin transfeksiyon sonrasi canlilik

oraninin yiiksek olmasi gerekmektedir.

3.2.D.1. Propidium Iodide Boyamasi

Propidium lodide DNA yapisindaki bazlar arasina kelasyon yapabilen floresan
bir molekiildiir. Canli hiicreleri 6lii hiicrelerden ayirmaya yarar. Floresan mikroskobu

altinda FITC filtresi kullanimi ile 61i hiicreler kirmizi floresan renk verir.

1. Transfeksiyondan 24 saat sonra yaklasik olarak 5x10° hiicre sayisina ulasmis
olan hiicreler tripsinize edilmis ve tripsinin etkinsiz olmasi1 i¢in %20 fetal dana

serumu igceren DMEM hiicre kiiltiir ortamu ile karistirildi.

2. Hiicreler 1 mg/ml oraninda hazirlanmis olan propidium iodide boyas: ile 1 dk.

oda sicakliginda inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasinda, floresan mikroskobu altinda FITC filtresinde kirmizi
floresan veren (6lii) ve vermeyen (canli) hiicreler sayildi ve transfeksiyon sonrasi

hiicrelerin canlilik orani hesaplandi.
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3.2.D.2. DAPI Boyamasi

DAPI, DNA vyapisindaki bazlar arasina kelasyon yapabilen floresan bir boya
olup, hiicre zarindan kolaylikla gecebilmesi nedeniyle hem canli hem de ol
hiicrelerin ¢ekirdeklerinin boyanmasini saglar. Floresan mikroskobunda DAPI filtresi
(maksimum uyarim: 358 nm., maksimum yayilim: 461 nm.) kullanim1 ile hiicre
cekirdekleri mavi renkte goriiniir. Transfeksiyon sonrasi lamel {izerindeki hiicreler,
%4’liikk paraformaldehit soliisyonu ile sabitlendi ve 1:1000 oraninda distile su ile
seyreltilen DAPI soliisyonu ile boyandi. Boyama sonrasi transfekte olmus olii
hiicreler sayilarak, hiicrelerde saptanmig olan Olim oranmin hangi oranda

transfeksiyon kaynakli oldugu saptanda.

3.2.E. Hiicre Kiiltiirii Ortaminda sIBM Patolojisinin Saptanmasi

sIBM hastalarina ait iskelet kas biyopsilerinde; APP onciil proteininin ve
toksik AP peptidinin ifade diizeylerinin arttig1 ve amiloid birikimlerinin gézlendigi
bilinmektedir. Bu nedenle, hiicre kiiltiirii ortaminda sIBM patolojisinin olustugunun
kanitlanmasi i¢in, sSIBM kas liflerinde biriken 6zgiil proteinlerin (APP, AB4o, AP42)
immiinfloresan boyama teknikleri 1ile gosterilmesi gerekmektedir. Ayrica,
¢oziinmeyen fibriler yapidaki amiloid birikimlerinin, sSIBM hiicre kiiltiir modelindeki
hiicrelerde Kongo Kirmizisi boyamasi ile gosterilebilmesi, hastalik modeli

olusumunun diger 6nemli bir kanitidir.

3.2.E.1. immiinfloresan Boyama

Hiicre ve dokulardaki proteinlerin florofor adi verilen renk verici kimyasallarla
isaretlenerek goriinlir hale getirildigi immiin boyama teknigine immiinfloresan

boyama adi verilir.

1. Transfeksiyonu takiben farkli saatlerde (12, 24, 48, 72 saat) petri kaplar
igerisindeki lameller alind1 ve lamel iizerindeki hiicreler %4 liikk paraformaldehit

sollisyonunda fikse edildi.
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2. Hiicreler 1XPBS solusyonunda yikama sonrasinda, %0.2 Triton X-100/1XPBS
soliisyonu ile 10 dk. oda sicakliginda inkiibe edilerek, hiicre zarinin gegirgenligi

arttirildi.

3. Lamel tiizerindeki hiicreler 1XPBS soliisyonunda yikandi ve birincil antikorun
0zgil olmayan baglanmalarini 6nlemek amaciyla 1 saat %10 keci serumu ve %10
bovine serum albumin (BSA) igeren %0.1 Tween20/1XPBS soliisyonu ile inkiibe
edildi.

4. Hiicreler sirastyla birincil antikor ile 1 saat ve yikama sonrasinda ikincil antikor
ile 20 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi (Antikorlari sulandirmak amaciyla
kullanilan soliisyon: %10 kec¢i serumu igeren %0.1 Tween20/1XPBS). Birincil
antikor olarak 1:500 diliisyon ile fare anti-AB4o/A4z (Sigma), 1:100 diliisyon ile
tavsan anti-APP (Zymed) ve 1:10 diliisyon ile fare anti-hST6Gall (Abnova)
kullanildi. Ikincil antikor olarak 1:500 diliisyon ile anti-tavsan AF 488 ve anti-
fare AF 568 (Molecular Probes) kullanildi. Birincil ve ikincil antikorla boyama
sonrasinda distile su ile 1:1000 oraninda seyreltilen DAPI ile ¢ekirdek boyamasi
yapildi. C2C12 hiicrelerinde aym1 ornek lizerinde es zamanli olarak iki farklh
proteini taniyan antikorlarin kullanilmasiyla es boyama yapildiginda, birincil
antikorlarin farkli canlilarda {iretilmis olmasina dikkat edildi. Es boyama
sonucunda her protein farkli floroforlarla isaretlendiginden, floresan
mikroskobunda farkli filtreler altinda bu proteinler goriintiilendi. Farkli renklerde
olan proteinlerin aym preparatta gosterilebilmesi igin, farkli filtrelerden alinan

goriintiiler cakistirildi.

5. Lameller kapama ortami kullanilarak lam tiizerine yapistirildi ve kurumasi icin

karanlikta 10-12 saat bekletildi.

6. Boyama sonrasi lamlar, floresan atagmanli inverted mikroskop (Trinokiiler

Floresan Atagmanli Inverted Mikroskop, Leica DMIL) kullanilarak incelendi.
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3.2.E.2. Kongo Kirmizis1 Boyamasi

Kongo Kirmizisi boyamasi; dokularda biriken ve fibril yapisi gosteren
amiloid birikimlerinin, 151k mikroskobunda ¢ift kirinimli (polarize) 151k altinda parlak
sari/yesil ve floresan mikroskobunda DAPI filtresi (maksimum uyarim: 358 nm.,
maksimum yayillim: 461 nm.) kullanimi ile kirmiz1 renkte goriilmesini saglayan

histokimyasal boyama teknigidir.

1. Transfeksiyon sonrast C2CI12 hiicreleri, miyoblastlarin fiizyona girerek cok
¢ekirdekli miyotiipleri olusturmasi amaciyla, 37°C’de %5 CO; igeren etiivde 72

saat inkube edildi.

2. 72. saatin sonunda petri kaplari icerisindeki lameller alind1 ve lamel iizerindeki
hiicreler %4’liik paraformaldehit soliisyonu ile fiksasyon sonrasi, 3 defa 1XPBS

sollisyonunda yikandi.

3. Lameller 3 dk. hematoksilen soliisyonu icinde inkiibe edilerek hiicre
cekirdeklerinin  boyanmas1 saglandi ve fazla hematoksilen boyasinin

uzaklastirilmasi amaciyla ¢gesme suyu ile yikama yapildi.

4. Alkalin sodyum kloriir ¢ozeltisinde 30 dk. bekletilen lameller, Kongo Kirmizisi
¢Ozeltisine alinarak 45 dk. inkiibe edildi.

5. Smrasiyla %98’lik etanol ve ksilolden gecirilen lameller kapama ortami
kullanilarak lam {izerine yapistirildi ve 151k mikroskobunda ¢ift kiriniml

(polarize) 1s1k altinda incelendi.



28

3.2.F. hST6Gall Antikorunun Fare ST6Gall Enziminin Hiicre I¢i Formunu

Taniyip Tanimadiginin Test Edilmesi

3.2. F. 1. Dokudan protein izolasyonu

Cesitli fare dokularindan protein izolasyonu yapildi. Kullanilan fare dokulari,
Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul raporu alinmis olan 2005/40-8
karar numarali “Deneysel kas dejenerasyonu olusturmaya yonelik tendon kesisi
modeli standardizasyonu” basliklt arastirmada canliligi sona erdirilmis olan

farelerden elde edildi.

