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Bu calismada sigir Niemann-Pick C2 proteini (bNPC2) tuzla c¢oktirme,
diyaliz, DEAE-Sefadeks A-50 anyon degistirici kromatografisi, CM-Sefaroz ve SP-
Sefaroz  katyon degistirici  kromatografileri  kullamlarak — sigir  siittinden
saflagtirilmustir. bNPC2'nin varlhigi SDS-PAGE ve Western-Blot teknikleri ile
belirlenmistir. Bis(monomiristoilgliserol)fosfat (% 20 mol), 4-[**C]-kolesterol (% 1
mol), kolesterol (% 10 mol), N-[6-(biotinoil)amino]hekzanoil-1,2-dihekzadekanoil-
sn-gliserol-3-fosfoetanolamin trietil amonyum tuzu (% 4 mol), fosfatidilkolin (% 65
mol) iceren verici vezikiller ve bis(monomiristoilgliserol)fosfat (% 20 mol),
kolesterol (% 10 mol), fosfatidilkolin (% 66 mol), N-(7-nitrobenz-2-okza-1,3-diazol-
4-yl)-1,2-dihekzadekanoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin trietil amonyum tuzu (% 4
mol) iceren alict vezikiller olusturularak in vitro kosullarda bNPC2 nin kolesterol
tasinmasindaki rolii incelenmistir. bBNPC2' nin verici vezikiillerde bulunan 4-[**C]-
kolesteroliin % 52,3+5,2'0nin alict  vezikillere tasinmasinda rol oynadigi
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Niemann-Pick C2 protein, Kolesterol Transferi, Sigir siit
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PURIFICATION OF NIEMANN-PICK C2 PROTEIN (bNPC2) FROM
BOVINE MILK AND INVESTIGATION OF CHOLESTEROL TRANSFER
ROLE
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. Prof. Dr. Mustafa CANLI
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In the present study, bovine Niemann-Pick C2 protein (bNPC2) is isolated
from bovine milk by sequentially using salt precipitation, dialysis, DEAE-Sephadex
A-50 anion exchange chromatography, CM-Sepharose and SP-Sepharose cation
exchange chromatographies. bNPC2 is defined by using SDS-PAGE and Western-
Blotting techniques. Donor vesicles composed of  bis(monomyristoylglycerol)-
phosphate (20 mol %), 4-[*C]-cholesterol (1 mol %), cholesterol (10 mol %), N-[6-
(biotinoyl)amino] hexanoyl-1,2-dihexadecanoyl-sn-glycerol-3-phosphoethanolamine
triethylammonium salt (4 mol %), phosphatidylcholine (65 mol %), and acceptor
vesicles composed of bis(monomyristoylglycerol)phosphate (20 mol %), cholesterol
(10 mol %), phosphatidylcholine (66 mol %), N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-
yl)-1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine triethylammonium salt (4
mol %) were used in experiments to investigate the role and efficiency of bNPC2 in
cholesterol transfer. It was determined that bNPC2 has an effective role in 4-[**C]-
cholesterol transfer from donor to acceptor vesicles with a transfer efficiency of
52.3+5.2 %.

Key Words: Niemann-Pick C2 protein, Cholesterol Transfer, Bovine milk
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1.GiRIiS Onur BALTACI

1. GIRIS

Memelilere ait hlicresel membranlarin esansiyel bir bileseni olan kolesterol,
membran yapisimin olusumunda ve dizenlenmesinde 6nemli bir yere sahiptir.
Kolesteroliin miktar1 ve hiicre igerisindeki dagilimi de novo sentez, esterifikasyon ve
hicre ici tasimim ile siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Endositoz yolu kolesterol
metabolizmasinda anahtar roli oynamaktadir ve bu yoldaki kalitsal bozukluklar
sonucunda Niemann-Pick tip C (NPC), hiperkolesterolemia ve Wolman sendromu
gibi cesitli metabolik hastaliklar olusmaktadir. Hiicre igerisindeki kompartmanlarin
membranlarindaki kolesterolin  dagilimi biylk oranda farklilik gdstermektedir.
Kolesteroliin konsantrasyonu sentezlendigi yer olan endoplazmik retikulumda gok
dustk olmakla beraber Golgi aygitindan trans-golgi agina ve plazma membranina
dogru ogidildikce Kkolesterolin dizeyi artmaktadir. Kolesterol membranin
akiskanhigim  dizenlemekte, Na',K'-ATPazin maksimum diizeyde aktivite
gostermesini ve distik Na* iyonu gecirimliligini saglamaktadir. Ayrica kolesteroliin
sfingomiyeline olan yuksek ilgisi sinyal iletiminde 6nemli olduguna inanilan ve
lipid yigim (lipid rafts) olarakta adlandirilan sivi-diizenli hal membran bélimlerinin
olusumuna katkida bulunmaktadir ( Babalola ve ark., 2007). Bunlara ek olarak hticre
blyUmesi, lipoproteinlerin, steroid hormonlarin ve safra asitlerinin sentezlenmesi
icin de kolesterol gereklidir (Liscum ve Munn, 1999). Okaryotik hiicrelerde
membranlarin, membran lipid bilesenlerinin ve bazi diger hticre dis1 molekillerin
yikimi endozomal ve lizozomal kompartmanlarda gergeklesmektedir. Bu yikima
ugrayacak bilesenlerin hiicre membranlarindan olusturulan vezikiller aracilig: ile
hiicre icerisine alinmasina endositoz denir (Kolter ve Sandhoff, 2005; Ozgiines,
2004). Endositoza Ornek olarak disuk yogunluklu lipoproteinlerin  (LDL),
transferrinin, oz-mikroglobdlinin, sialoglikoproteinlerin, instlinin, epidermal bllytime
faktorinun ve polimerik imminoglobdlin A (IgA)'min hicre igine  alinmasi
verilebilir (Ozgiines, 2004). Hiicre membram endositozla kaybettigi materyali
egzositozla karsilar. Egzositoz, hiicre ici membranlardan olusan vezikillerin hticre
icinden yukledikleri molekillerin  plazma membrant ile kaynasarak disart

verilmesidir.
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Membranlarin temel bilesenleri olan amfifilik lipidler, proteinler ve yikimi
gerceklestirilecek moleklller lizozomlarda kendilerini olusturan  aminoasitlere,
monosakkaritlere, sialik asitlere, gliserole, yag asitlerine, sfingozin ve benzeri
yapitaglarina ayristirilirlar (Kolter ve Sandhoff, 2005). Diger membran lipidlerinden
farkl: olarak kolesterol lizozomlarda yikilmamakta ancak endozomlarla (recycling
endosomes) hizl1 bir sekilde plazma membranina geri dondirilmektedirler (Lange ve
ark., 2002; Babalola ve ark., 2007). Bu olay egzositoza 6rnek olarak verilebilir.

Hucre iginde organeller arasinda hizli bir vezikdl trafigi vardir. Ancak bu
trafigin gogu endositoz ve egzositoz ile baglantilidir. Egzositozu gergeklestirecek
vezikuller endoplazmik retikulum (ER)’de olusur, Golgi kompleksi ile kaynasir,
Golgi boyuncatasinir ve Golgiden olusan salinim vezikdilleri ile plazma membranina
tasimir. Ayni sekilde endositoz sirasinda olusan vezikiller endozom kompleksi ile
kaynasir, buradan tomurcuklanan vezikiller Golgiye ve lizozomlara tasinir.
Endozom-Golgi-ER yoninde bir geri tasimm da yine vezikiller araciligi ile
gerceklestirilir.

Egzositoz ve endositozda vezikillerin olusmast aym temel mekanizma
sayesinde gerceklesmektedir. Bu mekanizma asagidaki gibi Ozetlenebilir. Sekil
1.1'de membran, membran lipid (6rnegin: Glikosfingolipid (GSL)) ve protein
(6rnegin: Epidermal Blyume Faktori Reseptorl) bilesenlerinink endositozu ve
hticre iginde pargalanmasi 6rnek olarak verilmistir (Schulze ve ark., 2008).

Plazma membranm Uzerinde endositozun meydana gelecegi bolgelere,
sitoplazmada ¢ozunir halde bulunan kilif proteinleri baglanir. Membrana baglanan
kilif proteinleri bir araya toplanarak sepet gibi bir yapi olusturur ve membramin bu
bdlgedeki yapisint bozar. Bu sayede kilifli gukurcuklar olusur. Bu bolgede ligand
baglayici reseptorler ve bazi transmembran proteinleri toplanir. Reseptorleri ve bazi
proteinleri de igine alarak membramn bu bolgesinin sitoplazmaya dogru kivrilmasi
ile vezikul tomurcuklamr. Vezikil membrandan kopar ve hemen kilifindan siyrilir.
Kilifindan styrilmis olan vezikil icerisindeki resepttr ve ligandlar, dnce endozom
kompleksinin ‘erken endozom’ olarak adlandirilan bdlimine alimr. Endozom
kompleksinin yapisi hticre tiplerinden kaynaklanan bazi farkliliklara ragmen genel
hatlart ile aynmidir. Bu kompleks, Golgi kompleksine benzemekle beraber
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transgolgiden tamamen farkl: olan ve kiremsi vakuoller, vezikil-tabul biciminde
uzantilar igeren bir sistemdir. Bu sistemin erken endozom ve ge¢ endozom gibi
parcalardan olustugu duistunilmektedir. Endozom kompleksine giren molekiller
(genellikle reseptor + ligand) hedeflerine gore dort ayr1 yola yonelirler:

a) Membrana DoOnts (membrane recycling): Endositozla gerceklesen membran
kayb1 egzositoz ve membrana donusle dengelenir. Geri donis yolu ile
membranlardan ayrilan reseptorlerden bazilari1 da tekrar membrana doner. Y apilan
caismalar geri donisun vezikillerle saglandigini, bu vezikillerin gok kuguk,
sekillerinin ise yuvarlak veya boru biciminde olabildigini gostermistir. LDL ve
transferrin reseptorleri membrana donus vezikilleri ile geri donen reseptorlerin iki
ornegidir.

b) Hucre Gegme (transsitoz): Bu olay polarize hiicrelerde gerceklesir. Hiicrenin bir
yuztinden endositoz ile alinan molekdl, bir baska ylziinden egzositozla disar: verilir.
Ornek olarak, sinir bilytime faktoriinin ileumdan gegisini verebiliriz.

c) Golgiye Tasimmm: Transgolgi ag1 ile endozom kompleksi arasinda vezikil alis
verisinin gerceklestigi deneysel olarak belirlenmistir. LDL’nin yikiminindan veya
plazma membramimin endositozu ile elde edilen kolesterol plazma membramna
dogrudan veya transgolgi ag1 sayesinde membrana geri donmektedir (Ikonen,
2006).

d) Lizozoma Giris: Membranin igerisine endositozla alinan molekiller bir dakika
icinde plazma membrani altindaki erken endozoma, 5-15 dakika icerisinde geg
endozoma ve en sonunda da yukarida bahsedilen ¢ yola girmemislerse parcalanmak

Uzere hidrolitik enzimleri igeren lizozomlara alinirlar.



1.GiRIiS Onur BALTACI

Plazma GSL t 12
Alembran:

Kihil : . )
Cukurcuk . Kaveola

s .;""“‘#@
Secilim izlemi )
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( Kaveozom

Geg —_ Secilim izlemi ER
Endozom i) 3;1 m 2
4 Golgi
@ Lizozom Diizenli Birlesme

L, ve Avrilma
Vezikiller “».

