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OZET

Bora Tatar, G. Polifenolik Bilesiklerden Resveratrol ve Kurkuminin Norit Boyu
Uzamasmma Etkisinin PC12 Hiicre Hattinda Arastirilmasi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Programi Doktora Tezi,
Ankara, 2012. Spinal miiskiiler atrofi (SMA) otozomal resesif olarak kalitilan ve
omurilikteki alfa motor ndronlarin dejenerasyonu sonucu olusan norodejeneratif bir
hastaliktir. SMA hastaligit SMN1 geni mutasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikmakta, genin
0zdes kopyast olan SMN2 geni ise hastalik ciddiyetini etkilemektedir. Bu genlerin
irlinii olan SMN proteini tiim hiicrelerde sentezlenmesine karsin eksikliginden en
fazla motor noron hicreleri etkilenmektedir. SMN proteininin fonksiyonunu
arastirmak tizere yapilan in vitro ve in vivo deneysel galismalarla SMN proteini
baskilandiginda hiicrelerin norit boyunda kontrole goére kisalma goriilmiistiir. Bu
nedenle, SMA hastaliginda ortaya ¢ikan norit kisaliginin diizeltilerek saglikli
hicrelerdeki boyutuna erismesinin SMA tedavisinde 6nemli bir adim olacagi
diisiiniilmektedir. Bu tez c¢alismasinda, hasta fibroblast hicrelerinde SMN2 gen
ifadesini arttirdg: bilinen resveratrol ve kurkumin adli polifenolik bilesiklerin norit
boy uzamasimi indikleyici etkilerinin ve tedavi potansiyellerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Yapilan 6n ¢alismalarda, 5 uM resveratrol ve 500 nM kurkuminin
norit boyu analizleri i¢in uygun oldugu bulunmus, 3, 5 ve 7 giin siireyle néron
benzeri PC12 hiicrelerine uygulanmistir. Kurkuminin 3 giinliik inkiibasyon sonunda
norit boyunu 38 pum, 7 glnliik inkiibasyon sonunda ise 23 um uzattigi saptanmistir.
Resveratroliin etkisi yalnizca 3. giinde gozlenmis, norit boyunun 18 pm arttigi
saptanmigtir. Ayni bilesikler Smn ifadesi baskilanmig PCI12 hiicre hattina
uygulandiginda norit uzama hatasini diizeltemedikleri goriilmiis ve bilesiklerin etki
gosterebilmeleri i¢in hiicrede Smn proteininin varligina ihtiyag duyduklar
saptanmistir. PC12 hiicrelerinde bilesik uygulamasi ile indiiklenen ndrit uzamasinin
Smn protein miktar artisi ile iliskisi olabilecegi diisiiniilerek ¢ekirdekte bulunan Smn
proteini Gem sayisi analizi ile arastirilmistir. Immunfloresan boyama yontemi ile
gerceklestirilen analizlerde bilesik uygulamalarmin ¢ekirdekteki Gem sayilarini
degistirmedigi saptanmistir. Hiicrelerdeki toplam Smn protein miktar1 ise Western
blot yontemi ile aragtirilmis ve kurkumin uygulanan hiicrelerde protein diizeyinin
degismedigi belirlenmistir. Yaptigimiz caligmalarda bilesik uygulamasi sonrasinda
Smn protein miktar1 degismemesine ragmen ndrit uzamasinin indiiklendigi
gosterilmis, bu nedenle kurkuminin Smn proteinine baglanarak etki edebilecegi
varsayllmistir. Baglanti potansiyeli bilgisayar destekli 3 boyutlu modelleme yontemi
ile arastirilmig, Smn-kurkumin baglantisinin (Kd: 239.79 uM) kontrol olarak
kullanilan valproata oranla daha kuvvetli oldugu goriilmiistiir. Bu tez g¢alismasi
sonucunda,  kurkumin ve resveratrol uygulamalarinin Smn protein miktarini
degistirmeden norit boyunu uzatabildikleri ve bu uzamanin saglanabilmesi icin
hiicrelerde Smn proteinin bulunmasi gerekliligi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Spinal miiskiiler atrofi, ndrit uzama hatasi, resveratrol, kurkumin

Destekleyen Kurum: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi
(H.U.B.A.B, 011 D04 101 001)
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ABSTRACT