Hiicre zar sistemlerinin parcalanmasini saglayan farkli deterjanlarin ve
fiziksel yontemlerin denenmesi sonucunda; hiicre icerisinde Golgi zarinda yerlesik
bir protein olan ST6Gall’in fare dokularindan izolasyonu icin en uygun kosullar
standardize edildi. -80°C’de bekletilen doku Ornekleri; 2 pl./ug. olacak sekilde
proteaz inhibitorleri ve hiicre zarlarinin parcalanmasini saglayan deterjan iceren lizis
tamponu icerisine alindi. Ornekler homojenizatér yardimiyla 3 kez homojenize
edildikten sonra, 4°C’de 30 dk. inkube edildi. 1 dakika kuru buz ve metanol i¢inde
ve 1 dk. 37°C’deki su banyosunda bekletilerek soklama yapildi. Bu islem iki defa
tekrarlandi, bu sayede hiicre ve organel zarlarinin parcalanmasi saglandi. Ornekler
14.000 rpm’de 10 dk. 4°C’de santrifuj edilerek siipernatanda bulunan proteinler
toplandi.

3.2.F.2. Western Blot Analizi (Bkz. 3.2.H.4 ve 3.2.H.5)

ST6Gall enzimin yiiksek diizeyde ifade oldugu bilinen fareye ait farkli
dokulardan elde edilen proteinler Western Blot analizine alind1 ve insan ST6Gall
enziminin hiicre i¢i formuna karsi olusturulmus bu antikorun, fare ST6Gall

enziminin hiicre i¢i formunu taniy1p tanimadig: arastirildi.
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3.2.G. hST6Gall Antikorunun Fare ST6Gall Enziminin Salgillanan Formunu

Taniyip Tanimadiginin Test Edilmesi

sIBM hiicre kiiltir modelinde fare ST6Gall enziminin hiicre disina
salgilanma seviyesinin degisip degismedigini arastirmak ig¢in ikinci adim olarak;
hST6Gall antikorunun fare ST6Gall enziminin salgilanan formunu taniyip

tanimadiginin test edilmesi gerekmektedir.

ST6Gall enziminin hiicre i¢inde BACEl enzimi tarafindan kesime
ugradiktan sonra hiicre disindaki sivilara (siit, plazma vb.) bol miktarda salgilandig1
bilinmektedir. Bu amagla, hST6Gall antikorunun fare ST6Gall enziminin salgilanan
formunu 06zgiil olarak taniyip tanimadigmin analiz edilebilmesi i¢in fare
plazmasindan protein izole edilerek Western Blot analizi yapildi. Fakat, plazma
orneklerinde ¢ok yogun olarak bulunan albumin proteini, jeldeki protein 6rneklerinin
yiriimesini ve fare ST6Gall’in salgilanan formunun molekiiler agirligint dogru
olarak tespit etmemizi engeller. Ayrica, memeli plazmasindaki bir¢cok protein
albumine bagli olarak bulunmaktadir. Bu nedenle, albuminin tamaminin
uzaklastirilmasia bagli olarak ST6Gall enziminin miktar kaybi olabileceginden,
plazmadaki albumini >%72 oraninda wuzaklastirabilen bir sistem yardimiyla
albuminin uzaklagtirilmasi saglandi. Uygulama sonrasinda protein ornekleri aseton

ile ¢coktiiriilerek konsantre hale getirildi ve Western Blot analizi gergeklestirildi.

3.2.G.1. Fare Plazmasindan Protein izolasyonu

Kan alma sirasinda ve sonrasinda plazmada bulunan proteinler ve endojen
peptidler yikilmakta ya da degisime ugrayabilmektedirler. Bu nedenle, igerisinde jel
olmayan mekanik ayiricinin, antikoagiilan ajan olarak K;EDTA’nin ve proteinlerin
dayanikliligin1 artirmak amaciyla proteaz inhibitorlerinin bulundugu 6zel tiipler (BD

P100 kan alma tiipleri) kan alma sirasinda kullanildi.

1. ~3ml. kan tiip igerisine alind1 ve tiip i¢erisinde bulunan maddelerle karismasi i¢in

tiip alt iist Ust edildi.
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2. Tipler 4000 rpm. hizda ve oda sicakliginda 15 dk. santrifiij edildi.

3. Mekanik ayiricinin iist kisminda kalan plazma, pipet yardimiyla 1.5 ml.’lik

tiiplere aktarilarak -80°C’deki derin dondurucuda saklandi.

3.2.G.2. Plazma Protein Orneklerinden Albuminin Uzaklastiriimasi

1.

Fare plazma proteinleri {izerlerine 10 kat1 kadar hacimde kolona albuminin
baglanmasin1 saglayan baglanma tamponu ile karistirilarak seyreltik hale

getirildi.

Seyreltik hale getirilmis olan plazma proteinleri rezin igeren kolonlara aktarildi
ve kolonun altindaki tiipe albuminden uzaklastirilmis olan plazma proteinlerinin

aktarilmasi sagland.

3.2.G.3. Aseton ile Plazma Protein Orneklerinin Coktiiriilmesi

. Albuminin uzaklastirilmas1 sonucunda seyreltik hale gelmis olan plazma protein

ornekleri ependorf tlipleri icerisine aktarildi ve lizerlerine dort kati1 kadar hacimde

-20°C’de sogutulmus olan aseton ilave edildi.

1 saat -20°C’deki derin dondurucuda bekletildi.

1 saatin sonunda tiipler 10dk. 14.000 rpm.’de santrifiij edildi.

Stipernatan pellete zarar vermeden uzaklastirildi ve pellet oda sicakliginda

kurumaya birakildi.

. Kuruyan protein pelleti lizis tamponda ¢6ziildii ve miktar tayini sonrast Western

Blot yontemi ile analiz edildi.
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3.2.G.4. Western Blot Analizi (Bkz. 3.2.H.4 ve 3.2.H.5)

Fare plazmasindan elde edilen ve albuminden uzaklastirilan proteinler
Western Blot analizine alind1 ve insan ST6Gall enziminin hiicre i¢i formuna karsi
olusturulmus bu antikorun, fare ST6Gall enziminin salgilanan formunu taniyip

tanimadigi test edildi.

3.2.H. sIBM Hiicre Kiiltir Modelinde ST6Gall Enziminin Hiicre Ici ve

Salgilanan Formunun Analizi

sIBM Kkiiltiir modeli olusturulmus C2C12 hiicrelerindeki ve hiicre kiiltiir
ortamindaki proteinler izole edildi ve miktar tayini sonrasinda Western Blot analizine
almarak, ST6Gall enziminin hiicre i¢i ve salgilanan formu kontrol hiicrelerle

karsilastirmali olarak analiz edildi.

3.2.H.1. C2C12 Hiicrelerinden Protein izolasyonu

~1x10° hiicre iizerine 24. saatin sonunda, 200 pl. lizis tamponu ilave edildi.
Toplanan hiicreler 4°C’de 30 dk. inkube edildi. Hiicreler, 1 dakika kuru buz ve
metanol i¢inde ve 1 dk. 37°C’deki su banyosunda bekletilerek sicaklik soku
uygulandi. Bu islem iki defa tekrarlandi, bu sayede hiicre ve organel zarlarinin
parcalanmasi saglandi. Ornekler 14.000 rpm’de 10 dk. 4°C’de santrifuj edilerek

siipernatanda bulunan proteinler toplandi.

3.2.H.2. Hiicre Kiiltiir Ortamindan Protein izolasyonu

Transfeksiyon sonrast APP’nin yiiksek diizeyde ifadesinin saglandigi C2C12
hiicreleri tizerine hiicre farklilasmas1 amaciyla ilave edilen hiicre kiiltiir ortam1 farkl
saatlerde (12, 24, 48, 72 saat) toplandi. Toplanan hiicre kiiltiir ortamlar1 igerisine 50
ul./ml. olacak sekilde proteaz inhibitdrii igeren tampon c¢ozeltisi ilave edildi.
Ornekler 2000 rpm.’de 10 dk. santrifiij edilerek 6lii hiicrelerin hiicre kiiltiir

ortamindan uzaklagmasi saglandi. Siipernatan toplandi ve proteinler Amicon Ultra-4
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(10.000 MWCO) filtreleri yardimi ile 4500 rpm.’de 20 dk. santrifiij edilerek

konsantre edildi.