Clikokalils Lizozom

Sekil 1.1. Membran, membran lipid ve protein bilesenlerinin endositozu ve hiicre
icinde parcalanmas: (endoplazmik retikulum (ER), glikosfingolipid (GSL) epidermal
blytme faktori reseptort (EGFR)) (Sandhoff ve Kolter, 2005)

1.1. Hucrenin Kolesterol Kaynaklari

Memeli hicreleri steroid hormonlarin, safra asitlerinin, lipoproteinlerin ve
membranlarin sentezi igin gerekli olan kolesterolli diisuk yogunluklu lipoproteinlerin
(LDL) reseptore bagli endositozu, plazma membranimin endositozu (Sekil 1.1) ve
endoplazmik retikulumde gerceklesen de novo sentez sonucu elde ederler ( Liscum
ve Munn, 1999; Lange ve ark., 2002).
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1.1.1. Denovo K olesterol Sentezi

Basta karaciger olmak Uzere, deri, adrenal korteks, beyin, ince barsaklar,
testis gibi organlarin hiicrelerinde yer alan endoplazmik retikulumlerde, Asetil-
koenzim A (Asetil-CoA) molekillerinden kompleks bir yapir olan kolesterol
sentezlenmektedir. Kolesterol sentezinde kullamlan Asetil-CoA molekilleri yag
asitlerinin oksidasyonundan, purivattan, aminoasitlerden ve keton cisimlerinden
saglanmaktadir. Kolesterol sentezinde ara Uriin olarak olusan izopentil pirofosfattan
A vitamini, E vitamini, K vitamini, karotenler, dolikoller ve elektron tasiyan
kinonlar (ubikinon, plastokinon) sentezlenmektedir. Kolesterol sentezinin dort ana
basamag1 bulunmaktacir. U¢ molekiil Asetil-CoA molekiilii birleserek alt1 karbonlu
bir ara Grin olan mevalonat1 olusturmaktadir. Bu reaksiyonu hidroksimetilglutaril
CoA rediktaz (HMG-CoAR) enzimi katalizlemektedir. Mevalonattan bes karbonlu
aktif izopren birimi olan izopentil pirofasfat sentez edilmektedir. Bes karbonlu
izoprenin polimerizasyonu ile elde edilen 30 karbonlu lineer yamdaki skualenin
halkalasarak steroid cekirdegini olusturmasi ve daha ileri seviyedeki degisikliklerle
(oksidasyonlar, metil gruplarmin  yer  degistirmesi) kolesterol — sentezi
tamamlanmaktadir ( Ikonen, 2006; Onat ve ark., 2002 ).

1.1.2. DUsuk Yogunluklu Lipoproteinlerin (LDL) Reseptére Bagh Endositozu

Kolesterol vicut sivilarinda ¢oziinmez, bu nedenle diyetle alindiktan veya
karacigerde sentezlendikten sonra ancak bir tasiyici yardimyla tasinir. LDL kan
yoluyla kolesterol tasiyan bir komplekstir ve bir¢cok hiicrede 6zel olarak LDL'yi
tanmy1p hiicreye baglayan reseptérler bulunur. LDL partikdlt 20-25 nm ¢apinda olup
kire seklindedir ( Akin, 2005 ). LDL kolesterol ve trigliseritlerin olusturdugu
hidrofobik bir ¢ekirdek etrafinda tek tabakal1 fosfolipid tabakas: ve apoB-100 igerir (
Wang ve ark., 2005 ). Bu LDL partikilleri birgcok htcre igin 6nemli bir kolesterol
kaynagidir. Sekil 1.2°de LDL’'nin reseptore bagli endositozu gosterilmistir. LDL
partikillerini tamyan LDL reseptorleri kilifli gukurcuklara yerlesmis (-) yuklu
glikoprotein molekdlleridir ( Akin, 2005; Gines, 2003 ). Reseptorlere baglanan LDL
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partiktlleri bu gukurcuklarin Uzerinde gruplasmis olarak gordlurler. Diger ligand
reseptor sistemlerinde oldugu gibi LDL partikillerinin de yizey reseptérlerine
baglanip, reseptor igeren vezikilin hicre icine alimis evresinde enerjiye ihtiyag
duyulur. Vezikulin hicre icine girisi, partikilin reseptore baglanmasindan 2-5
dakika sonra meydana gelir. Huicreye girdikten sonra bu kilifl1 vezikiller dnce klatrin
kiliflarim kaybederler. Kiliflarimi kaybetmis, diizgiin ytzeyli bu vezikillere endozom
veyareseptozom ach verilir. Kiliflarint kaybetmis olan vezikiller erken endozomlarla
kaynasirlar ve erken endozomlarin sahip oldugu dusik pH LDL’nin reseptorinden
ayrilmasin saglar ( Soccio ve Breslow, 2004 ). Yeni olusan bu iri vezikilin igindeki
LDL partiktlinden ayrilmis olan reseptorler bir tomurcuk olusturarak vezikulden
atilir ve hiicre zarina geri donerler. Geg endozomlarda ve lizozomlarda LDL
partikilinde yer alan kolesterol esterleri asit lipazlar tarafindan serbest kolesterole
donustardltrler ve bununla birlikte apoB-100 de kendisini olusturan amino asitlerine
yikilip sitozole verilir. Lizozomlarda yikilamayan LDL kaynakli olan kolesterolin
tam olarak agiklanamamis bir mekanizma ile plazma membramna veya tekrar
esterlesme islemininin - gerceklestirildigi  endoplazmik  retikulume  tasindig:
bildirilmektedir ( Xu ve ark., 2008; Glines, 2003; Hollt&Vuori ve ark., 2000 ). Bu
mekanizmada NPCLUNPC2 tasima sisteminin  rol oynadigi bildirilmektedir (
Schulze ve ark., 2008 ).
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Sekil 1.2. LDL’ nin endositozu ( Nelson ve Cox, 2005)

1.2. Lipid Baglayici Proteinler

Kolesteroliin yikimi ve tasinmasi icgin vezikile bagimli tasinma, sulu
difizyon ve birlikte veya ayr1 bir sekilde calisan ¢oziinebilen tasiyicilar ile tasinma
olmak Uzere 3 farkli mekanizma 6nerilmektedir (Babalola ve ark., 2007). Membran-
aktif proteinler lipid molekdllerine baglanabilir, lipidleri proteinlere veya hedef
mambranlara tasiyabilir ve lipid tabakalarin segilimli olarak yikabilirler. Bunlar

baglanma 6zellikleri, hiicrede bulunduklar: bdlge ( sitoplazmik, sitoplazma dis1 ve
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hiicre ici 6zellikleri), fonksiyonlar: agisindan farklilik gosterirler. NPC1, NPC2 veya
ABCALl gibi kolesterol baglayici proteinler lipid baglayici proteinlerdendirler.
Asagida NPC1, NPC2 ve ABCALl nin yam ve gorevleri kisaca agiklanacaktir (
Sandhoff ve ark., 2005 ).

1.2.1. Niemann-Pick C1 Proteini (NPC1)

NPC1 1247-amino asitten olusan, membran bir bastan bir basa kat eden 13
bolge, U¢ genis hidrofilik ilmek, kaguk bir sitoplazmik kuyruk iceren, gec
endozomlarin membranlarinda bulunan bir glikoproteindir ( Prinz, 2002; Dixit ve
ark., 2007; Subramanian ve Balch, 2008; loannou, 2005 ). Ug hidrofilik ilmekte geg
endozomlarin limenlerinde yerlesmistir. Bu 13 bdlgeden 5'i sterol tamma bdlgesini
olusturur. NPCY'in icerdigi sterol tamma bdlgesinin sterol metabolizmasinda gorev
alan SCAP ( Sterol Duzenleyici Element Baglayici Protein (SREBP)) ayirici-aktive
edici protein ) ve 3-hidroksi-3-metil-glutaril CoA rediiktaz ( HMG-CoA rediktaz )'in
sterol tamma bolgesi ile yapr bakimindan benzer oldugu belirlenmistir ( Vance ve
ark., 2005 ). NPCY'in NH; terminalinin yaninda 73-94 amino asit kalintisindan
olusan 16sin fermuar motifi bulunur (Sekill.3). Protein COOH terminalinde ise
potansiyel 19 tane N-glikozilasyon bolgesi ve iki [6sin motifi icerir ve bu yapilarin
NPCY1'i endositotik yolda yonlendirdigi dustntlmektedir ( Ory, 2000 ). NPC1'in
biyolojik fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir fakat NPC1'in plazma membran
gibi hedef membranlarla ve endoplazmik retikulumle birlesme yetenegine sahip olan
kolesterolce zengin vezikullerin olusumunu saglamak i¢in ge¢ endozomlarda yer alan
kolesterolti topladig1 ve lizozomlardan disar1 tasidigi disunilmektedir ( Sayre ve
Liscum, 2007; loannou, 2000). Davies ve arkadaslarimn yaptiklart calismalar
sonucunda NPC1'in  permeaz aktivitesine sahip bir transmembran akis pompasi

oldugunu ortaya koymustur (Davies ve ark., 2000).
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Sekil 1.3. NPCL'in yapist ( Vance, 2006 )

1.2.2. Niemann-Pick C2 Proteini (NPC2)

NPC2 kiuguk c¢Ozinebilen 151-amino asit igeren 19-amino asitten olusan
sinyal peptide sahip olan bir glikoproteindir ( Vanier ve Millat, 2004 ). 1lk olarak
insan epididimislerinde blyUk oranda salgilanan protein olarak belirlenen NPC2' nin
siitte ve safrada da bulundugu goésterilmistir ( Vanier ve Millat, 2004; Dixit ve ark.,
2007 ). Kopek, sigir, fare, sempanze, makak ve domuz gibi bir cok memelide
bulunan NPC2 nin polipeptid dizilimlerinde benzerlikler oldugu belirlenmistir.
Butun polipeptid dizileri alt1 sistein kalintisi, prolince zengin bir bdlge (PVPFPIP) ve
cesitli sayida (1-3) Asparagin (Asn)’e bagli olan glikolizasyon bdlgesi icermektedir.
Insanda bulunan Niemann-Pick C2 proteini (hnNPC2) ile bNPC2’ nin % 80 oraninda
benzerlige sahip oldugu belirlenmistir. Sitte bulunan bNPC2 saflastirilip kristal
yapisi aydinlatilmistir ( Vanier ve Millat, 2004 ). Buna gore bNPC2 30 lik donuse
sahip iki B yaprag: igerisinde duzenlenmis 7 B katlanms yapimn olusturdugu
immunoglobuline (Ig) benzeyen bir B sandivi¢ katmamdir. Birinci  yaprag: 3
katlanmis yapi ( BA, BB ve BE ) ve ikinci B yaprag: ise dort f katlanmis yapiya
sahiptir ( BC, BD, BF ve BG ). Dordinc ve besinci B katlanmis yapilar ise yarim bir
donuse sahip a-heliks ile B yapragina baglanmislardir ( Friedland ve ark., 2003 ),
(Sekil 1.4). Larsen ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismalar sayesinde EPV20 olarak
adlandirilan bNPC2 nin yapisinda Cys-8-Cys-121, Cys-23-Cys-28 ve Cys-74-Cys-
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802’ ten olusan U¢ disulfit bagina, Asn-19 ve Asn-39 olmak Uzere iki glikozilasyon
bdlgesine ve 20 kDa' luk bir molekiler agirliga sahip oldugu bildirilmistir ( Larsen ve
ark., 1997 ). Elisitin, sterol esteraz, kolesterol oksidaz, StAR gibi sterol baglayici
proteinlerde sterollerin baglanmasi icin buyUk bir hidrofobik bosluk bulunmasina
ragmen bNPC2'de boyle bir boslugun bulunmadigini bunun yerine bNPC2 nin
hidrofobik olan i¢ kisminda kolesteroliin bagli olmadigi durumda herhangi bir
hidrofobik bosluga sahip olmadig1 buna karsin proteinin hidrofobik olan i¢ kisminda
kolesteroliin baglandigi bir bolgenin bulundugu kristal yap1 analizi sayesinde
belirlenmistir ( Friedland ve ark., 2003). Dixit ve arkadaslarinin yaptiklar1 in vitro
calismalarda NPC2' nin sadece kolesterole degil bunun yaninda 6teki sterollere de
baglanabildigini ve kolesteroli fosfolipid membranlara tasiyabildigini ortaya
koymustur. NPC2' nin kolesterolti 1men icgerisinde yer alan membranlardan veya
agregatlardan NPC1’ e dogrudan ya da lizozomal membranlarin sayesinde transfer
ettigi ve NPCLl’in kolesterolii endozomal/lizozomal sistemden disariya tasidigi
distnulmektedir ( Dixit ve ark., 2007 ), (Sekil 1.5).