Bora Tatar, G. Investigation of the neurite outgrowth effects of resveratrol and
curcumin in PC12 cell line. Hacettepe University Institute of Health Sciences,
Ph.D. Thesis in Medical Biology, Ankara, 2012. Spinal muscular atrophy (SMA) is
an autosomal recessive neurodegenerative disorder caused by degeneration of
alpha motor neurons of the spinal cord. While SMA is caused by SMN1
gene mutations, the identical copy of the gene, SMNZ2, can affect disease severity.
Although SMN protein is found in all cells, lower motor neurons are extremely
vulnerable to SMN deficiency. Knock-down of SMN protein results in neurite
outgrowth defects in vitro and in vivo, therefore correction of the defect is thought to
be an important step for SMA treatment. Previous studies reported that resveratrol
and curcumin, which are polyphenolic compounds increased SMN2 gene expression
in SMA fibroblast cells. The aim of the thesis is to determine therapeutic potential of
resveratrol and curcumin by investigating their effects on neurite outgrowth. In the
thesis, neuron like PC12 cells were incubated with 5 puM resveratrol and 500 nM
curcumin and neurite lenght was measured after 3, 5 and 7 days. At the end of
incubation periods, curcumin promoted neurite length about 38 um and 23 um after
3 and 7 days, respectively. Neurite outgrowth due to resveratrol has been only seen
on the 3rd day and was about 18 um. However, compounds were not able to correct
neurite outgrowth defects in Smn knock-down PC12 cells. These results showed that
the compounds needs the presence of Smn protein to exert their effects on neurite. To
investigate whether compound-induced neurite elongation is correlated with Smn
protein expression, nuclear Gem numbers were analysed by using immunflorescence
staining. No significant changes were obtained in Gem numbers between treated and
non-treated samples. Total Smn protein expression level was also analysed by
Western blot and it was found that Smn protein level remained unchanged after
curcumin treatment. According to our findings, it can be hypothezied that curcumin-
induced neurite elongation could be triggered from interactions of Smn and
curcumin. To test this hypothesis, Smn-curcumin binding was investigated via
computer-aided 3D molecular modeling studies. It was calculated that Smn-curcumin
binding affinity (Kd: 239.79 uM) was higher than Smn-valproate, which was used as
a control. According to the results of this thesis, resveratrol and curcumin induces
neurite elongation without changing Smn protein expression but they require Smn
protein to achieve this result.

Key Words: Spinal muscular atrophy, neurite outgrowth defect, resveratrol,
curcumin
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1.GIRIS

Spinal miiskiiler atrofi (SMA) otozomal resesif olarak kalitilan
norodejeneratif bir hastaliktir (1). SMN1 geni mutasyonlar1 nedeniyle ortaya ¢ikan
SMA hastaliginda omurilikte bulunan alfa motor noronlarin dejenerasyonu ve kas
atrofisi gorilmektedir. SMN1 geninin, SMN2 olarak adlandirilan 6zdes bir kopyasi
bulunmaktadir (2). SMN2 geninin 7. ekzonunda bulunan sitozin (C)—timin (T)
degisimi nedeniyle, bu genden sentezlenen transkriplerin yaklasik % 90’inda 7.
ekzon atlanmaktadir (2, 3). Ekzon 7 icermeyen hatali transkriptlerden fonksiyonel
olmayan protein sentezlenmektedir. SMN2 geninden % 10 oraninda tam uzunlukta
SMN proteini sentezlenmekle birlikte bu miktar hastalik olusumunu

engelleyememektedir (4).

Bireylerin farkli sayida SMN2 gen kopyalar1 (1-4) mevcuttur (5). SMN2
geninin kopya sayisina parallel olarak tam uzunlukta sentezlenen SMN protein
miktar1 da artmakta, bu sayede hastaligin seyri hafiflemektedir. Bu bilgiye
dayanilarak, SMN2 geninden kodlanan tam uzunluktaki SMN mRNA ve protein
miktarmin  arttirilarak  hastalik  ciddiyetinin  hafifletilmesi ve ilerleyisinin
yavaglatilmas1 yaklasimi gelistirilmistir (6). Konu ile ilgili aragtirmalar HDAC
inhibitorleri olarak adlandirilan bilesikler tizerinde yogunlasmis ve bu inhibitorlerin
SMN2 gen ifadesini arttirdigi bildirilmistir. Anabilim Dali’mizda yiiriitiilmiis olan
bir TUBITAK projesi kapsaminda, polifenol yapisinda olan resveratrol ve
kurkuminin HDAC inhibitor 6zelligi oldugu ve SMA hasta fibroblast hicrelerinde
SMN2 gen ifadesini attirdig1 gosterilmistir (7, 8).