3.2.H.3. Protein Konsantrasyonlarinin Hesaplanmasi

Western Blot analizi 6ncesinde hiicrelerden ve hiicre kiiltiir ortamindan izole
edilen protein orneklerindeki toplam protein konsantrasyonu BCA (bicinchoninic
acid) teknigi (67) ile 280 nm. dalga boyunda o6lcildii (NanoDropTM 1000

Spectrophotometer).

3.2.H.4. SDS-PAGE

Proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrismalarini saglamak i¢in SDS-
PAGE kullanildi. Bu amagla resolving ve stacking olacak sekilde iki katmanli jel

sistemi hazirlandi.

Dikey jel sisteminin (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell BIO-
RAD) iki cami arasma 0.75 mm. kalinliginda spacerlar yerlestirildi ve ilk olarak
pipet yardimiyla %12 oraninda akrilamid iceren resolving jel dokiildii. Bu islem
sirasinda ikinci katmani olusturan ve %5 oraninda akrilamid igeren stacking jelin
dokiilmesi i¢in 3 cm. bosluk birakildi. Resolving jel soliisyonu dokiildiikten hemen
sonra lizerine bir miktar dH,O eklenerek jel yiizeyinin kurumasi 6nlendi. Resolving
jel polimerize olduktan sonra, iizerine stacking jel dokiilerek 0.75 mm. kalinliginda

10 kuyucuklu tarak yerlestirildi.

Protein 6rnekleri, % 10 oraninda DTT igeren indirgeme tamponu ve %4
oraninda yiikleme tamponu ile karistirildiktan sonra 90°C’de 4 dk. denature edildi ve
100’er pg. protein kuyucuklara ytiklenerek jel, 80 voltta 30 dk. boyunca yiiriitiildii.
Ornekler ayristirict olan % 12 akrilamid jele ulasinca voltaj 120 volta cikartilarak 2

saat elektroforez gergeklestirildi.
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3.2.H.5. Western Blot Yontemi

SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarina gore ayristirilan proteinlerin
nitroselilloz membrana transferi i¢in 4 adet 3M Whatman kagidi ve 1 adet
nitroseliiloz membran, 8 cm eninde ve 10 cm boyunda olacak sekilde kesildi.
Nitroseliilloz membran oncelikle dH,O ile islatildiktan sonra Tris-glisin transfer
tamponu icinde 5 dk. bekletildi. Elektroblotting (Trans-Blot® Electrophoretic
Transfer Cell From BIO-RAD) aleti igine 2 adet Whatman kagidi, membran, jel ve
son olarak tekrar 2 adet Whatman kagidi yerlestirildi. Bu islemler sirasinda hava
kabarcig1 olmamasina dikkat edildi. Protein orneklerinin jel tizerinden nitroseliiloz

membrana transferi 16-18 saat boyunca 30 volt, 372 mA’de gerceklestirildi.

Transfer tamamlandiktan sonra jel, Coomassie brilliant blue R-250 soliisyonu
ile boyanarak protein Orneklerinin tamaminin jel iizerinden nitroseliiloz membrana

transfer edildigi anlasildu.

C2C12 hiicrelerinden saflagtirilan protein Orneklerinin esit miktarda
yiiklendiginin kontrol edilebilmesi i¢in nitroseliiloz membran Ponceau S. soliisyonu

ile boyand1 ve tiim kuyucuklarda yiiklemenin esit oldugu gézlendi.

Hiicre kiiltlir ortamindan saflagtirilan proteinlerin esit yiiklendiginin kontrol
edilebilmesi amaciyla transfer oncesi jelin 175-220 kDa. civarindaki proteinlerin
bulundugu iist kismi kesildi ve Coomassie brilliant blue R-250 soliisyonu ile

boyanarak jel goriintiilendi.

Nitroseliiloz membran bloklama tamponu ile 1 saat inkiibe edilerek birincil
antikorun 6zgiil olmayan baglanmalar1 6nlendi. Daha sonra membran gece boyunca
+4°C’de fare anti-hST6Gall (1:800, Abnova) birincil antikoru ile inkiibe edildi. Tris-
baz ve Tween 20 igeren soliisyonla yikamalar yapilarak baglanmayan antikor

uzaklastirildi.
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Bunu takiben membran, birincil antikora karsi hazirlanmis ve horseradish
peroksidaz (HRP) ile isaretli anti-fare (1:2000, Sigma) ikincil antikoru ile 1 saat
muamele edildi. ECL-Plus kemiliiminesans isaretleyici kullanilarak bantlar film

tizerinde otoradyografik olarak goriintiilendi.

3.2.H.6. ST6Gall Enziminin Hiicre Ici ve Salgilanan Formunun Densitometrik

Analizi

Protein kantitasyonu ic¢in densitometrik inceleme programi olan Scion Image

kullanild1 (www.scioncorp.com). ST6Gall protein bantlarinin goriintiilendigi filmler

taranarak TIFF formatinda kaydedildi. Scion Image programi kullanilarak isaretlenen
her bandin yiizey alani1 hesaplandi. ST6Gall enziminin hiicre i¢i ve salgilanan formu

transfekte ve kontrol hiicreler arasinda karsilastirilmali olarak analiz edildi.

3.2.1. sIBM Hiicre Kiiltiir Modelinde GOLPH4 Golgi Belirte¢ Proteininin

Immiinfloresan Boyama ile Analiz Edilmesi

sIBM hiicre kiiltiir modelinde GOLPH4 (Golgi fosfoprotein 4) Golgi belirteg
proteininin ifade diizeyi immiinfloresan boyama teknigi ile arastirildi. Hiicreler
transfeksiyondan 24 saat sonra sirasiyla birincil antikor ile 1 saat ve yikama
sonrasinda ikincil antikor ile 20 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi. Birincil antikor
olarak 1:500 diliisyon ile fare anti-AP4o/AP42 (Sigma) ve 1:400 diliisyon ile tavsan
anti-GOLPH4 (Abcam) kullanildi. Ikincil antikor olarak 1:500 diliisyon ile anti-
tavsan AF 488 ve anti-fare AF 568 (Molecular Probes) kullanildi.


http://www.scioncorp.com/
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4. BULGULAR

4.1. C2C12 fare miyoblast hiicreleri icin uygun transfeksiyon kosullarinin

bulunmasi ve transfeksiyon etkinliginin saptanmasi

Miyoblast hiicre hatlar1 ve primer miyoblast kiiltiirler ile yapilan
caligmalarda, iskelet kas hiicrelerine yabanci DNA’nin transfekte edilmesi
asamasinda zorluklar yasanmakta ve transfeksiyon etkinligi %30’larda kalmaktadir.
Farkli parametrelerin (antibiyotikli ve antibiyotiksiz hiicre kiiltiir ortami, farkl
transfeksiyon reaktifleri: Fugene HD (Roche) ve Fugene 6 (Roche), baslangi¢ hiicre
sayilart: 1.5x10°/ 2.5x10°/ 1.5x10°, farkli plazmid (x1000 ng.)/transfeksiyon reaktifi
(ul.) oranlari: 1:1,5/ 1:2/ 1:3/ 1:4/ 1:6/ 2:8/ 2:10/ 2:12/ 3:10/ 3:12/ 3:14) denenmesi
sonucunda agagidaki kosulda en yiiksek transfeksiyon etkinligine ulasildi. 60 mm.
capindaki petri kaplari icerisinde antibiyotiksiz ortamda iiretilen 2.5x10° hiicrede
Fugene HD nin, plazmidin Fugene HD transfeksiyon reaktifine oraninin 3:10 olacak
sekilde kullanilmasi durumunda transfeksiyon etkinligi yaklasik %40-50 olarak
saptandi (Sekil 4.1). C2C12 hiicreleri i¢in en uygun transfeksiyon kosullarinin
bulunabilmesi ve transfeksiyon etkinliginin saptanabilmesi icin yapilan
standardizasyon ¢alismalarinda pCMV3.1-GFP gen ifade vektorii kullanildi ve

hiicreler, transfeksiyon sonrasi floresan mikroskop altinda incelendi.