Sekil 1.4. bNPC2 nin U¢ boyutlu yapisi ( Friedland ve ark., 2003)

10
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Glikokaliks

ASM

SM — Ser
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Kol —=NPClIm R\c* embranlar CluS e Ser

Sitozolik kelesteral baglavier proteinler
veva sitozoldeld kolesterol taznacy vezikdi Der

Sekil 1.5. Ge¢ endozomlarda sfingomiyelinin asit sfingomiyelinaz  ve
glukozilseramidin glukozilseramid-B-glukosidaz tarafindan yikimi sonucu olusan
seramid’in ic membranlarda yer alan kolesterol ile yerdegistirmesi ve kolesteroliin
NPC2 ve NPC1 tasima sistemi ile lizozom disina tasinmasi  (Glukozilseramid
(GluSer), Glukozilseramid-p-Glukosidaz (GluSer-pB-glukosidaz), Sfingomiyelin
(SM), Asit Sfingomiyelinaz (ASM)) ( Schulze ve ark., 2008 )

1.2.3. ATP-Baglayia Kaset Tasiyic Protein (ABCA1)

ABCA1l 2261 amino asitten olusan, yapi bakimindan kiyaslandiginda
birbirinin benzeri olan iki bolimden olusan bir integral membran proteinidir. Her bir
boltim ATP'yi enerji kaynagi olarak kullanan 1 nikleotid baglanma bélgesi ve 6 tane
transmembran heliksi icerir. Membranlarin veya lipoprotenlerin
endozomal/lizozomal yikimi sonucu kolesterol agiga ¢ikmaktadir. Bu agiga gikan
kolesterol daha sonra endoplazmik retikulumlerde bulunan asetil CoA kolesterol
aciltransferazlar (ACAT) tarafindan esterlestirilirler. ABCA1' nin  esterlesmis olan
bu kolesteroliin hiicre disina tasinmasinda gorev aldigi dusunulmektedir ( Oram,
2002; Hollt&Vuori ve ark., 2000; Lange ve ark., 2002 ).

11
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1.3. Niemann-Pick Hastalhgi

Niemann-Pick hastaligi, otozomal resesif olarak aktarilan, sfingomiyelin ve
sekonder olarak kolesteroliin merkezi sinir sistemi ve diger organlarda birikmesiyle
karakterize edilen lizozomal bir lipid depo hastaligidir ( Atik ve ark., 2006 ). Bu
hastalik ilk olarak 1914 yilinda Albert Niemann tarafindan cocuklarda sinir
hicrelerinin (n6ron) bozunmasina neden olan bir hastalik olarak belirlenmistir.
Hastaligin  bulunmasindan sonraki 34 yil boyunca Ludwick Pick hastaligin yeni
kilinik dzelliklerinin belirlenmesini saglamistir (Atik ve ark., 2006; loannou, 2005).
1958 yilinda Crocker ve Farber hastalig: tip A,B,C,D olmak Uzere siniflandirmustir
(loannou, 2005; Ory, 2000). Niemann-Pick Tip C (NPC) otozomal resesif olarak
aktarilan cesitli etnik gruplar: etkileyen ¢cocukluk déneminde 6lime neden olan ender
rastlanan bir hastaliktir ( Cheruku ve ark., 2006; Davies ve loannou, 2000). Dustk
yogunluklu lipoprotein kaynakli esterlesmemis kolesterol ge¢c endozonvlizozomlarda
ve Golgi aygitinda birikmektedir ( Boadu ve Francis, 2006; Somers ve ark., 2001,
Watari ve ark., 1999). Hastalarin % 95inde NPC1 proteinini kodlayan gende
(18g11) geri kalan % 5'inde ise NPC2 / HEL proteinini kodlayan gende (14924.3)
mutasyon oldugu gosterilmistir (Demir ve ark., 2005). NPC genis bir klinik
spektruma sahiptir ve bulgular perinatal donemden eriskin yasa kadar degisik
donemlerde ortaya cikabilmektedir ( Boadu ve Francis, 2006 ). Karacigerde ve
dalakta esterlesmemis durumdaki kolesterol, sfingomiyelin,
bis(monoagilgliserol)fosfat, noétral ve asidik glikosfingolipidler, fosfolipidler
birikmektedir ( Ory, 2000 ). Beyincikteki purkinje hicrelerinin kayb ve siskinlesmis
aksonlar NPC'nin karekteristik histolojik bir belirtisidir (Vance, 2006). Hastaligin
henliz kesin bir tedavisi olmamakla birlikte gesitli tedavi yontemleri denenmektedir.
N-Butidildeoksinojirimisin ~ (NB-DNJ)  gibi  glikosfingolipid  biyosentez
inhibitorlerinin hayvan modellerinde sinir hiicrelerinde (néronlar) glikosfingolipid
birkimini ©6nlemede etkili oldugu gosterilmistir. Gaucher hastalarinda halen
kullanilmakta olan NB-DNJ NPC tedavisinde umut verici olarak gortlmektedir.
Kemik iligi ve karaciger transplantasyon tedavileri ile periferik dokularda lipid depo
anormallikleri ~ kismen azaltilmig fakat  sinir  hicrelerinin - bozunmasi

12
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engellenememistir. Gelecekte hastaliga neden olan genetik bozuklugun gen terapisi
sayesinde diizeltilecegi umut edilmektedir ( Unay ve ark., 2003 ).

13
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2. ONCEKI CALISMALAR

Larsen ve ark., 1997 ilk olarak Niemann-Pick C2 proteinini (o0NPC2) sigir
sitinden saflastirmiglardir. bBNPC2, sigir aspartik proteinaz enziminin dnctisii olan
prokatepsin D’yi sitten saflastirma isleminin ilgi kromatografisi basamaginda
molekuler agirligi 20 kDa olan bir protein olarak SDS-PAGE ve Western-Blot
teknikleri ile tesadiifen belirlemisglerdir. bNPC2'ye N-terminalinde sahip oldugu
aminoasit dizilimi (EPVKFKDXGSWVGVIKEVNVSPXPTQ) ve molekiler
agirhigindan 6tirt EPV 20 adi verilmistir. Yapilan bu galisma sonucunda bNPC2' nin
aminoasit dizilis sirasi, cDNA’sinin nikleotid dizilisi belirlenmistir. bNPC2' nin
cDNA nukleotid dizilisinin insan Niemann-Pick C2 (hNPC2) cDNA’sinin niikleotid
dizilisi ile % 79 oraninda bir benzerlige sahip oldugu ve Asn-19, Asn-39 olmak Uzere
iki glikozilasyon bolgesine sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica bNPC2' nin sigirin
bobrek, dalak, karaciger ve sit bezlerinde de sentezlendigini fakat tedtislerinde

sentezlenmedigini Northern-Blot analizi ile gostermislerdir.

Okamura ve ark., 1999 Domuzun ( Porcine Cauda) epididimislerindeki 8
ayr1 bolgeden toplanan epididimal sividan NPC2'yi saflastirmiglardir. Saflastirdiklart
NPC2'nin epididimal sivida molekiler agirligi 19 kDa olan bir glikoprotein
oldugunu fakat epididimisten gecis sirasinda yapisinda bulunan seker kalintisinda
meydana gelen bir takim islemler sonucunda molekiler agirligimin 16 kDa oldugunu
SDS-PAGE ile belirlemis ve N-terminalindeki aminoasit  dizilisini
(EPVHFRDCGSGVGVIKEVNYV) belirlemislerdir. NPC2' nin kolesterole baglanma
ilgisinin 1mol/mol yerine 0,94 mol/mol oldugunu tirityum isaretli kolesterolii ([3H]-
kolesterol) kullanarak belirlemislerdir.

Friedland ve ark., 2003 bNPC2'yi Larsen ve ark. (1997) dnerdikleri metodu
cok az modifiye ederek siitten saflastirmiglardir. Bu modifiye etme islemini DEAE-
Sefaroz kromatografisi basamaginda kullanilan amonyum asetat pH 5.5 tamponu
yerine amonyum asetat pH 7.0 tamponu kullanarak ve bNPC2'yi EndoH; glikosidaz
enzimi yardimiyla deglikozilleyerek gergeklestirmislerdir. Kristal yapr analizi

14
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sayesinde bNPC2 nin 30° lik donlse sahip iki B yaprag: icerisinde diizenlenmis 7
katlanmis yapimin olusturdugu imminoglubilin (1g)’e benzeyen bir B sandivig
katmant oldugunu kanitlamislardir. Elisitin, sterol esteraz, kolesterol oksidaz, StAR
gibi sterol baglayici proteinlerde sterollerin baglanmast icin biiytk bir hidrofobik
bosluk bulunmasina ragmen bNPC2'de bdyle bir boslugun bulunmadigint bunun
yerine bNPC2' nin hidrofobik olan i¢ kisminda kolesteroliin baglandig: bir bdlgenin
bulundugunu belirlemiglerdir. Deney faresinin (¢in hamster:) yumurtalik hticrelerini
kullanarak hNPC2'yi Uretmiglerdir. Elde ettikleri hNPC2 nin kolesterolin bir
analogu olan dehidroergosterol (DHE) ile asidik ve nétral pH’ da mikromolar diizeyin
altindaki bir ilgi ile baglandigini bildirmislerdir.

Ko ve ark., 2003 Fareye ait NPC2' nin cDNA’sin tagsiyan pNPC2myc-his-
puro adli ekspresyon vektorini ¢in hamsterr’ nin yumurtalik hticrelerine (CHO-KI1)
aktararak Urettikleri NPC2'nin - molekiler agirliginin 27-29 kDa oldugunu SDS-
PAGE teknigi ile belirlemislerdir. Tirityum isaretli kolesterol ([*H]-kolesterol) ile
yapilan baglanma deneyleri sonucunda NPC2'ye kolesteroliin Okamura ve ark.
(2999) hildirdiklerinden daha yiksek bir ilgi ile baglandigin belirlemislerdir.

Frolov ve ark., 2003 Niemann-Pick C2 (NPC2) ve Niemann-Pick C1
(NPC1) proteinlerinde mutasyona sahip insan derisinden elde edilmis fibroblastlarda
25-hidroksikolesterol ve 27-hidroksikolesterol gibi sterollerin hiicre disi kaynakl
kolesterolii tagiyan disuk yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) hticre igine alinmasinda
gorev alan LDL reseptérlerinin sentezlenmesini ve hiicre ici kolesterol biyosentezini
baskiladiklarin1  bu sayede hiicresel kolesterol birikiminin azaldigini bulmuglardr.