Merkezi sinir sistemi geligimi i¢in gerekli olan SMN proteini, tiim hiicrelerde
sentezlenmesine karsin eksikliginde en fazla motor ndron hiicreleri etkilenmektedir
(9). SMA hastaligindaki durumu taklit etmek tizere néron benzeri PC12 hicre
hattinda ve model organizmalarda Smn ifadesi baskilandiginda nérit boyunun
kontrole gore kisaldigi rapor edilmistir (10-12). Bu nedenle SMA hastalarinda SMN2
gen ifadesini attirdig1 bilinen resveratrol ve kurkuminin norit uzunlugu tizerindeki

etkilerinin arastirilmasina ihtiyag duyulmustur.



SMA’l1 fibroblast hiicrelerinde SMN2 gen ifadesini arttiran resveratrol ve
kurkuminin, néron benzeri PC12 hiicrelerinde de ayni etkiyi gosterecegi ve SMN
protein miktarim1 etkileyerek, SMN eksikliginde goriilen norit kisaligini
diizeltebilecegi varsayilmigtir. Norit kisaliginin diizeltilerek saglikli hiicrelerdeki

boyutuna erismesinin SMA tedavisinde 6nemli bir adim olacagi diisiiniilmiistiir.

Bu varsayimlardan yola c¢ikilarak, polifenolik yapidaki HDAC
inhibitorlerinden resveratrol ve kurkuminin néron benzeri PC12 hiicrelerinde norit
boyunu indukleyici etkilerinin ve etki mekanizmasinin incelenmesi, bdylece tedavi

potansiyellerinin arastirilmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Spinal Muskuler Atrofi (SMA) : Klinik Ozellikleri

Spinal miiskiiler atrofi (SMA) otozomal resesif olarak kalitilan
norodejeneratif bir hastaliktir (1). Genellikle ¢ocukluk ¢agi hastaligi olarak kabul
edilmekle birlikte eriskin donemde de ortaya ¢ikmaktadir. Kistik fibrozisten sonra
ikinci siklikta goriillen SMA’nin insidast 1/6000- 1/10.000, tasiyici sikligr ise 1/35-
1/50 olarak bildirilmistir (13-16) .

SMA, omurilikte bulunan alfa motor néronlarin dejenerasyonu sonucu olugsan
simetrik kas zayifligi ve atrofi ile karakterize edilmektedir. Klinik semptomlari
arasinda hipotoni, govde ve ekstremite kaslarinda ilerleyen simetrik kas zayiflig,
parmak ve ellerde tremor, dil kaslarinda fasikiilasyon bulunmakta olan hastaligin
baslangi¢ yasi ve ciddiyeti bireyler arasinda farklilik gostermektedir (17). Bu nedenle
SMA, Uluslararasi SMA Konsorsiyumu Kriterlerine gore dort sinif (Tip I-1V) altinda
tiplendirilmektedir (14, 17, 18) ;

= Tip | SMA (Werdnig-Hoffman Disease, OMIM #253300): En ciddi tipi olup
semptomlar dogumu takiben ilk 6 ay igerisinde goriilmeye baslar. Oturma
kabiliyeti olmayan hastalar genellikle solunum yetmezligi nedeniyle 2 yil

icerisinde kaybedilirler.

= Tip Il SMA (OMIM #253550): Hastaligin ara formudur. Bulgular 6-18 ay
arasinda goriilmeye baslar. Desteksiz oturabilen hastalarin ayaga kalkma ve
yuriime kabiliyetleri yoktur.

= Tip Il SMA (Kugelberg-Welander Disease, OMIM #253400) : Hastaligin hafif
formlarindan biri olup 18 aydan sonra bulgu vermeye baslar. Desteksiz ayaga
kalkabilen ve yirlyebilen hastalar, ilerleyen donemlerde tekerlekli sandalyeye

bagli olarak yasamlarina devam ederler.