Sekil 4.1. C2C12  hiicrelerinin transfeksiyon etkinligi (pCMV3.1-GFP:
3000ng./Fugene HD: 10 pl., 24.saat). A) Floresan mikroskobi goriintiisii, B) Isik

mikroskobi goriintiisii. Cubuk: 0.1 mm.
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4.2. sIBM Hiicre Kiiltiir Modelinin Olusturulmasi

Yapilan ¢alismalar sonucunda C2C12 fare miyoblast hiicreleri i¢in en etkin
transfeksiyon kosullar1 saptandi. sSIBM hiicre kiiltiir modelinin olusturulabilmesi igin
ayn1 kosullar kullanilarak, 751-APP/pCMV-SPORT6 gen ifade vektorii C2C12 fare
miyoblast hiicre kiiltiir sistemine transfekte edildi ve CMV promotorii kontroliinde

APP’nin yiiksek diizeyde ifadesi saglandi.

4.3. Transfeksiyon Sonras1 Canlilik Oraninin Tespit Edilmesi

751-APP/pCMV-SPORT6 vektoriiniin C2C12 fare miyoblast hiicre hattina
transfekte edilmesi sonrasinda propidium iodide boyas1 kullanilarak hiicrelerin
canlilik oraninin yaklagik olarak %90 oldugu belirlendi. Bununla birlikte, transfekte
olii hiicreler DAPI ¢ekirdek boyamasi sonrasinda sayilmis olup transfeksiyon sonrasi
hiicrelerdeki ~%10 olan O6lim oraninin %2-2,5’hik kismimi transfekte hiicrelerin
olusturdugu sonucuna varildi. Saptamis oldugumuz o6liim orani, transfeksiyon
yapilmayan kontrol hiicrelerle karsilastirildiginda ¢ok diisiik bir farklilik gézlendi.
Bu diisiik 6liim oraninin, hiicre kiiltlir modeli olusumu ve bu model kullanilarak
gergeklestirilecek olan hastaligin patogenezinin aydinlatilmasina yonelik ¢alismalar

icin gdz ardi edilebilir olduguna karar verildi.

4.4. Hiicre Kiiltiir Modelinde sIBM Patolojisinin Gosterilmesi

4.4.A. Immiinfloresan Boyama ile APP ve AB4y/ AP4; Peptidlerinin Birikiminin

Gosterilmesi

sIBM hastaliginin 6zgiil 6zelliklerinden biri APP ve toksik AP basta olmak
tizere yliksek diizeyde fosforillenmis tau, al-antikimotripsin, apolipoprotein E,
ubikiitin, presenilin-1, hiicresel prion proteini, vb. kas lifleri icerisinde birikimidir (8-
10). 751-APP/pCMV-SPORT6 vektoriiniin C2C12 fare miyoblast hiicre hattina
transfekte edilmesi sonrasinda amacimiz, APP'nin yiiksek diizeyde ifadesini

saglayarak sIBM hiicre kiiltir modelini olusturmaktir. sIBM patolojisinin
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olusumunun kanitlanmasi1 i¢in, hastaliga 0zgiil protein birikimlerinin kiiltiir
ortamindaki hiicrelerde gozlenmesi gerekmektedir. Bu amacla, transfeksiyon sonrasi
C2C12 hiicreleri APP ve ABso/AP4y peptidlerine 6zgiil antikorlar ile boyandi ve bu
proteinlerin miyoblastlarda (Sekil 4.2) ve miyotiiplerde (Sekil 4.3) birikimi floresan
mikroskobu altinda goriintiilenerek hiicre kiiltiir modelinde sIBM patolojisi gdzlendi.
Immiinfloresan boyamalar sonucunda, APP’nin ve kesim iiriinii olan toksik
AB4o/APsr peptidlerinin  hiicre c¢ekirdegi etrafinda ayni1 bolgede yerlesim

gosterdikleri saptandi.
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Sekil 4.2. Transfeksiyon sonrasinda AB4y/APs, ve APP peptidlerine 6zgiil antikorlar ile
boyanmis olan fiizyona girmis miyoblastlarin floresan mikroskobu goriintiileri, (751-
APP/pCMV-SPORT6: 3000ng./Fugene HD: 10 pl., 48.saat). A ve E); Yesil-FITC: APP
peptidi, B ve F) Kirmizi-Texas Red: toksik APao/ABa, peptidleri, C ve G) Mavi-DAPI:
hiicre ¢ekirdekleri, D ve H) Cakistirilmis filtre goriintiileri. Cubuk: 10 pm.
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Sekil 4.3. Transfeksiyon sonrasinda APs/AP4, ve APP peptidlerine 6zgiil antikorlar ile
boyanmis olan ¢ok ¢ekirdekli miyotiiplerin floresan mikroskobu goriintiileri, (751-
APP/pCMV-SPORT6: 3000ng./Fugene HD: 10 pl., 72.saat). A ve E); Yesil-FITC: APP
peptidi, B ve F) Kirmizi-Texas Red: toksik APso/APa; peptidleri, C ve G) Mavi-DAPI:
hiicre ¢ekirdekleri, D ve H) Cakistirilmis filtre goriintiileri. Cubuk: 10 pm.
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4.4.B. Kongo Kirmizis1i Boyamasi ile Amiloid Birikiminin Gosterilmesi

sIBM hiicre kiiltiir modelindeki hiicrelerde ¢dziinmeyen fibriler proteinlerin
olusturdugu amiloid birikimleri arastirildi. Kongo kirmizisi ile boyama sonrasinda
kiiltiir ortamindaki hiicrelerde sinirli sayida (2-3 adet) amiloid birikiminin gézlendigi

hiicre tespit edildi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Amiloid birikimi gosteren C2C12 hiicrelerinin Kongo Kirmizis1 boyamasi

sonrasindaki goriintiileri. A ve C) Isik mikroskobu altinda kirmiz1 renkte amiloid
birikimi, B ve D) Cift kirnnimli 151k altinda parlak yesil renkte amiloid birikimi; A
ve B) Cubuk: 50 pum., C ve D) Cubuk: 100 pm. (751-APP/pCMV-SPORT6:
3000ng./Fugene HD: 10 pl., 72.saat).



41

4.5. hST6Gall Antikorunun Fare ST6Gall Enziminin Hiicre ici ve Salgilanan

Formunu Taniyip Tanimadigimin Analizi

Ticari olarak sadece fare (C2C12) ve sican (L6) miyoblast hiicre hatlari
mevcuttur. Bu nedenle ¢alismalarimizda kullanilan insan ST6Gall enziminin hiicre
ici formunu tantyan antikorun, fare ve sican ST6Gall’i tantyip tanimadig Western
Blot analizi ile kontrol edildi. Calismamiz sonucunda, insan ST6Gall proteinine
karst olusturulmus bu antikorun siganda tanima yapmadigi buna karsilik fare
ST6Gall enziminin hiicre i¢i ve salgilanan formunu tanidig1 gézlendi (Sekil 4.5 ve
4.6). Hipotezimize yonelik olarak sIBM hiicre kiiltiir modelinin olusturulabilmesi

icin C2C12 fare miyoblast hiicre hattinin kullanilmasina karar verildi.