Ong ve ark., 2004 Fare beyninden saflastirdiklart  NPC2 nin molekiler
agirlhiginin 23 kDa oldugunu Western-Blot analizi ile belirlemislerdir. Buna ek olarak
NPC2 nin baslica beynin serebral korteksindeki piramidal veya gérmeden sorumlu
noronlarda ve beyincikteki (serebellum) amigdala, purkinje hicrelerinde

bulundugunu, talamus, hipotalamus ve globus pallidusta yer alan néronlarda ise ¢ok
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az miktarda bulundugunu fareler Gzerinde yaptiklari imminositokimyasal ¢alismalar
sayesinde belirlemislerdir.

Sleat ve ark., 2004 NPC2'de, NPC1'de ve her iki proteinde de mutasyona
sahip farelerde Niemann-Pick C (NPC) hastaligimin olusumu, hastaligin patolojisi,
ndronlardaki (sinir hticresi) lipid birikiminin biyokimyast gibi durumlarin ayn: ya da
benzer oldugunu, NPC2 ve NPCL'in lipidlerin lizozomlardan hicrenin diger
bolgelerine tasinmasin kolaylastirdigint bulmuslardr.

Chikh ve ark., 2004 insana ait NPC2'yi (hNPC2) icermeyen bir hastadan
aldiklar1 deri fibroblastlarim ve g farkli N-glikozilasyon bélgesinde mutasyona
sahip NPC2'yi kodlayan 3 farkli cDNA’y1 (NPC2-N38Q, NPC2-N58Q, NPC2-
N135Q) kullanarak urettikleri hNPC2'lerin molekiler agirliklarimn sirasiyla 19-23,
21 ve 19 kDa oldugunu Western-Blot analizi ile belirlemislerdir. hNPC2'nin
lizozomlarda yer aldigini, ¢ N-glikolizasyon bolgesine sahip oldugunu, mutasyona
sahip fibroblastlarda sadece iki bdlgenin bulundugunu gostermislerdir. hNPC2' nin
Asn-58'e bagli tek bir oligosakkarit zinciri veya Asn-58 ve Asn-135'e bagli olan iki
oligosakkarit zinciri olmak Uzere iki farkli N-glikozilasyona sahip formunun
fibroblastlarda bulundugunu belirlemis, Asn-58 ve Asn-135'te mutasyona sahip
hNPC2’ lerle yapilan galismalar sonucunda tek bir oligosakkarit zinciri bagli olan
Asn-58'in hNPC2’ nin aktivite gbstermesinden sorumlu oldugunu belirlemislerdir.

Cheruku ve ark., 2006 Insana ait HE1(epididimal sekresyon protein E1
Oncistl) ekspresyon faktorini tastyan vektort (HE-800#7) deney faresinden alinmis
olan yumurtalik hicrelerine aktarip hNPC2'yi dretmislerdir. hNPC2 (5 pM) ve
kolesterolii (5 pM) 25°C, pH 5'de inkube etmisler, inkiibasyon Oncesinde ve
sonrasinda endojen triptofamin absorbansint 280 nm'de o6lgmuislerdir. hNPC2'ye
kolesteroliin baglandigi durumda endojen triptofan absorbansimin  azaldigini
belirlemislerdir. ANPC2 (5 uM) ve kolesterolti (5 uM) inklibe ettikten sonra ortama
fosfatidilkolinden (1000 uM) olusan yuksiiz vezikiller eklendiginde endojen
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triptofan  absorbansinimin - yUkseldigini  belirlemiglerdir. Bdylece hNPC2 nin
kolesterolti vezikile tasichgim bulmuslardir.

Liou ve ark., 2006 hNPC2 nin cDNA’sim pMSXND adli ekspresyon
vektort yardimiyla deney faresinin yumurtaliklarindan alinan hiicrelere aktarmis ve
bu sayede hNPC2'nin 4 farkli izoformunu tretmislerdir. Elde edilen hNPC2'lerin
molekuler agirliklarimin 18.9, 18.5, 17.7 ve 16.3 kDa oldugunu Western-Blot analizi
ile belirlemislerdir. hNPC2 nin sterollere (kolesterol, latosterol), bitki sterollerine
(stigmasterol, p-sitosterol), kolesterol esterlerine (kolesterol asetat, kolesterol
palmitat, kolesterol  bitirat), oksisterollere  (25-hidroksikolesterol, 27-
hidroksikolesterol, 7-hidroksikolesterol) baglandigim belirlemislerdir. NPC2 de
mutasyona sahip olan farelerin (NPC2-) ve NPC2 de mutasyona sahip olmayan
farelerin (NPC2+) karacigerlerini  incelemis, NPC2'de mutasyona sahip olan
farelerin karacigerlerinde  25-hidroksikolesterol, 27-hidroksikolesterol ve 7-
hidroksikolesterol gibi oksisterollerin biriktigini GC-MS kullanarak gostermislerdir.

Xu ve ark., 2007 bNPC2'yi sigir sitiinden Friedland ve ark. (2003) onerdigi
metodu  kullanarak  saflastirmiglardir.  bNPC2'nin  kolesterol-3-O-slilfata
kolesterolden daha fazla bir ilgi ve secicilikle baglandigini kristal yapr analizleri
sayesinde belirlemislerdir. Kolesterol-3-O-siilfata bagli olan ve bagli olmayan
bNPC2'nin  aym kafes yapisina sahip oldugunu, bagli oldugu durumda kafes
yapisinin iki asimetrik birim, bagli olmadigi durumda ise tek bir asimetrik birim
icerdigini belirlemiglerdir.

Babalola ve ark., 2007 Farkli bir ¢alisma grubundan aldiklarit bNPC2'nin
membranlar arasinda kolesterol tasinmasinda gorev aldigini belirlemek igin in vitro
kosullarda verici ve alict vezikillerin kullamildigr bir yontem gelistirmiglerdir.
Anyonik olan standart ve yUksiiz olan temel olmak Uzere iki farkli lipid bilesimine
sahip verici ve alici vezikiller tasarlamiglardir. Kolesteroliin verici ve alici vezikiiller
arasinda  bNPC2 tarafindan tasindigimi  belirlemek icin  4-[*C]-kolesterol
kullanmiglardir.  Kolesterolin bNPC2 ile verici ve alici vezikiller arasinda
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tasinmasinda ortamin sicakligi, pH’'1, zaman, bNPC2 nin miktari, verici ve alici
vezikiullerin miktarimn ve lipid bilesiminin (sfingomiyelin ve seramid) ©6nemli
faktorler oldugunu belirlemislerdir.Y Uksiiz vezikilleri kullandiklarinda bNPC2 nin
verici vezikillerde bulunan kolesterolin yaklasik % 18inin alict vezikillere,
anyonik vezikiller kullandiklarinda verici vezikillerdeki kolesteroliin % 59 unun
alict vezikillere tasinmasinda gorev aldigim  bulmuglardir.  Glikozillenmemis
sfingolipid aktivator protein-D (Sap-D) ve GM2-aktivator protein (GM2AP) gibi
lizozom kaynakli proteinlerin verici vezikiillerde bulunan 4-[**C]-kolesteroliin %
30'unun alic1 vezikillere tasinmasinda rol aldigim, lizozom kaynakli olmayan
sitokrom-c ve sigir serum albiimini (BSA) gibi proteinlerin 4-[**C]-kolesterolii verici
ve alici vezikiller arasinda tasima aktivitesine sahip olmadigini géstermislerdir.

Xu ve ark., 2008 hNPC2yi deney faresinin yumurtalik htcrelerini
kullanarak Cheruku ve ark. (2006) onerdigi metodu kullanarak Uretmigler ve
bNPC2'yi ise sigir siitiinden Friedland ve ark. (2003) onerdigi metodu kullanarak
saflastirmuglardir. Fosfatidilkolin (% 65 mol), kolesterol (% 25 mol), laktozilseramid
(% 10 mol), tirityum isaretli kolesterol ([*H]-kolesterol)(% 5 mol) iceren verici
vezikiller ve fosfatidilkolin (% 100 mol) igeren alici vezikiller olusturularak in
vitro kosullarda hNPC2 nin kolesterol tasinmasindaki rolUni incelemislerdir.
hNPC2’ nin verici vezikillerde bulunan tirityum isaretli kolesteroliin alic1 vezikiillere
tasiim hizinin 0,031+0,014 s* oldugunu bildirmislerdir
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Arastirmada kullanilan tim reaktifler analitik saflikta olup Fluka veya Sigma-
Aldrich, Qiagen, Avanti Polar Lipids, Carl Roth, Mandel, GE Healthcare Life
Sciences, Molecular Probes, Biotium, Amersham Biosciences, Pharmacia Biotech,
Invitrogen firmalarindan saglanmistir. Arastirmada kullamlan monoklonal a-NPC2
antikoru ve sigir Niemann-Pick C2 proteini iceren drnek (+bNPC2) Prof. Dr. Konrad
Sandhoff’'un calisma grubundan temin edilmistir. Arastirmada kullanilan
kimyasallar, arag ve gerecler sunlardir:

Kimyasallar: Formaldehit, metanol, gliserin, sodyum karbonat, asetik asit,
glisin, trisHCI, sodyum klortr, potasyum klorir, potasyum dihidrojen fosfat,
sodyum dihidrojen fosfat, sodyum dodesil slilfat, gimts nitrat, nitrik asit, amonyum
asetat, amonyum sllfat, bis-akrilamid, triton-X-100, fetal sigir serumu, sigir serum
alblimini, tetra metil etilen diamin, slfdrik asit, sitrik asit monohidrat, tri sodyum-2-
sitrat, etilen diamin tetraasetik asit, amonyum persiilfat, roti-load ¢ozeltisi, lumiglo A
ve B substrat c¢ozdtileri, molekil agirliklari bilinen standart protein karisim,
kolesterol,  4-[**C]-kolesterol,  bis(monomiristoilgliserol)fosfat ~ (C14:0-BMP),
fosfatidilkolin, bikinkoninik asit, trisin, N-[6-(biotinoil)amino] hekzanoil-1,2-
dihekzadekanoil-sn-gliserol-3-fosfoetanolamin trietil amonyum tuzu, N-(7-nitrobenz-
2-okza-1,3-diazol-4-yl)-1,2-dihekzadekanoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin trietil
amonyum tuzu, Biomag streptavidin manyetik nanopartikil — slispansiyonu,
radyoaktivite 6lcim karisimi, sigir (Holstein) sitli, DEAE(Dietilaminoetil)-Sefadeks
A-50, CM(Karboksimetil)-Sefaroz, SP(Sulfopropil)-Sefaroz, ultrafiltrasyon hiicresi (
MWCO 10.000 kDa ), polikarbonat membran, poliviniliden diflorir (PVDF)
membran, anti-fare immunoglobdlini (attan) (protein G-HRP), monoklonal a-NPC2
antikoru, sigir Niemann-Pick C2 proteini igeren 6rnek (+bNPC2).
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Arag ve geregler: Mikroplaka okuyucu (Multiskan Ascent V1 23), 96
kuyucuklu mikroplaka (Corning Life Sciences), guic kaynag: (BIORAD), pH metre (
METTLER TOLEDO MP 220), lipozofast, HPLC (SMART, Amersham
Biosystems), manyetik karistirict (IKA-COMBI MAG RCT), otomatik pipetler
(Eppendorf), santrif)j (Sorvall RC5C), sonikatdr, analitik terazi (Sartorious BP 610),
diyaliz membran: (Serva, MWCO 7000 kDa ), ultrafiltrasyon hiicresi (Vivaflow 50,
Sartoius Stedim Biotech), radyoaktivite olgiim cihazi (TRI-CARB 2900 TR),
elektroforez diizenegi (BIORAD, POWER PAC 300), peristaltik pompa, Western-
Blot elektrotlari.