= Tip IV SMA (OMIM #271150): Hastaligin en hafif formudur. Semptomlar
otuzlu yaslarda goriilmeye baslayip yavas ilerler.



2.2. Spinal Muskiiler Atrofi (SMA) : Molekuler Genetik Ozellikleri

2.2.A. Survival Motor Neuron (SMN) Geni

SMA hastaligindan sorumlu olan Survival motor neuron (SMN) geni, 1995
yilinda Lefebvre ve dig. (2) tarafindan tanimlanmistir. 5q11.2-13.3 kromozom
boélgesinde yerlesmis olan genin insanlarda telomerik (SMN1, OMIM #600354) ve
sentromerik (SMN2 OMIM #601627) olmak tizere iki kopyasit mevcuttur (2, 19).
SMN genleri inversiyon ve duplikasyonlar1 igeren 500 kb’lik bir boélge icinde
bulunmaktadir. Bu bolgede SMN genleri disinda; GTF2H2 (general transcription
factor Il H), NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein) ve SERF1 (small EDRK-
rich factor 1) genleri de bulunmaktadir (Sekil 2.2.1a ve b). SMA hastaligi SMNI1
geni mutasyonlariyla ortaya ¢ikmaktadir (20).

5q11.2-13.3
a 500 kb 500 kb

GTF2HZ" NAIPw SMMZ2 SERF1C SERF1T SMN1 MAIP GTF2H2T
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b Sentromerik SMN2 SMN1 Telomerik
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SMN
1 2a 2b 3 A 5 6 . § 8
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Sekil 2.2.1. SMN geninin yerlestigi 500 kb’lik genomik bolge (a) SMN1 ve SMN2

genlerinin yerlesimleri, (b) ekzonlari ve niikleotid farkliliklart (20).



Herbiri 27 kb uzunlukta olan ve 9 ekzondan (1, 2a, 2b, 3-8) olusan SMN1 ve
SMN2 genleri, promotor bélgeleri dahil % 99 oraninda benzer olmakla birlikte
aralarinda 5 niikleotidlik fark bulunmaktadir (3, 21, 22) (Sekil 2.2.1). Bu farklardan
en 6nemlisi 7. ekzondaki sitozin (C)—timin (T) transisyonudur. SMN2 geninde
bulunan T nikleotidi, splicing’in dogrulugunu kontrol eden ve bulundugu ekzonun
olgun mRNA i¢inde yer almasini saglayan exonic splicing enhancer (ESE) dizisini
bozarak exonic splicing silencer (ESS) dizisinin olusmasina neden olmaktadir. Bu
nedenle, ESE dizilerine baglanmasi gereken serin (S) ve arjinin (R) amino asitlerince
zengin SR protein ailesinin baglantis1 bozulmakta ve yeni olusan ESS dizilerine
heteroniikleer riboniikleoprotein (hnRNP) ailesi baglanmaktadir. Sonu¢ olarak
splicing hatali gergeklesmekte ve transkriplerin yaklasik % 90’inda 7. ekzon
atlanmaktadir (A7-SMN). 7. ekzonu bulunmayan transkriptlerden sentezlenen kisa
SMN proteini oligomerizasyon 6zelligini kaybedip kararsizlagsmakta ve hizla
yikilmaktadir (Sekil 2.2.2). SMN2 geninden % 10 oraninda sentezlenen tam
uzunluktaki SMN proteini (FL-SMN) ise hastaligi engelleyecek miktarda degildir
(23).
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Sekil 2.2.2. SMN1 ve SMN2 genleri arasindaki farklilik (9)



2.2.B. SMIN1 Geninde Saptanan Mutasyonlar ve Molekiiler Genetik Tam

SMA hastaligt SMNI1 genindeki mutasyonlar sonucu ortaya g¢ikmaktadir.
Gunumuze kadar SMN1 geninde delesyon basta olmak {izere, yanlis anlamli,
anlamsiz, ¢erceve kaymasi ve splice bolge mutasyonlari dahil toplam 59 farkl
mutasyon saptanmistir (24). SMA hastalarinin SMN1 geninde en sik bulunan
mutasyon tipi 7 ve 8. ekzonlardaki homozigot delesyonlardir (% 90-94) (20, 25). Bu

mutasyon Turk hastalarda % 93 oraninda gortilmektedir (26, 27).