ST6Gall’in 46 kDa. molekiiler agirlikta oldugu bilinmektedir, ancak enzimin
farkli N glikolizasyon bdlgeleri oldugu icin glikozillenmeye bagl olarak Western
Blot analizi sonucunda farkli molekiiler agirlikta proteinler saptanabilecektir. Yapmis
oldugumuz Western Blot analizleri sonucunda antikorun; ST6Gall ifadesinin ytliksek
oldugu bilinen fare akciger, bobrek, dalak, karaciger dokularinda yaklasik olarak
50kDa ve 70 kDa. molekiiler agirlik civarinda 6zgiil iki bant verdigi tespit edildi
(Sekil 4.5). hST6Gall antikorunun, fare ST6Gall’in hiicre i¢i formunu tamidiginin
saptanmasindan sonra, enzimin salgillanan formunu taniyip tanimadiginin kontrol
edilebilmesi i¢in fare plazmasindan protein izolasyonu yapilarak Western Blot analizi

gergeklestirildi ve 50 kDa. civarinda 6zgiil bantlar elde edildi (Sekil 4.6).
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fare akciger
fare bobrek
fare karaciger

fare karaciger

75 kDA,

50 kDa.|mm

Sekil 4.5. Fare ST6Gall enziminin hiicre i¢i formunun Western Blot analizi (antikor:

hST6Gall, protein 6rnekleri: 40 pg/ kuyucuk).
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlardaki fare plazma proteinlerinin Western Blot
analizi (antikor: hST6Gall).
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4.6. ST6Gall Enziminin Hiicre i¢ci Formunun Analizi

4.6.A. Western Blot

C2C12 fare miyoblast hiicre hattinda APP'min yiliksek diizeyde ifadesi
saglanarak sIBM hiicre kiiltiir modeli olusturuldu ve bu modelde ST6Gall enziminin
hiicre i¢i formunun ifadesinin kontrol hiicrelere gore artmis oldugu sonucuna varildi
(Sekil 4.7). 751-APP transfeksiyonunu takiben 24. saatte yapilan Western Blot
analizi sonuglari, Scion Image programi ile densitometrik olarak degerlendirilmistir.
APP'nin yiiksek diizeyde ifadesinin saglandigi C2C12 hiicrelerinde, ST6Gall
enziminin 70 kDa. civarindaki hiicre i¢i formunun kontrol hiicrelere goére 1.3 kat

artt1g1 saptandi.

751-APP transfekte
Kontrol hiicreler hiicreler

62 kDa. [

Sekil 4.7. sIBM hiicre kiiltiir modelinde ST6Gall enziminin hiicre i¢i formunun
Western Blot analizi (antikor: hST6Gall). A) Western Blot goriintiisii, B) Protein
orneklerinin esit yiiklendiginin kontrol edilebilmesi icin transfer sonrast membranin

Ponceau S. boyanmasi sonucunda elde edilen goriintiisii.
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4.6.B. immiinfloresan Boyama

Kontrol hiicreler ile karsilastirmali olarak yapilan immiinfloresan boyamalar
sonucunda, Western Blot analizi ile uyumlu sonuglar elde edildi. Transfeksiyon
yapilmayan kontrol hiicrelerde ST6Gall enziminin ifadesinin ¢ok diisiik oldugu
gozlenirken (Sekil 4.8), APP’nin yiliksek derecede ifadesinin gozlendigi hiicrelerde,
ST6Gall enziminin hiicre i¢i formunun da ifadesinin artis gosterdigi sonucuna

varildi (Sekil 4.9).

Sekil 4.8. ST6Gall ve APP peptidlerine 6zgiil antikorlar ile boyanan kontrol C2C12
hiicrelerinin floresan mikroskobu goriintiileri. A) Yesil-FITC: APP peptidi, B)
Kirmizi-Texas Red: ST6Gall, C) Mavi-DAPI: hiicre ¢ekirdekleri, D) Cakistirilmig
filtre goriintiileri. Cubuk: 10 pum. (751-APP/pCMV-SPORT6: 3000ng./Fugene HD:
10 pl., 24.saat).
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Sekil 4.9. ST6Gall ve APP peptidlerine 6zgiil antikorlar ile boyanan 751-APP

transfekte edilmis C2C12 hiicrelerinin floresan mikroskobu goriintiileri. A) Yesil-
FITC: APP peptidi, B) Kirmizi-Texas Red: ST6Gall, C) Mavi-DAPI: hiicre
cekirdekleri, D) Cakistirilmis filtre goriintiileri. Cubuk: 10 um. (751-APP/pCMV-
SPORT®6: 3000ng./Fugene HD: 10 pl., 24.saat).
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4.7. ST6Gall Enziminin Salgilanan Formunun Analizi

C2C12 fare miyoblast hiicre hattinda APP'in yiiksek diizeyde ifadesi
saglanarak sIBM hiicre kiiltir modeli olusturuldu ve kontrol hiicreler ile
karsilagtirildiginda hiicrelerden salgilanan ST6Gall seviyesinin artis gosterdigi

sonucuna varildi.

Transfeksiyon sonrast dort farkli zaman araliginda (12, 24, 48 ve 72. saat)
toplanmis olan hiicre kiiltiir ortaminda ST6Gall enziminin salgilanma seviyesi
Western Blot yontemi ile arastirildi (Sekil 4.10). Scion Image programi ile yapilan
densitometrik analizler sonucunda Ozellikle 48 ve 72. saat araliklarinda, APP’nin
yiiksek derecede ifadesinin saglandigi hiicrelerden salgilanan ST6Gall seviyesinin
kontrol hiicrelere kiyasla artmis oldugu gozlendi. Kontrol hiicrelerinde farkli zaman
araliklarinda ST6Gall enziminin salgilanmasinda fark gozlenmezken, APP’nin
transfekte edildigi hiicrelerde saptanmis olan salgilanma artisinin hiicre kiiltiir
ortaminda miyotiip olusumunun goézlenmeye basladigi 24-48. saat araliklarinda
basladigt sonucuna ulasildi. ST6Gall enziminin salgilanmasindaki artigin,

transfeksiyon sonrasi 48. saatte 1.3 kat, 72. saatte ise 1.7 kat oldugu saptanda.
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751-APP transfekte edilmis hiicre
Kontrol hiicre kiiltiir ortanm kiiltiir ortamu

I | | I
12 saat 24 saat 48 saat 72 saat 12 saat 24 saat 48 saat 72 saa

475
kDa.

Sekil 4.10. sIBM hiicre kiiltiir modelinde ST6Galll enziminin salgilanan formunun
Western Blot analizi (antikor: hST6Gall). A) Western Blot gorintiisii, B) Protein
orneklerinin esit yiiklendiginin kontrol edilebilmesi i¢in transfer dncesi kesilen jelin

Coomassie brilliant blue R-250 ile boyanmasi sonucunda elde edilen goriintii.

4.8. GOLPH4 Golgi Belirte¢ Proteininin Analizi

Golgi’ye ozgiil bir belirteg proteini olan GOLPH4, immiinfloresan boyama
teknigi ile analiz edildi ve APP protein ifade seviyesinin artig gosterdigi C2C12
hiicrelerinde, Golgi belirte¢ proteinin ifadesinin de arttigi sonucuna varildi (Sekil

4.11),
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Sekil 4.11. 751-APP transfekte C2CI12 hiicresinin GOLPH4 ve APso/APa
peptidlerine 0zgiil antikorlar ile boyanmasi sonrasinda floresan mikroskobu
goriintlileri. A) Kirmizi-Texas Red: toksik APs/APs peptidleri, B) Yesil-FITC:
GOLPH4 Golgi belirteg proteini, C) Mavi-DAPI: hiicre ¢ekirdekleri, D)
Cakistirilmis  filtre goriintiileri. Cubuk: 10 pum. (751-APP/pCMV-SPORT®6:
3000ng./Fugene HD: 10 pl., 24.saat). *

*Sekil 4.11°de ok isareti ile gosterilmeyen hiicrelerde APP’nin yiiksek diizeyde ifadesi

gdzlenmemistir.
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5. TARTISMA

sIBM, klinik olarak yasla beraber ilerleyen, yiiksek derecede kas
giicsiizligliniin ortaya ¢ikmasiyla karakterize, ileri donemde kas atrofisi ve nekrozun
saptandig1, 50 yas lizerindeki bireylerde ve Ozellikle erkeklerde en sik karsilasilan
dejeneratif kas hastaligidir (9,13,80). Cok etmenli bir hastalik olan sIBM’in
etiyolojisi ve patogenezi bilinmemekle beraber; genetik faktorler, hiicresel yaslanma,
ve c¢evresel etkenler gibi farkli mekanizmalarin etkisinde ortaya c¢iktigi
diistiniilmektedir (13). sIBM kas biyopsilerinde inflamatuar etkenlerin varhig
bilinmektedir.  Ancak  diger inflamatuar  miyopatilerden  (Polimiyozit,

Dermatomiyozit, vb.) farkli olarak bu hastalik i¢in etkin bir tedavi yaklasimi su ana

kadar gelistirilemememistir (22,47).