3.2. Metod

3.2.1. Niemann-Pick C2 Proteininin (b0NPC2) Sigir Sttinden Saflastirilmas

Niemann-Pick C2 proteininin (bNPC2) sigir sitinden saflastiriimast igin
Friedland ve ark. (2003) onerdigi metod kullamilmustir. Saflastiriimaya calisilan
bNPC2'nin kaybini azaltmak amaciyla islemler 4°C'de gergeklestirilmistir.
Saflastirmada kullanilan basamaklar asagida kisaca agiklanmustir.

3.2.1.1. Amonyum Siilfat ile Coktirme

Islenmemis taze siit 6,500xg’ de 10 dakika santriftijlenir. Santrifljj sonrasinda
aciga cikan kalin yag tabakasi atildiktan sonra yagsiz sitin pH't 1 M HySO,
kullanlarak 3.5’e ayarlanir. Oda sicakliginda 45 dakika bekletilip 6,500xg’de 10
dakika santrifijlenir. Santrifijleme sonrasinda agiga cikan c¢okelek atilir ve
Slpernatant ile isleme devam edilir. Elde edilen slpernatanta basamakli amonyum
silfat coktirmesi uygulanir. ilk olarak elde edilen slipernatantin litresi basina 208 g
amonyum stilfat eklenir (% 35'lik amonyum siilfat ¢oktirmesi) ve 4°C’de bir gece
boyunca manyetik karistirici yardimiyla karismaya birakilir. Karisim 6,500xg’ de 20
dakika santrifdyj edilir. Cokelek uzaklastirilir. Elde edilen slipernatanta stipernatantin
litresi basina 199 g amonyum siilfat  eklenir (% 65'lik amonyum siilfat ¢oktirmesi)

ve 4°C’de bir gece boyunca manyetik karistirict yardimiyla karismaya birakilir.
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Karisim 6,500xg’de 20 dakika santrifijlenir. Stpernatant uzaklastirilir. Cokelek,
atilan stipernatantin litresi bagina 100 mL olacak sekilde 10 mM amonyum asetat pH
7.0 tamponu ile stispanse edilir.

3.2.1.2. Diyaliz

Diyaliz membranindan parcalar kesilip, 1 M EDTA pH 7.0 tampunu
icerisinde 30 dakika kaynatilir ve oda sicakliginda sogumaya birakilir. Soguyan
membranlar su ile yikamir. Membranlar slispansiyon ile doldurulur ve 0,5 mM
amonyum asetat pH 7.0 tamponuna kars1 4°C’de diyaliz yapilir. Diyaliz sonrasinda
¢cozelti 6,500xg’de 10 dakika santriftjlenir. Cokelek atilir. Santriftjlenmis diyalizat
bir arayatoplanr.

3.2.1.3. DEAE-Sefadeks A-50 Anyon Degistirici Kromatografis

DEAE-Sefadeks 10 mM amonyum asetat pH 7.0 tamponu ile CI" iyonlari
ortamdan tamamen uzaklasincaya kadar yikanir. Cl™ iyonlarinin ortamdan uzaklasip
uzaklasmadigi % 10 AgNOs ve % 35 HNOjs'ten olusan ¢ozelti ile kontrol edilir.

Santrifijlenmis diyalizat ile Cl° iyonlarindan arindirilmis DEAE-Sefadeks
hacimce oranlar1 1:2 olacak sekilde karistirilarak 4°C’ de bir gece boyunca karismaya
birakilir. Karisim daha sonra bir kolon igerisine dokullr ve siiztintl toplanir. Stzinti

ultrafiltrasyon hiicresi yardimyla deristirilir.

3.2.1.4. CM-Sefaroz K atyon Degistirici Kromaogr afisi

CM-Sefaroz kolonu kolon hacmi yaklasik 60 mL olacak sekilde peristaltik
pompa yardimiyla doldurulur. Kolon doldurulduktan sonra 10 mM amonyum asetat
pH 5.0 tamponu ile yikanir. Deristirilmis olan stizintUnin pH'1 glasiyel asetik asit
yardimiyla 5.0'a ayarlanir ve peristaltik pompa yardimiyla 4°C'de CM-Sefaroz

kolonuna uygulanir.
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CM-Sefaroz kolonu 1 mL/dakika akis hizinda 2 kolon hacmi kadar tampon A (10
mM amonyum asetat pH 5.0 ) ile baglanmayan proteinleri uzaklastirmak icin, 1
kolon hacmi kadar % 10 tampon B (0,5 M amonyum asetat pH 5.0 ) ve % 90
tampon A’nmin karisimindan hazirlanmis ¢ozelti ile, 10 kolon hacmi kadar % 10-40
tampon B gradienti ile ve 5 kolon hacmi % 100 tampon B ile yuksek performansli
sivi kromatografisi (HPLC) kullanilarak yikanir. Fraksiyonlar toplanir. bNPC2'yi
iceren fraksiyonlar SDS-PAGE ve Western-Blot teknikleriyle belirlenir.

3.2.1.5. SP-Sefaroz K atyon Degistirici Kromatografis

CM-Sefaroz katyon degistirici kromatografisi ile elde edilen bNPC2'yi iceren
fraksiyonlarin daha ileri saflastinilmalart igin  SP-Sefaroz  katyon degistirici
kromatografisi kullanilmigtir. SP-Sefaroz katyon degistirici kolonu kolon hacmi 1
mL olacak sekilde peristaltik pompa ile doldurulur. Kolona temizlenmek istenen
fraksiyondan 2 mL uygulanmir. Kolon ©6nce tampon A, daha sonra tampon B
kullanilarak yikanir ve fraksiyonlar toplamir. Bu fraksiyonlarin bNPC2 icerikleri
SDS-PAGE ve Western-Blot teknikleri ile yeniden incelenir.

3.2.1.6. Protein Tayini

Diyaliz, DEAE-Sefadeks A-50 anyon degistirici kromatografisi, CM-Sefaroz
ve SP-Sefaroz katyon degistirici kromatografileri islemlerinden sonra protein
derisimleri Bradford (1976) yontemine dayanan bikinkoninik asit (BCA) yontemiyle
belirlenmistir. Protein tayinin’ de protein standarti olarak sigir serum albumini (BSA)
kullamlir. Standart BSA c¢ozeltisinden (0,25 mg/mL) 96 kuyucuklu mikroplaka
Uzerindeki  kuyucuklara 20-19-17-15-13-11-9-7 pL aimp Gzerlerine toplam
hacimleri 20 puL olacak sekilde destile su eklenir. Diyaliz, DEAE-Sefadeks A-50
anyon degistirici kromatografisi, CM-Sefaroz ve SP-Sefaroz katyon degistirici
kromatografileri islemlerinden sonra alinan her bir drnekten kuyucuklara 1-3-5 pL
alinip destile su ile 20 pL’ye tamamlanir. Daha sonra % 4'lik  CuSO, ¢ozeltisi
bikinkoninik asit (BCA) ile 50 kat seyreltilir.
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Bu hazirlanan ¢ozeltiden her bir kuyucuga 200 pL eklenir ve 60°C’ de 30 dakika
bekletilip kuyucuklarin igeriklerinin absorbanslari mikroplaka okuyucu ile 565

nm’ de okunur.

3.2.1.7. Sodyum Dodesi| Silfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
SDS-PAGE elektroforezinde Jagow ve ark. (1987) tarafindan Onerilen

yontem kullamlimustir. SDS-PAGE igin Cizelge 3.1'de bilesimi verilmis olan alt jel

ve Cizelge 3.2 de bilesimi verilmis olan st jel kullanlir.

Cizelge 3.1. SDS-PAGE i¢in alt jelin bilesimi

Alt Jel (% 12,5) Hacim (uL)
Saf su 2105
Gliserin 1400
Jel tamponu (3M Tris-HCl,% 0,3 SDS) 3340
Bis-akrilamid ¢ozeltisi (% 29) 3125
Amonyum persiilfat (% 10) 20
TEMED (Hazir ¢ozelti) 10

Cizelge 3.2. SDS-PAGE igin Ust jelin bilesimi

Ust Je (% 4) Hacim (uL)
Saf su 2775
Jel tamponu (3M Tris-HCI,% 0,3 SDS) 1670
Bis-akrilamid ¢ozeltisi (% 29) 500
Amonyum persiilfat (% 10) 50
TEMED ( Hazir ¢ozelti) 5
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Y Urttict tampon olarak 0,1 M TrissHCI, 0,1 M Trisin, % 0,1 (w/v) SDS, % 0,01
(w/v) NaNs'ten olusan ¢ozelti kullamlir. Elde edilen fraksiyonlarin herbirinden 18
pL alinir Gzerlerine 6 pL roti-load ¢ozeltisi eklenir, vortekdenir ve 95°C’de 5 dakika
bekletilir. Hazirlanan 6rnekler ( 24 pL) ve molekul agirliklart bilinen standart protein
karistmi (5 pL) kuyucuklara enjekte edilir. Giig kaynagi 70V’ a ayarlanr. Ornekler
70V’'ta 30 dakika yorttuldikten sonra guc kaynagi 110V’'a ayarlamr, 1 saat
yaratdlar. Jeller Blum ve ark. (1987) bildirdigi metoda gore gimis boyama teknigi
ile boyanmistir. Cizelge 3.3 de gimiis boyama icin kullanilan ¢ozeltiler verilmistir.

Cizelge 3.3. Gumus boyama igin kullanilan ¢ozeltiler

Gozeltiler

Sabitleyici ve durdurucu % 50 metanol, % 12 asetik asit
Karbonat Cozeltisi 60 g/L

Saklama ¢Ozeltisi % 30 metanol, % 3 gliserin
Sodyum tiyosilfat ¢ozeltisi 29/ 50 mL

GumUs nitrat ¢ozeltisi 10 g/ 50 mL

Jel, icerisine 25 pL formaldehit eklenen sabitleyici ve durdurucu ¢ozeltisi icerisinde
1 saat bekletilir. Etanol ¢ozeltisi (% 50) ile 3 kere 20 dakika arayla yikamr. 50 mL
su igerisine 250 pL sodyum tiyosilfat (NaS,03.5H,0) ¢ozeltisi eklenir ve jel bu
¢Ozelti igerisinde 1 dakika bekletilir. Jel su ile 3 defa 20 saniye arayla yikanir. 50
mL su icerisine 500 pL gumus nitrat (AgNQOs) ¢ozeltisi ve 37,5 puL formaldehit
eklenir. Jel bu ¢ozelti igerisinde 20 dakika bekletilir. Jel 2 defa su ile 20 saniye arayla
yikanir. 50 mL karbonat ¢ozeltisi icine 25 pL formaldehit ve 5 uL sodyum tiyosiilfat
cozeltisi eklenir ve jeldeki protein bantlar1 gozikinceye kadar bu karisim igerisinde
bekletilir. Jel kisa bir sire su ile yikandiktan sonra saklama cozeltisi icerisinde
saklanr.

24



3. MATERYAL ve METOD Onur BALTACI

3.2.1.8. Western-Blot Analizi

Western-Blot analizleri Naureckiene ve ark. (2000) bildirdigi metoda gore
yapilmistir. Fiberden yapilmis pedler ve filtre kagitlart 25 mM Tris-HCI, 192 mM
Glisin, % 0,04 SDS, % 20 Metanol igeren transfer tamponu ile nemlendirilir. PVDF
membran ©nce metanol icerisinde daha sonra transfer tamponu icerisinde
nemlendirilir. Plastik sandivigin siyah kapagina ilk olarak fiberden yapilmis ped,
pedin Uzerine filtre kagidi, filtre kagidinin Uzerine elektroforez jeli yerlestirilir.
Elektroforez jelinin Gzerine tekrar filtre kagidi ve filtre kagidinin Uzerine fiber ped
konulur ve sandivigin beyaz kapagi kapatilir. Sandivig, Uzerinde anot ve katotun
bulundugu kutuya yerlestirilir ve kutunun ici transfer tamponu ile doldurulur. Gug
kaynagi 400 mA, 100-200V’a ayarlanir. Transfer 35 dakikada tamamlamr. PVDF
membran Uzerine jelden aktarilan molekil agirliklari bilinen standart protein
karisimina ait bantlar tikenmez bir kalem yardimiyla isaretlenir ve membramin hangi
tarafina transfer isleminin gergeklestirildigini belirlemek icin membramn bir ucu
makasla kesilir ve immuinoassay icin kullanilir. Immiinoassay asagida anlatilan islem
basamaklarin igermektedir.

PVDF membran oda sicakliginda 1 saat boyunca bloklama ¢ozeltisinde (PBS
(1 mM NaHPO,, 140 mM NaCl, 40 mM KCI, 10,5 mM KH;PO.) + % 0,2 Triton-
X-100 karigimi kullanilarak hazirlanan % 10'luk FKS) karistirilarak bekletilir.
Membran uygun oranda (1/1000) bloklama ¢ozeltisi ile seyretilmis olan monoklonal
a-NPC2 antikoru igerisinde 1 saat boyunca karstirilir. Daha sonra membran PBS/
Triton-X-100 ile 3 kez 5 dakika arayla yikanir. Membran uygun oranda ( 1/10.000)
su ile seyreltilmis protein G-HRP antikorunda 1 saat bekletilir ve karistirilir. Daha
sonra membran PBS/Triton-X-100 ile 3 kez 5 dakika arayla yikamir. Film kaseti
icerisine otoklavlanabilir bir poset yerlestirilir. Memran iki kagit havlu arasinda
kurutulur, hacimce 1:1 oraminda lumiglo A : lumiglo B substrat ¢ozeltileri
karistirilarak membran Uzerine eklenir ve membran aydinlikta 1 dakika bekletilir.
Membran iki havlu arasinda kurutulur. Kaset igerisindeki posetin icine konulan
membranin Uzerine karanlik odada fotograf filmi konulur, kaset kapatilir, 5 dakika
beklenir daha sonrafilm tab edilir ve bNPC2'ye ait protein band: belirlenir.
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3.2.2. Vezikillerin Haairlanmasi

3.2.2.1. Verici Vezikillerin Haair lanmas

BMP (% 20 mol), 4-[**C]-kolesterol (% 1 mol), kolesterol (% 10 mol), biotin-
X-DHPE (% 4 mol), PC (% 65 mol) kullamlarak verici vezikiller hazirlanir.
Hacimce 1:1 oraminda metanol : kloroform karisimi icinde yer alan lipidler belirtilen
miktarlarda alimir. Karistirilan bu lipidler azot gazi yardimiyla ortamda bulunan
organik ¢ozticller uzaklasincaya kadar kurutulur. Daha sonra 1 mL 20 mM Na-Sitrat
pH 5.0 tamponu eklenerek hidratlamir. Hidratlanan lipid karisimi sivi azotla
dondurulur ve 37°C'ye 1stilarak ¢ozulUr. Bu dondurma ve ¢ozme islemi 8 kez tekrar
edilir. Her ¢cbzme isleminden sonra lipid karisimt iyice vortekslenir. Elde edilen lipid
karisimina 30 saniye sire ile tam guigte sonikasyon islemi uygulanir. Sonikasyon
islemi sonrasinda lipid karisimi lipozofast yardimiyla 100 nm gdzenek biiyuklugiine
sahip membrandan gegirilerek iki tabakali 100 nm ¢apinda vezikiller elde edilir.

3.2.2.2. Aha Vezikillerin Hazirlanmasi

BMP (% 20 mol), NBD-PE (% 4 mol), PC (% 66 mol), kolesterol (% 10 mol)
kullanilarak alict vezikiller hazirlanir. Hacimce 1:1 oramnda metanol : kloroform
karisim icinde yer alan lipidler belirtilen miktarlarda alinir. Karistirilan bu lipidler
azot gazi yardimyla ortamda bulunan organik c¢ozicller uzaklasincaya kadar
kurutulur. Daha sonra 1 mL 20 mM Na-Sitrat pH 5.0 tamponu eklenerek hidratlanir.
Hidratlanan lipid karisimu  sivi azotla dondurulur ve 37°C’ye 1stilarak ¢ozilir. Bu
dondurma ve ¢ozme islemi 8 kez tekrar edilir. Her ¢ozme isleminden sonra lipid
karisimi iyice vortekslenir. Elde edilen lipid karisimina 30 saniye slre ile tam gucte
sonikasyon islemi uygulanir. Sonikasyon islemi sonrasinda lipid karisim lipozofast
yarchimiyla 100 nm g6zenek blyiklGgine sahip membrandan gecirilerek iki tabakali
100 nm ¢apinda vezikiller elde edilir.

26



3. MATERYAL ve METOD Onur BALTACI

3.2.2.3. Kolesterol Transfer Deneyleri

Kolesterol transfer deneylerinde Babalola ve ark. ( 2007) 6nerdigi metod esas
alinmigtir. Deneyde kullanilan 0,5 mL hacime sahip 14 eppendorf tipl isaretlenerek
buz Gzerine yerlestirilir. Cizelge 3.4'te belirtilen miktarlarda verici veya alici veya
verici+alict vezikillerin tzerine yine Cizelge 3.4’ te belirtilen miktarlarda 20 mM Na-

sitrat pH 4.2 tamponu eklenip tUpler vortekde iyice karistirilir.

Cizelge 3.4. Kolesterol transfer deneylerinde kullanilanacak ttplerin icerikleri

20 mM 1M
Vezikul Niszrgt bNPC2 | Bi TriZ:CI
. e X : iomag p
TUp No | Vezikdl Tard hac[nl TF;mponu (g (mL) | Tamponu
(mL) hacmi hacmi
(mL) (mL)
1 Verici vezikil 20 180 - - 125
2 Alic1 vezikil 20 180 - - 125
Verici
3 vezikil+Alict | 20+20 160 - 125
vezikdl
4 Verici vezikll 20 180 - 50 75
5 Alici vezikil | 20+20 180 - 50 75
Verici
6 vezikil+Alict | 20+20 160 - 50 75
vezikdl
Verici
7 vezikil+Alict | 20+20 160 15 50 75
vezikdl

7 olarak numaralandirilmis tipten 8 adet hazirlamir. Daha sonra bu tiplere 1,5 pg
bNPC2 eklenir ve vortekslenir. Tupler 25°C'de 2,3,5,10,20,30,40,60 dakika
bekletilir. Belirtilen bekleme sireleri sonunda 1,2,3 numaral: tipler haric digerlerine
75 puL 1 M TrisHCI pH 8 tamponu ve 50 puL Biomag streptavidin manyetik
nanopartikul slispansiyonu eklenir ve yavasga vortekslenir. 1,2,3 numaral1 tiplere de
125 pL 1 M Tris-HCI pH 8 tamponu eklenir ve tiim tupler oda sicakliginda 15 dakika
bekletilir.
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Bekleme siiresi dolunca Biomag streptavidin manyetik nanopartikil stispansiyonu
iceren tUpler miknatis iceren ayirma sehpasi Uzerine yerlestirilir. Bu sayede Biomag
streptavidin - manyetik nanopartikdlleri tipin ceperlerine tutunur ve Biomag
streptavidin - manyetik  nanopartikillerinden  arindirilmis olan  stipernatant
radyoaktvite olcimu icin Kkullamlir. Sekil 3.1 Biomag streptavidin  manyetik
nanopartikdllerinin tipln ¢eperlerine tutunmasini gostermektedir.

Sekil 3.1. Biomag dtreptavidin manyetik nanopartikillerinin tlpin ceperlerine
tutunmast

Biomag streptavidin manyetik nanopartikullerinden arindirilmis olan her bir tlpteki
sipernatanttan 100 pL almir ve 20 mL’lik tuplere pipetlenir ve tzerlerine 10 mL
radyoaktivite olcimi icin karisim eklenir. Raydoaktivite 6lcimi igin karigim
eklenen tupler numaralanir, 1slak bir kagit havlu yardimyla silinir ve radyoktivite

dlglim cihazina (TRI-CARB 2900 TR) konulur.**C &l¢iimii icin kullanilan protokol
secilir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Niemann-Pick C2 Proteininin Sigir Sutunden Saflastirilmasna Ait
Bulgular

4.1.1.1. Diyaliz ve DEAE-Sefadeks A-50 Anyon Degistirici Kromatografisi

Islemleri Sonrasinda Alinan Orneklereait Bulgular

% 65'lik amonyum siilfat ile ¢okturolip 10 mM amonyum asetat pH 7.0
tamponunda cozilen oOrnege: diyaliz, DEAE-Sefadeks A-50 anyon degistirici
kromatografisi ve ultrafiltrasyon ile deristirme islemleri uygulandi. Bu islemlerin
herbirinden sonra alinan 6rnekler, bBNPC2 iceren drnek ve molekdl agirliklart bilinen
standart protein karigimim igeren 6rnek kullanllarak SDS-PAGE yapildi. Bu
orneklere ait protein derisimleri Cizelge 4.1’ de elektroferogramlar: ise Sekil 4.1'de
gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Diyaliz (D), DEAE-Sefadeks A-50 anyon degistirici kromatografisi
islemleri sonrasinda alinan 6rnek (A), ultrafiltrasyon ile deristirilmis 6rnege (U) ve
bNPC2'’yi iceren ornege (+bNPC2) ait protein derisimleri

Ornek Protein Derisimi (mg/mL)
D 6,92
A 1,97
U 3,21
+bNPC2 0,519

Cizelge 4.1’ den de gorildugi gibi diyaliz sonrasinda alinan drnegin protein derisimi
6,92 mg/mL, DEAE-Sefadeks A-50 anyon degistirici kromatografisinden sonra bazi
proteinlerin uzaklastirilmas: nedeniyle alinan 6rnegin protein derisimi 1,97 mg/mL
ve ultrafiltrasyon ile deristirme isleminden sonra ise alinan drnegin protein derisimi
3,21 mg/mL’dir.
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Sekil 4.1. Diyaliz sonrasi ayn: diyalizattan alinan orneklere (D), DEAE-Sefadeks A-
50 anyon degistirici kromatografisi sonrasi 6rnek (A), ultrafiltrasyon hiicresi ile
deristirme sonrasi O6rnek (U), bNPC2'yi iceren Ornek (+bNPC2) ve molekdl
agirliklart bilinen standart protein karisgimim iceren ornege (S) ait SDS-PAGE
sonuclarini gosteren elektroferogram

l

l"li
l

Sekil 4.1'den goruldigu gibi diyaliz islemi sonrasinda mevcut olan birgok protein
bandi DEAE-Sefadeks A-50 anyon degistirici kromatografisi kullanilarak
uzaklastirilmistir. Ancak DEAE-Sefadeks A-50 anyon degistirici kromatografisinden
sonra alinan ornekte (A), bNPC2 o6rneginde (+bNPC2) var olmasi beklenen 17
kDa' luk bandin oldukca silik oldugu gortlmektedir. Bu nedenle ultrafiltrasyon islemi
ile deristirilmistir. Deristirilmis 6rnege ait elektroferogram (U)’ dan da goruldugi gibi
protein bantlarimin  yogunluklar: artmistr. Bu durum Cizelge 4.1'den de

gorilmektedir.