hIBM hastaliginin ¢cogu patolojik 6zelligi sIBM ile benzer olmasina karsilik,
hIBM'de hastaligin klinik bulgular1 daha erken yaslarda ortaya ¢ikmakta ve bu
hastalarin  iskelet kaslarinda lenfositik inflamasyon gozlenmemektedir (12).
hIBM'den sorumlu oldugu gosterilen tek gen, siyalik asit sentezinin ilk iki
basamaginda gorevli olan enzimi kodlayan GNE genidir (26). hIBM’de GNE
geninde goriilen mutasyonlar sonucu siyalik asit biyosentezinin azalmis oldugu ve bu
sonucun hastaligin patogenezinde 6énemli bir rol listlendigi bilinmektedir (26). sIBM
hastaliginda ise siyalik asit biyosentezi dogru sekilde gerceklestiginden, siyalik asit
biyolojisindeki herhangi bir degisikligin kas dejenerasyon tablosunun olusum

basamaklarinda rolii olup olmadigi arastirilmamastir.

sIBM hastaliginin en belirgin ve en onemli 6zelligi, merkezi sinir sistemi
disinda toksik AP peptidinin patolojik birikiminin gozlendigi tek hastalik olmasidir
(48). Kas liflerinde AP, 751 aminoasitten olusan ve yiiksek diizeyde ifadesi gézlenen
APP’nin endoproteolitik olarak kesilmesi sonucunda olusur (76). IBM hastaliginda,
kas dejenerasyon yolaginin bilinen baslangi¢ noktast APP'nin yiiksek diizeyde ifade
edilmesinin nedenleri heniiz agikliga kavusturulamamistir. Saglikli hiicrelerde APP,
sirastyla a ve y sekretazlar tarafindan NH, ve COOH uglarindan islenme yolunu

secerken (45), sIBM'de ilk kesim B sekretaz ailesine dahil olan BACE]1 tarafindan
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gerceklesir (46,76). BACEI enzimi, toksik AP peptidinin temel {ireticisidir (76).

2001 yilinda BACEI1 enziminin ST6Gall'in proteolitik kesiminden sorumlu
oldugu gosterilmistir (41). ST6Gall enzimi, BACE1 enzimi tarafindan proteolitik
kesime ugrayarak katalitik bolgeleri ile birlikte ¢oziliniir formda viicut sivilarina
salgilanir (57,58). Salgillanan ST6Gall’in tam olarak islevi ve substratlar
bilinmemekle birlikte, hiicre disina salgilanan ¢oziintir glikoproteinlere a-2,6 bagi ile
siyalik asit birimleri ekledigi diistiniilmekte, ayrica ¢esitli immiinolojik reaksiyonlar1
diizenlemek amaciyla akut faz hepatik reaksiyonlarda hiicre digina salgilanmasinin

arttig1 bilinmektedir (21,24,27,70).

IBM hastaliginda ST6Gall enziminin hiicre i¢i formunun ifade diizeyi ve
salgilanan formunun hiicrelerden salgilanma seviyesinin degisip degismedigi ile ilgili
bir calisma su ana kadar yapilmamistir. Bu nedenle tez ¢alismamiz kapsaminda,
dejeneratif bir kas hastalig1 olan sIBM’in hiicre kiiltiir modelinin olusturulmasi ve bu
modeli kullanarak glikoproteinlere a-2,6 bagi ile siyalik asit birimlerinin
eklenmesinden sorumlu ST6Gall enziminin sIBM patogenezindeki olasi roliiniin

arastirilmasi amaclanmustir.

Hipotezimize yonelik olarak tez ¢alismamizin ilk asamasinda, Amiloid f
plaklarinin olusumu ile karakterize dejeneratif bir kas hastaligi olan sIBM’in hiicre
kiiltir modelinin olusturulmas1 gerceklestirilmistir. In vitro ortamda, kas liflerine
APP gen transferi yapildiginda, IBM tipi patolojik birikimlerin kolayca
gbzlenebilmesi nedeniyle, sIBM, hiicre kiiltlir modeli olusturulabilecek nadir
hastaliklardan biridir (3). Alzheimer ve sIBM hastaliklarina yonelik in vitro model
olusturma c¢alismalarinda heterolog sistemler kullanilmaktadir (16,40,44). Bu
nedenle, tez ¢galismamizda sIBM hiicre kiiltiir modelinin olusturulabilmesi i¢in insan
751-APP cDNA’sin1 igeren pCMV-SPORT6 gen ifade vektorii C2C12 fare
miyoblast hiicre kiiltiir sistemine transfekte edilmis ve CMV promotorii kontroliinde
APP’nin yiiksek diizeyde ifadesi saglanmistir. SIBM kas liflerine 6zgiil proteinlerin
(APP ve AP4o/APsz) immiinfloresan boyamalarla birikiminin saptanmasiyla modelin

olusturuldugu kanitlanmistir (Sekil 4.2 ve 4.3). Bununla birlikte gelistirdigimiz hiicre
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kiiltiir modelinde, APP transfeksiyonu sonrasi 72. saatte Kongo Kirmizis1 boyamasi
ile amiloid birikimlerinin gézlenmesi sIBM hiicre kiiltiir modelinin olusumu yoniinde

onemli bir bulgudur (Sekil 4.4).

Giliniimiize kadar sIBM patogenezini ve kas dejenerasyon mekanizmasini
aydinlatmaya yonelik olarak yapilan c¢aligmalar, insan APP’sinin yiiksek diizeyde
ifadesinin saglandig1 transgenik fare modellerinde ve viral vektorlerle APP gen
transferinin yapildigi primer miyoblast hiicre kiiltiirlerinde gerceklestirilmistir
(2,3,68,69). Toksik AP birikiminin patolojik yolaktaki etkilerini en iyi sekilde
anlayabilecegimiz modeller tartismasiz transgenik hayvan modelleridir. IBM’in yasa
bagli olarak ortaya c¢ikan ve yavas klinik ilerleme gosteren dejeneratif bir hastalik
olmasi nedeniyle, hastalikta gdzlenen miyopatolojik ve fenotip farkliliklar transgenik
hayvan modellerinde 10 aydan fazla siirede ortaya c¢ikmaktadir (68). Bu nedenle,
transgenik hayvan ¢aligmalari ¢ok wuzun bir siire¢, deneyim ve alt yapi
gerektirmektedir. Bunun yaninda yapist ¢ok karmasik olan in vivo sistem cesitli
cevresel ve endojen etkenlerin etkisinde oldugundan bulgularin degerlendirilmesi
giiclesmektedir. Hiicre kiiltiir modelleri ise, canli sistemi birebir taklit etmemelerine
ragmen in vivo sisteme gore daha kolay calisilabilir ve analiz edilebilir niteliktedir
(4,50). Ancak, primer miyoblast hiicrelerinin kullanilmas: ile olusturulan hiicre
kiiltiir modellerinde, fibroblast hiicre populasyonunun kiiltiir ortaminda bulunmasi,
primer miyoblast hiicrelerinin ilerleyen pasajlarda boliinme ozelliklerini yitirmeleri
ve farklilagmalarinin hiicre hatlarina kiyasla uzun silirmesi nedeniyle primer

miyoblastlarin in vitro model olusumunda kullanimlar sinirlt olmaktadir.

Tez calismamiz kapsaminda sIBM hiicre kiiltiir modelinin olusturulmasi
C2C12 fare miyoblast hiicre hattinda gerceklestirilmistir. Calismamizda sIBM hiicre
kiiltir modelinde, kontrole gore salgilanan ST6Gall enziminde gozlenen
farkliliklarin  yalnizca miyoblast hiicrelerinden kaynaklandiginin anlasilabilmesi
ancak fibroblastlardan tamamen armnmis hiicrelerin kullanilmasiyla miimkiin
olacaktir. Bu nedenle saf miyoblastlardan olusan, hizla farklilasabilen ve iskelet
kasma 0zgiil proteinleri ifade edebilme yetenegine sahip olan C2C12 hiicreleri

kullanilmistir (59). C2C12 hiicre hatlarinda APP’nin yiiksek diizeyde ifadesi i¢in ilk
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defa bu tez kapsaminda, viral vektorlere kiyasla daha diisiik toksik etki gosteren,
kolay ve giivenli calisilabilir gen aktarim metodu olan, lipozomal transfeksiyon
kullanilmistir. C2C12 hiicre hatlar1 kullanarak olusturdugumuz sIBM hiicre kiiltiir
modeli, deneysel olarak kolay ¢alisilabilir olmasinin yanisira, IBM tipi patolojik
birikimlerin kolayca g6zlenebildigi bir model 6zelligini tasimaktadir. Tez ¢alismamiz
kapsaminda olusturdugumuz bu model, sIBM patogenezini agiklamaya yonelik

yapilacak aragtirmalar i¢in bir alt yap1 hazirlayacaktir.