4.1.1.2. CM-Sefaroz Katyon Degistirici Kromatografis Sonuclari

DEAE-Sefadeks A-50 anyon degistirici  kromatografisinden sonra
ultrafiltrasyon ile deristirilmis olan stiziintii CM-Sefaroz kolonuna uygulanmis ve
HPLC kullamilarak 10 mL hacime sahip fraksiyonlar toplanmustir. Toplanan
fraksiyonlardan protein iceren fraksiyonlara SDS-PAGE’i yapilmistir. SDS-PAGE
sonuclart Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 de gosterilmistir. Bu fraksiyonlar igerisinden 20 kDa
bolgesinde protein bandi iceren fraksiyonlar (10-18) daha ileri tespitler ve
saflagtirmalar igin kullanilmistar.
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Sekil 4.2. CM-Sefaroz katyon degistirici kromatografisi kullamlarak elde edilen
bNPC2'yi igceren 10-18 olarak numaralandirilmis fraksiyonlara ve molekiler
agirliklart bilinen standart protein karisgimim iceren ornege (S) ait SDS-PAGE
sonuclarim gosteren elektroferogram

Sekil 4.2°den de goruldigil gibi elde edilen fraksiyonlar saf olmayip belirli
miktarlarda yabanci proteinleri de icermektedirler. bNPC2 nin kolesterol transfer
deneylerinde kullanilabilmesi icin dahaileri derecede saf olmasi gerekmektedir.

Sekil 4.3. CM-Sefaroz katyon degistirici kromatografisi kullanilarak elde edilen
bNPC2'yi iceren 14-18 olarak numaralandirilmis fraksiyonlara, bNPC2'yi igeren
ornek (+bNPC2) ve molekil agirliklart bilinen standart protein karisimini igeren
ornege (S) ait SDS-PAGE sonuclarint gosteren elektroferogram
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14-18 olarak numaralandirilmis fraksiyonlara ve bNPC2 iceren drnege ait Western-
Blot sonucu Sekil 4.4’ de gosterilmistir. Sekil 4.4’ den de goruldigi gibi 14-18 olarak
numaralandirilmis fraksiyonlar bNPC2'yi igermektedir.

wald4 15 16 17 18 +bNPC2

e
105

Sekil 4.4. CM-Sefaroz katyon degistirici kromatografisi kullanilarak elde edilen 14-
18 olarak numaralandirilmis fraksiyonlara ve bNPC2'yi igeren 6rnege (+bNPC2) ait
Western-Blot sonuglart

4.1.1.3. SP-Sefaroz K atyon Degistirici Kromatografis Sonuclari

SP-Sefaroz  katyon degistirici  kromatografiss bNPC2'nin ileri derecede
saflastirilmast icin kullanildi. Sekil 4.2'de elektroferogramda gosterilmis olan 15
olarak numaralandiriims fraksiyondan 2 mL alimp ve HPLC kullanilarak bNPC2
ileri derecede saf olarak elde edilmeye calisildi. SP-Sefaroz katyon degistirici kolon
kullanilarak yapilan HPLC ile toplanmis olan fraksiyonlardan protein iceren 1-6
olarak numaralandirilmis eluatlara ve molekidl agirliklart bilinen standart protein

karisimint iceren ornege (S) ait elektroferogram Sekil 4.5 de gosterilmistir.
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- o D

Sekil 4.5. SP-Sefaroz katyon degistirici kromatografisi kullamlarak toplanmis
protein iceren 1-6 olarak numaralandirilmis olan eluatlara ve molekil agirliklar
bilinen standart protein karisimini iceren 6rnege (S) ait SDS-PAGE sonuclarini
gbsteren elektroferogram

Sekil 4.5 den de goruldigi gibi toplanan fraksiyonlar ileri derecede saf bNPC2'yi
icermektedir. Daha sonra 15 olarak numaralandiriimis fraksiyondan tekrar 2 mL
alinarak temizlendi ve bu islem 5 defatekrar edildi. Elde edilen saf bNPC2'yi igeren
fraksiyonlar bir araya toplandi. SP-Sefaroz katyon degistirici kromatografisi ile
temizlenip bir araya toplanan 1-9 olarak numaralandirilmis 6rneklere ve molekul
agirliklar: bilinen standart protein karisimini iceren drnege (S) ait elektroferogram
Sekil 4.6'da gosterilmistir. Sekil 4.6.’dan da gorulduga gibi 1,2,3,4,5,6,7,9 olarak
numaralandirilmis  Ornekler ileri derecede saf bNPC2'yi icermekte, 8 olarak
numaralandirilmis 6rnek ise bNPC2 ile birlikte bir miktar yabanci proteinleride
icermektedir.
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Sekil 4.6. SP-Sefaroz katyon degistirici kromatografisi kullamlarak temizlenip bir
araya toplanan 1-9 olarak numaralandirilmis 6rneklere ve molekil agirliklar bilinen
standart protein karigimini iceren 6rnege (S) ait SDS-PAGE sonuclarini gosteren
elektroferogram

SP-Sefaroz katyon degistirici kromatografisi kullamlarak temizlenip bir araya
toplanan 1-9 olarak numaralandirilmis 6rneklere ait Western-Blot sonucu Sekil 4.7
‘de gOsterilmistir. Sekil 4.7°den de gorildugt gibi 1-9 olarak numaralandirilmis
ornekler bNPC2'yi icermektedir. Ancak 1 ve 2 olarak numaralandirilmis rnekler
koyu renkli gozukirken 3-9 olarak numaralandiriimis 6rnekler silik gézikmektedir.
3-9 olarak numaralandirilmis 6rneklerin silik goriinmesinin nedeninin Western-Blot
analizi sirasinda elektoforez jelinden protein bantlarinin PV DF-membrana transfer

isleminin tamamlanamamasindan ileri geldigi dustnilmektedir.
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Sekil 4.7. SP-Sefaroz katyon degistirici kromatografisi kullamlarak temizlenip bir
arayatoplanan 1-9 olarak numaralandirilmis 6rneklere ait Western-Blot sonuclari

SP-Sefaroz katyon degistirici kromatografisi kullamlarak —temizlenip bir araya
toplanan 1-9 olarak numaralandirilmis Orneklere ait protein derisimleri Cizelge
4.2’ de gogterilmistir. Cizelge 4.2’ den de goruldigi gibi 1-9 olarak numaralandirilmig
orneklerin protein derisimleri sirasiyla 0,196, 0,208, 0,210, 0,215, 0,267, 0,183,
0,185, 0,187, 0,047 mg/mL’dir. Protein derisimleri belirlenmis olan oOrnekler

kolesterol transfer deneylerinde kullanilmstir.

Cizelge 4.2. 1-9 olarak numaralandirilmig drneklere ait protein derisimleri

Protein Derigimi
(mg/mL)
0,196
0,208
0,210
0,215
0,267
0,183
0,185
0,187
0,047

Ornek No

OO N[OOI WIN|F
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4.1.2. Kolesterol Transfer Deneylerine Ait Bulgular

4.1.2.1. Kolesterol Transfer Deneyi Sonuclari

Kolesterol transfer deneyleri icin Babalola ve ark. (2007) tarafindan bildirilen
yontem esas alinmistir. Materyal ve metod kisminda Cizelge 3.4'de verilmis olan
vezikil hacimleri ve gozeltiler kullamlarak hazirlanmis olan vezikiller ve SP-Sefaroz
katyon degistirici kromatografisi kullamlarak ileri derecede temizlenen bNPC2
kulanilarak zaman bagli olarak kolesterol transfer deneyleri yapilmustir. Vezikller
arast 17 farkl kolesterol transfer deneyine ait sonuglar Cizelge 4.3 de gosterilmistir.
Cizelge 4.3'den de goruldigl gibi sonuglar ortalama + standart sapma seklinde,
dakikadaki radyoaktivite 6lcimu cinsinden ifade edilmistir.
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Cizelge 4.3. Vezikiller arasi kolesterol transfer deneyi sonuglari

% Transfer (dakikadaki radyoaktivite 6lcimi sayisi )

Zaman (dk)
Deney No 2 3 5 10 20 30 40 60
1 6,0 19,2 29,2 40,0 4.4 46,1 49,2 49,3
2 6,0 17,5 26,7 34,2 41,3 41,3 441 44,3
3 72 24,7 36,2 45,0 50,2 52,9 53,9 54,3
4 9,7 26,4 38,7 49,5 56,9 57,9 58,5 59,6
5 11,6 30,8 36,2 46,7 51,8 54,9 56,1 56,7
6 10,3 28,3 34,3 41,3 49,1 47,3 53,3 531
7 93 28,6 38,3 455 54,7 57,3 58,9 59,2
8 7,0 22,9 29,3 41,2 46,0 47,1 49,5 494
9 7,0 26,6 34,3 47,6 55,0 54,4 56,2 56,7
10 71 231 335 40,9 46,2 46,6 54,5 56,5
11 9,2 29,9 38,7 46,2 53,0 55,9 58,6 58,4
12 7,0 22,9 29,3 41,2 46,0 47,1 49,3 494
13 8,8 17,0 234 29,3 40,8 41,3 58,2 61,3
14 59 21,4 27,6 32,1 414 44,6 56,7 57,0
15 7,3 20,3 27,5 29,1 35,7 38,8 42,4 48,7
16 121 26,4 333 38,6 50,2 51,0 53,2 53,9
17 12,9 24,8 32,9 38,0 50,8 56,5 65,4 65,3
Xort£SD 85+2,2 | 24,1+4,2 | 32,345 | 40,4+6,1 | 455+57 | 47,2¢59 | 51,4+5,6 | 52,3t5,2
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Sekil 4.8. Vezikiller arasi kolesterol transferinin zamana bagli olarak degisimi

Vezikilleraras: kolesterol transferinin zamana bagli olarak degisimi Sekil 4.8'de
gogerilmistir. Sekil 4.8'den de goruldigl gibi zamana bagli olarak kolesteroliin
bNPC2 tarafindan verici vezikillerden alici vezikillere tasinma oran artmaktadir.

4.2. Tartisgma

Bu c¢alismada Niemann-Pick C2 proteini (bNPC2) sigir siitiinden amonyum
silfat ile gokturme, diyaliz DEAE-Sefadeks A-50 anyon degistirici kromatografisi,
CM-Sefaroz ve SP-Sefaroz katyon degistirici  kromatografileri  kullanilarak
saflastirilmustir. Bu proteinin - membranlar arasinda kolesterol transferinde rol
oynayip oynamachigim saptamak icin sentetik verici ve alici vezikiller olusturulup in
vitro kosullarda NPC2 nin kolesteroliin tasinmasindaki rolt arastirilmigtir. bNPC2
kaynagi1 olarak, temin edilmesinin kolay olusu nedeniyle sigir st segilmistir.
bNPC2'nin sigir siitiinden saflastirilmasinda Friedland ve ark. (2003) tarafindan
bildirilen ve baz1 arastirmacilar (Larsen ve ark., 1997; Xu ve ark., 2007) tarafindan
da kullanilan standart yontem kullamlmistir. Kaymag: alinmis olan stitteki  bNPC2
tuzla coktirme ve diyalizden sonra DEAE-Sefadeks A-50 anyon degistirici
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kromatografisi kullanilarak bircok proteinden arindirilmustir ( Sekil 4.1). Ikinci
basamakta DEAE-Sefadeks A-50 anyon degistirici kromatografisi ile elde edilen
sizintide bulunan bNPC2 diger proteinlerden CM-Sefaroz katyon degistirici
kromatografisi kullanilarak ayristirilmistir (Sekil 4.2). CM-Sefaroz katyon degistirici
kromatografisi kullanilarak ayrilan ve bNPC2'yi iceren fraksiyonlarin héla bazi
yabanci proteinleri de icerdikleri giimis boyama islemi ile boyanmis olan SDS-
PAGE jellerinde gorilmektedir (Sekil 4.2). Saflastirma isleminin son basamaginda
ise SP-Sefaroz katyon degistirici kromatografisi daha ileri bir saflastirma islemi icin
kullanilmistir. Bu sayede saf bNPC2'yi iceren fraksiyonlar elde edilmistir (Sekil 4.6.
ve Sekil 4.7.). Saflagtirilmis olan bNPC2' nin molekuler agirligimin yaklasik 17 kDa
oldugu SDS-PAGE ve Western-Blot teknikleri ile gosterilmistir (Sekil 4.5. ve Sekil
4.6.). Literatirde degisik kaynaklardan saflastirilan NPC2'lerin farkli molekiler
agirliga sahip olduklar bildirilmistir.

Larsen ve ark. (1997), sigir aspartik proteinaz enziminin 6ncusi olan
prokatepsin D’yi sitten saflastirma isleminin ilgi kromatografisi basamaginda
tesadifen belirledikleri ve N-terminalinde sahip oldugu  aminoasit dizilimi
(EPVKFKDXGSWVGVIKEVNVSPXPTQ) ve molekiler agirligindan 6éttrti EPV 20
olarak adlandirdiklari, Northern-Blot analizi ile sigirin bobrek, dalak, karaciger ve
st bezlerinde de sentezlendigini fakat tegtislerinde sentezlenmedigini belirledikleri
bNPC2 nin molekuler agirligimn 20 kDa oldugunu SDS-PAGE ve Western-Blot
teknikleri ile belirlemislerdir.

Okamura ve ark. (1999), domuzun ( Porcine Cauda) epididimislerindeki 8
ayr1 bolgeden topladiklar1 epididimal sividan saflastirdiklart NPC2' nin epididimal
sividaki molekuler agirliginin 19 kDa oldugunu fakat epididimisten gegis sirasinda
NPC2 nin yapisinda bulunan seker kalintisinda meydana gelen islemler sonucunda
proteinin molekiler agirligimn 16 kDa oldugunu SDS-PAGE ile belirlemislerdir.

Ko ve ark. (2003), fareye ait NPC2' nin cDNA’sint tasiyan pNPC2myc-his-
puro adli ekspresyon vektorini ¢in hamsterr’ nin yumurtalik hticrelerine (CHO-KI1)
aktararak Urettikleri NPC2'nin - molekiler agirliginin 27-29 kDa oldugunu SDS-
PAGE ile belirlemiglerdir.
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Ong ve ark. (2004), fare beyninden saflastirdiklari NPC2' nin molekiler
agirlhiginin 23 kDa oldugunu Western-Blot analizi ile belirlemislerdir.

Chikh ve ark. (2004), insana ait NPC2'yi (hNPC2) icermeyen bir hastadan
aldiklar1 deri fibroblastlarim ve g farkli N-glikozilasyon bélgesinde mutasyona
sahip NPC2'yi kodlayan 3 farklt cDNA’y1 (NPC2-N38Q, NPC2-N58Q, NPC2-
N135Q) kullanarak urettikleri hNPC2'lerin molekiler agirliklarimn sirasiyla 19-23,
21 ve 19 kDaoldugunu Western-Blot analizi ile belirlemislerdir.

Liou ve ark. (2006), hNPC2 nin cDNA’simt pMSXND adli ekspresyon
vektori yardimiyla deney faresinin yumurtaliklarindan alinan hiicrelere aktarip
urettikleri hNPC2'nin 4 farkli izoformunun oldugunu ve elde edilen hNPC2' lerin
molekiler agirliklarinin 18.9, 18.5, 17.7 ve 16.3 kDa oldugunu bildirmislerdir.

bNPC2' nin sigir stittinden saflastiriimasi isleminden sonra bNPC2 kolesterol
transfer deneylerinde kullanilmistir. Kolesterol transfer deneyleri icin Babalola ve
ark. (2007) tarafindan bildirilen metod esas alinmistir. BMP (% 20 mol), 4-[**C]-
kolesterol (% 1 mol), kolesterol (% 10 mol), biotin-X-DHPE (% 4 mol),
fosfatidilkolin (% 65 mol) iceren verici vezikiller ve BMP (% 20 mol), kolesterol (%
10 mol), biotin-X-DHPE (% 4 moal), fosfatidilkolin (% 66 mol), NBD-PE (% 4 mol)
iceren alict vezikiller kullamlmustir. Kolesterol transfer deneyleri sonucunda
bNPC2 nin verici vezikillerde bulunan kolesterolin % 52,3+5,2'Gnin alici
vezikillere tasinmasinda rol oynadigi bulunmustur.

Babalola ve ark. (2007), fosfatidilkolin (% 80 mol), fosfatidiletanolamin (% 7
mol), kolesterol (% 8 mol), 4-[**C]-kolesterol (% 1 mol), biotin-X-DHPE (% 4 mol)
iceren yuksiiz temel (Basic) verici vezikilleri ve fosfatidilkolin ( % 85 mol) , NBD-
PE (% 4 mol), kolesterol (% 2 mol), fosfatidilkolin (% 9 mol) igeren yiksliz temel
(Basic) alici vezikulleri ve farkli bir calisma grubundan aldiklari bNPC2'yi
kullanarak 37°C’ de gerceklestirdikleri transfer deneyi sonucunda bNPC2'nin verici
vezikillerde bulunan kolesteroliin % 18 nin verici vezikillere tasinmasinda gorev
adigini, kolesterol (% 24 mol), 4-[**C]-kolesterol (% 1 mol), biotin-X-DHPE (% 4
mol), BMP (% 18 mol), seramid (% 6 mol), sfingomiyelin (% 5 mol), fosfatidilkolin
(% 42 mol) igeren anyonik standart verici vezikilleri ve fosfatidilkolin (% 66 mol),
BMP (% 18 mol), seramid (% 6 mol ), sfingomiyelin (% 5 mol), kolesterol (% 1 mol

40



4. BULGULAR ve TARTISMA Onur BALTACI

), NBD-PE (% 4 mol ) iceren anyonik standart alici vezikdlleri kullanarak 25°C’de
gerceklestirdikleri transfer deneyi sonucunda bNPC2' nin verici vezikillerde bulunan
kolesteroliin % 59’ unun alict vezikillere tasinmasinda gorev aldigim bildirmiglerdir.
Alici vezikillerin seramid (% 20 mol) igerdigi durumda bNPC2 nin verici ve alici
vezikiller arast kolesterol transferini diizenlendigini ve sfingomiyelinin verici ve
alict vezikillerin hazirlanmasinda kullanildigr durumda bNPC2’ nin kolesterol verici
ve alic1 vezikiller arasinda tasima oranminin azaldigin bilidirmislerdir.

Yapilan bu calismada, verici ve alici vezikiller sfingomiyelin ve seramid
icermemesine ragmen kolesterol transfer deneyleri sonucu literatlirde Babalola ve
ark. (2007) tarafindan bildirilen sonuca yakindir. Bu sonuca gére sfingomiyelin ve
seramidin  kolesterol  deneyleri  Uzerinde blyidk bir etkisinin - olmadig:
dustnulmektedir. Literatirde kolesterol transfer deneyleri icin farklt metodlarin
kullanilchigr rapor edilmistir. Cheruku ve ark. (2006), NPC2 nin kolesteroliin
membranlara tasinmasinda gorev aldigim belirlemek igin farkli bir metod olan
endojen triptofan absorbanst Olcimund  kullanmiglardir. hNPC2 (5 pM) ve
kolesterolti (5 puM) 25°C, pH 5de inkibe etmisler, inkibasyon oOncesinde ve
sonrasinda endojen triptofamin absorbansim 280 nm'de 6lgmuslerdir. hNPC2'ye
kolesteroliin baglandigi durumda endojen triptofan absorbansimin  azaldigini
belirlemislerdir. ANPC2 (5 uM) ve kolesterolti (5 uM) inklibe ettikten sonra ortama
fosfatidilkolinden (1000 uM) olusan yiuksiiz vezikiller eklendiginde endojen
triptofan absorbansinin yukseldigini belirlemislerdir. Bu sayede kolesteroliin hNPC2
tarafindan vezikule tasincigim belirlemislerdir.

Xu ve ark. (2008), fosfatidilkolin (% 65 mol), kolesterol (% 25 mol),
laktozilseramid (% 10 mol), tirityum isaretli kolesterol ([*H]-kolesterol)(% 5 mol)
iceren verici vezikuller ve fosfatidilkolin (% 100 mol) igeren alici vezikiller
olusturularak in vitro kosullarda hNPC2 nin kolesterol tasinmasindaki roltnd
incelemislerdir. ANPC2 nin verici vezikillerde bulunan tirityum isaretli kolesteroliin
alic1 vezikillere tagimm hizinin 0,031+0,014 s™ oldugunu bildirmislerdir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuglar

1)

2)

Niemann-Pick C2 proteini (bNPC2) sigir sitinden saflastirilmustir.
Saflastirilan  bNPC2 proteininin safligt ~ SDS-PAGE ile belirlenmistir.
bNPC2’ nin molekiler agirligimn yaklasik 17 kDa oldugu belirlenmistir.

in vitro kosullarda BMP (% 20 mol), 4-[**C]-kolesterol (% 1 mol), kolesterol
(% 10 mol), biotin-X-DHPE (% 4 mol), fosfatidilkolin (% 65 mol) ) igceren
verici vezikiller ve BMP (% 20 mol), NBD-PE (% 4 mol), fosfatidilkolin (%
66 mol), kolesterol (% 10 mol) igeren alict vezikiller  hazirlanarak,
bNPC2'nin  verici  vezikilllerde bulunan  4-[*C]-kolesterolin %

52,3+5,2' tiniin alic1 vezikillere tasinmasinda rol aldig: bulunmustur.

5.2. Oneriler

1)

2)

Vezikullerin farkli lipid bilesimlerinin  kolesterol transferini  etkileyip
etkilemediginin arastirilmast igin farkli kolesterol ve lipid bilesimlerine sahip
verici ve alici  veziklller olusturularak bNPC2' nin kolesterolti transfer
aktivitesi kiyaslanabilir.

bNPC2 nin sigirin bobrek, dalak, karacigerinde sentezlendigi bilinmektedir.
bNPC2 sigirin bobrek, dalak veya karacigerlerinden saflastirilabilir.
Saflastirilan bu farkli kdkenli NPC2'lerin kolesterol transfer aktiviteleri
kiyaslanabilir.
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