Tez calismamizin ikinci asamasinda, olusturdugumuz sIBM hiicre kiiltiir
modeli kullanilarak glikoproteinlere o-2,6 bagi ile siyalik asit birimlerinin
eklenmesinden sorumlu ST6Gall enziminin patogenezdeki olasi rolii arastirilmistir.
Bu dogrultuda, sIBM hiicre kiiltiir modelinde ST6Gall’in hiicre i¢i formunun ifade
diizeyi ve hiicre disina salgilanma seviyesinin degisip degismedigi arastirilmigtir. Bu
amagla, sIBM patolojisinin gozlendigi kiiltiir ortamindaki hiicrelerden ve hiicre
kiiltiir ortamindan protein izolasyonu yapilarak, Western Blot yontemi ile
ST6Gall’in hiicre i¢i ve salgilanan formlar1 kontrol hiicreler ile karsilastirilarak
analiz edilmistir. Calismamiz sonucunda APP'nin yiiksek diizeyde ifadesinin
saglandigt C2CI12 hiicrelerinde, ST6Gall enziminin hiicre i¢i formunun ifade
diizeyinin (Sekil 4.7 ve 4.9) ve ST6Gall salgilanma seviyesinin (Sekil 4.10) arttig

sonucuna ulagilmistir.

Tez galismamiz sonucunda ST6Gall ifadesinde saptanmis olan bu artisin,
hiicrelerde yiiksek diizeyde ifade edilen APP’nin a-2,6 siyalasyon hizini arttirdigin
ve translasyon sonrasi degisikligi tamamlanmis olan APP’nin, BACEl enzimi
tarafindan islenme hizinin artmasiyla, hiicre icerisinde daha fazla miktarda toksik A
peptidi birikimine neden oldugunu diistinmekteyiz. Alzheimer hastaligina yonelik
caligmalar yapan bir grubun Neuro2a hiicrelerinde APP’nin a-2,6 siyalasyonunun
artisgina baglh olarak islenmesinin arttigin1 saptadigi calisma bu diislincemizi

desteklemektedir (53).

sIBM hastaliginda; bilinmeyen bir nedenle hiicre icindeki genel

transkripsiyon mekanizmasinin etkin duruma gegtigi ve hiicre ig¢indeki yikim
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mekanizmalarinin iglev géremez durumda oldugu bilinmektedir (44,75,78). APP’nin
artmastyla ortaya c¢ikan patolojik tabloya baktigimizda, hiicre kiiltiir modelinde
ST6Gall ifade diizeyindeki saptadigimiz artisin APP artisina 6zgiil olup olmadigini
test etmek i¢in Golgi zarinda yerlesik olarak bulunan GOLPH4 Golgi belirteg
proteininin ifadesinin degisip degismedigi analiz edilmistir. Yapisal bir protein
olmasi nedeniyle bu proteinin ifadesinde herhangi bir artis beklenmemesine ragmen,
calismamiz sonucunda GOLPH4’iin ifadesinin arttigi saptanmistir. Bu durumda
ST6Gall artisimm patolojik tabloya baglhh olarak goriillen bir artis olarak
degerlendirmekle birlikte bu artisgin sIBM patogenezine katilan bir islevi

olabilecegini de gozardi etmemek gerekir.

Tez calismamizda saptadigimiz GOLPH4 Golgi belirte¢ proteininin
ifadesinin artigt, APP’nin yiliksek diizeyde ifade edildigi hiicrelerde ER stresinin
varligmmi ongormektedir. sIBM hastaliginda hatali katlanmig ve katlanamamis
proteinlerin hiicre iginde biriktigi, bu birikimle beraber ER homeostazinin
bozulmasiyla hiicrede ER stresinin olustugu bilinmektedir (14,28,30). Hiicreler, ER
stresinden korunmak i¢in katlanmamis protein cevabir (UPR-unfolded protein
response) yolagini etkinlestirirler. Ancak UPR ile ifade diizeyi artan saperonlarin
hiicresel yaslanma nedeniyle etkinlestirilmelerinin yetersiz kaldigi bilinmektedir.
Hiicresel UPR cevabinin baslamasina her ne kadar ER’de birikmis olan proteinler
sebep olsa da, UPR sinyal yolaginin devreye gegebilmesi icin hiicre ¢ekirdegi ve
Golgi organelinde islev goren bir cok proteine ihtiya¢ vardir. Bu nedenle, bu
patolojik siiregte ER stresine bagli olarak Golgi organeline 6zgiil GOLPH4 vb.
birgok proteinin ifade diizeylerinin artmasi beklenebilir. Ayrica, sSIBM patolojisinde
ifade diizeyi artmis olan APP ve bir ¢ok farkli proteinin Golgi’de translasyon sonrasi
degisime ugradigi diisiinlilecek olursa, c¢alismamizda Golgi’nin morfolojisinde
gozlemis oldugumuz degisimin, artmis organel islevine bagl oldugu diisiiniilebilir

(Sekil 4.11).

Kitazume ve dig. (41) yapmis olduklar1 calismada, BACE1'in iki substrati
olan ST6Gall ve APPsw aymi anda COS-7 hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade

ettirildiklerinde, ST6Gall salgilanmasinin azaldigi sonucuna ulagmislardir. Enzimin
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oncelikli substrat olarak ifade diizeyi artmig olan APPsw’yi se¢ebilecegi, bu nedenle
ST6Gall’in kesilememesine bagli olarak hiicre disina salgilanma seviyesinin azalmis
olabilecegi Onerilmistir. Fakat bu ¢alismada BACEI enziminin substratlarindan biri
olan ve yiiksek diizeyde ifadesi saglanan APP, kalitsal Alzheimer hastaligina neden
olan mutasyonu igermektedir. Bu mutasyonun enzimin substratina karsi olan
ilginligini yabanil tip APP’ye gore yaklasik 100 kat arttirdig1 yapilan ¢aligmalarla
kanitlanmistir (66,73). Bunun yaninda, sIBM patogenezinde APP ve Apolipoprotein
E gibi kalitsal Alzheimer ile iliskili hi¢ bir gene baglanti gosterilememistir
(11,29,36). Ayrica, hIBM hastalarinda APP geninde herhangi bir mutasyon tespit
edilememistir (11). Yapmis oldugumuz ¢aligmamizda C2C12 hiicrelerinde BACE1
enziminin her iki substratin1 da (APP ve ST6Gall) fizyolojik ortaminda bulmasi ve
BACET!’in substratlarindan olan APP’ye olan ilginligini arttiracak bilinen bir nedenin
olmamasi durumunda enzimin her ikisini de benzer etkinlikle kesmesi ve buna baglh
olarak da salgilanan ST6Gall miktarinin artmasi beklenen bir sonug¢ olarak

degerlendirilebilir.

Hepatik sistemde inflamasyon durumunda; serum siyalik asit seviyesinin
artisi ile birlikte akut faz reaktan1 olarak ST6Gall ifade diizeyinin ve salgilanmasinin
arttig1 bilinmektedir (21,24,27). Giinlimiize kadar, salgilanan ST6Gall’in tam olarak
islevi ve substratlar1 bilinmemekle birlikte, hiicre disina salgilanan ¢6ziiniir
glikoproteinlerin a-2,6 siyalasyonunu sagladigi saptanmistir (70). sIBM patolojik
fenotipinde vakuol igermeyen kas liflerine farkli derecelerde CD8+ sitotoksik T
hiicrelerinin infiltre oldugu bilinmektedir (13,47). Bu bulgular bize, olusturdugumuz
sIBM hiicre kiiltiir modelinde ST6Gall salgilanma seviyesinde saptanan artisin sSIBM
patolojik yolaginda gozlenen inflamasyon tablosu ile iliskili olabilecegini
diisiindiirmektedir. sIBM hastaliginin patolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin
genellikle hIBM ile benzer olmasina karsilik, iki form arasinda goriilen en 6nemli
faklilik hIBM’de inflamasyon bulgularinin olmamasidir (5). Bu hastalarda ST6Gall
ifade diizeyi ve buna bagli olarak salgilanmasi artmis olsa bile, GNE genindeki
mutasyonlara bagli olarak siyalik asit biyosentezi tam olarak gerceklesmediginden

inflamasyonun gdzlenememesi beklenen bir sonug olabilir.
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Son yillarda yapilan aragtirmalar sSIBM patogenezinde gozlenen inflamasyon
ve dejenerasyon siireclerinin Onemini ortaya g¢ikarmaya yonelik olsa da, bu iki
patolojik Ozelligin birbirleri ile iliskisi ve patolojik yolaktaki siralar1 halen

bilinmemektedir.

Dalakas ve dig. (23) 2006 yilinda, inflamasyonun sIBM patolojik tablosunun
baslangi¢ evrelerinde yer aldigini, kas lifi dejenerasyonu ve protein birikimlerinin
inflamasyon sonrasinda meydana geldigini 6ne siirmiislerdir. Buna gore, interlokin 1
(IL 1), timoér nekroz faktor alfa (TNF o) ve interferon gama (IFN y) gibi
proinflamatuar sitokinlerin ifade diizeylerinin artmasinin, sIBM patolojik yolaginda,
APP ifadesinin artisindan daha erken gozlenen patolojik bir durum oldugu ve bunun
strastyla inflamasyon ve dejeneratif unsurlar1 beraberinde getirdigi diisiiniilmektedir.
Proinflamatuar sitokinlerin miyotiiplerde MHC sinif 1 ifade diizeyini arttirici bir
etken oldugu bilinmektedir (49). MHC smif 1 ifade diizeyinin artmasinin ER
tizerinde stres etkisi olusturarak, NFkB ifade diizeyini arttirdigi, bunun da MHC siif
1 antijeninin hiicre zarmma yerlesimiyle T hiicre cevabin1 ortaya c¢ikardigi
disiiniilmektedir (51,52). Proinflamatuar sitokinlerden IL 1’in ve NFxB’nin,
APP’nin ifade seviyesini ve buna bagli olarak toksik AP olusumunu arttirdigi
gosterilmistir (31,33,34). Toksik AP birikiminin de sirasiyla ER stresi ve proteozom
islevinin bozulmasina, bunun da proteinlerin hiicre i¢inde birikmesine neden oldugu

diisiiniilmektedir (54).

Dalakas ve dig. (23)’nin hipotezlerine karsilik olarak, Askanas ve Engel (15),
APP’nin yiiksek ifade diizeyine ve hatali islenmesine bagli olarak olusan toksik A
birikiminin, sIBM patolojik yolagmin inflamasyondan 6nceki basamaklarinda yer
aldigimmi ve bunun sonucu olarak, ER stresi, oksidatif stres ve hiicre i¢inde biriken
proteinlere yanit olarak T hiicre cevabinin ortaya c¢iktigin1 6ne siirmiislerdir (65).
Inflamasyon ve kas dejenerasyonu arasindaki bu iliski, sIBM iskelet kasinda
sitokinlerin, kemokinlerin, APP’nin, tau ve ubikiitinlerin mRNA seviyelerindeki
artisin es zamanli oldugunun saptanmasiyla desteklenmistir (65). Ancak, sIBM’de
proinflamatuar sitokinlerin artiglarinin ve toksik AP birikiminin temel nedeni hala

bilinmemektedir (32,62).
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Tez calismamiz sonucunda APP’nin yiliksek ifade diizeyine bagli olarak
ST6Gall ifadesinin ve salgilanmasinin arttigt saptanmistir. Yapilacak olan
caligmalarla ST6Gall salgilanma artisinin proinflamatuar sitokinlerin ifade diizeyini
arttirarak inflamasyonu tetikledigi yoniinde bir ipucu elde edilebilirse, bu sonuglar
Askanas ve Engel’in hipotezini (15) destekleyecek yonde bir bulgu olacak ve sIBM
patolojik yolaginda gozlenen inflamasyonun kas dejenerasyon siirecinde bir cevap
olarak, APP’nin yliksek diizeyde ifade olmasindan sonraki basamaklarda ortaya

ciktig1 diisiintilebilecektir.

sIBM'de kas lifi dejenerasyonunun nedenlerinin aydinlatilabilmesi,
dejenerasyon yolagini baglatan ve bu yolakta yer alan faktorlerin tanimlanmasi ve
bunlarin dejenerasyon mekanizmasindaki rollerinin ¢ok iyi aydmnlatilmasi ile
miimkiin olacaktir. sSIBM hastalig1 kas liflerinde APP’nin yiiksek diizeyde ifadesinin
saglanmasi ile hiicre kiiltiir modeli olusturulabilecek nadir hastaliklardan birisidir (3).
Olusturmus oldugumuz sIBM hiicre kiiltiir modeli, elde etmis oldugumuz veriler
tizerine tez c¢aligmasimi takip eden, patogenezle birlikte kas dejenerasyon
mekanizmasin1 da agiklamaya yonelik yapilacak olan arastirmalar ve patolojik
yolakta gdrev alan proteinlerin islevlerini ortaya koymak i¢in yapilacak analizler i¢in

bir alt yap1 hazirlamistir.
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6. SONUC VE ONERILER

e 751-APP/pCMV-SPORT®6 gen ifade vektoriiniin C2C12 fare miyoblast hiicre
kiiltlir sistemine transfekte edilerek, CMV promotorii kontroliinde APP’nin
yiiksek diizeyde ifadesi saglanarak sIBM hiicre kiiltiir modeli olusturulmus ve
sIBM patogenezini aydinlatmaya yonelik calismalar i¢in kullanilabilir bir

model haline getirilmistir.

e sIBM kas liflerinde biriken 0zgiil proteinlerin (APP, ABs, APa42)
immiinfloresan boyama teknikleri ile gésterilmesi ile hiicre kiiltiirli ortaminda
sIBM patolojisinin olusumu gosterilmistir. Ayrica, sIBM hiicre kiiltiir
modelindeki hiicrelerde Kongo kirmizisi boyamasi ile ¢oziinmeyen fibriler

yapidaki amiloid birikimleri saptanmustir.

e C(C2CI12 fare miyoblast hiicre hattinda APPmin yiiksek diizeyde ifadesi
saglanarak olusturulan sIBM hiicre kiiltiir modelinde, ST6Gall enziminin
hiicre i¢i formunun ifade diizeyinin kontrol hiicrelere gore arttigr sonucuna

varilmstir.

e (C2CI12 fare miyoblast hiicre hattinda APPmin yiiksek diizeyde ifadesi
saglanarak olusturulan sIBM hiicre kiiltiir modelinde, kontrol hiicreler ile
karsilastirildiginda  hiicrelerden salgilanan ST6Gall seviyesinin  artig

gosterdigi sonucuna varilmistir.

e sIBM hiicre kiiltiir modelinde, APP protein ifade seviyesinin artis gosterdigi
hiicrelerde GOLPH4 Golgi belirte¢ proteinin de ifadesinin arttig1 sonucuna

varilmistir.

e sIBM hiicre kiiltiir modelinde ST6Gall salgilanma seviyesinin artigina paralel
olarak proinflamatuar sitokinlerin ifade diizeylerinin arastirilmasi, ST6Gall
salgilanma artisinin inflamasyonu tetikleyip tetiklemedigi yoniinde 6nemli

bulgular elde edilmesine katkida bulunacaktir.
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hIBM hastaliginda, ST6Gall ifade diizeyi ve buna bagl olarak enzimin
salgilanma miktarinda degisiklik olup olmadigi arastirilmalidir. Bu ¢alisma
ile hIBM’de gozlenmeyip sIBM’de gozlenen inflamasyonun nedenleri ile

ilgili bulgular elde edilebilir.

Tez calismasi kapsaminda olusturdugumuz sIBM hiicre kiiltiir modeli tez
caligmasini takip eden diger arastirmalar i¢in bir alt yap1 hazirlamistir. Ancak,
ilerleyen donemde sIBM kas dejenerasyon mekanizmasina yonelik olarak
yapilacak ¢aligmalar i¢in tiim hiicrelerin APP’yi yiiksek diizeyde ifade ettigi

inducible (uyarilabilir) hiicre hatlarinin olusturulmasi planlanmaistir.
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