SMA hastaliginin molekiiler genetik tanisi icin PCR-RFLP yontemi ile
delesyon analizi yapilmaktadir. Amplifikasyon iirtinleri, ekzon 7 analizi i¢in Dra I,
ekzon 8 analizi igin ise Dde | restriksiyon endonukleaz enzimleri ile kesilmektedir.
Her iki enzim de niikleotid farkliliklar1 nedeniyle SMN2’yi kesebilmekte, bdylece
SMNI1 ve SMN2 genleri birbirlerinden ayrilarak incelenebilmektedir. Tastyict
tanisinda ise kantitatif real-time PCR yontemi ile SMN1 geni kopya sayisi analizi
yapilmaktadir (20, 28, 29).



2.2.C. SMN2 Geni Kopya Sayisi

SMN geninin genomda bulundugu 500 kb’lik bolge hareketli ve kararsiz bir
bolgedir. Evrimsel sirecte bu bdlge duplikasyona ugramis ve SMN2 geni
olusmustur.(5) Sadece insanlarda bulunan SMN2 geninin segici bir avantaj sagladigi
diistiniilmekte, fare ve siganlarda tek kopya halinde bulunan gende meydana gelen

mutasyonlarin embriyonik letaliteyle sonu¢lanmasi bu gorisi desteklemektedir (30).

SMNZ2 geninin de farkli sayida kopyalar1 (1-4) mevcuttur. SMN1 geninin
gene conversion ile SMN2 genine donistiigii ve bu sayede SMN2 gen kopya
sayilarinin arttigi diistinilmektedir (31). SMN2 geninin kopya sayilarindaki artisa
parallel olarak tam uzunlukta SMN protein miktar1 da artmaktadir. SMN2 geninden
sentezlenen tam uzunlukta protein orani tip I hastalarda % 20’iken, tip III hastalarda
bu oran % 40’a ¢ikmaktadir. SMN2 gen kopyalari fazla olan kisilerin hastaliklarinin
hafif seyretmesi nedeniyle, SMN2 geni hastaligit modifiye edici gen olarak kabul
gormektedir (Sekil 2.2.3) (32-34).
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Sekil 2.2.3. Gene conversion ile SMN2 kopya sayisi artisinin ve hastalik

ciddiyetindeki azalmanin sematik gosterimi (4).



2.2.D. SMN Proteini ve Fonksiyonlari

SMN gen Urinld olan SMN proteini (Uniprot #Q16637) 294 amino asit
uzunlugunda olup 38 kDa agirligindadir. SMN, evrimsel olarak yiksek oranda
korunmusg bir proteindir. SMN proteininin varligt omurgali canlilarin yani sira
omurgasizlarda (Drosophila melanogaster ve Caenorhabditis elegans) ve tek hucreli
Okaryotlarda da (Schizosaccharomyces pombe) gosterilmistir. Hayvan modellerinde
SMN yoklugunun embriyonik letaliteye neden oldugu saptanarak SMN proteininin

gelisim igin gerekli ve yasamsal 6nemi oldugu gosterilmistir (35-37).

SMN protein seviyesi gelisimsel ve doku-spesifik olarak kontrol edilmektedir
(38). Embriyonik ve erken postnatal donemlerde SMN ifadesi en yiksek diizeyde
olup dogumla birlikte azalmaktadir (39, 40). SMN proteini en fazla omurilik, beyin,
bobrek ve karaciger dokularinda bulunmaktadir. Iskelet ve kalp kasinda orta

diizeyde, fibroblast ve lenfositlerde ise diisiik diizeyde sentezlenmektedir (33).

SMN proteininin hiicre ¢ekirdeginde Gem (Gemini of coiled bodies) adi
verilen kiresel yapilarda ve sitoplazmada bulundugu gosterilmistir (Sekil 2.2.4 a)
(41, 42). Gem sayist hiicrelerdeki SMN miktarini yansitmakta olup hastalik tiplerinin
ayrilmasinda onemli bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. Saglikli bireylerde 100
¢ekirdek basina diisen Gem sayisinin 90, tip | hastalarda 3-8, tip Il hastalarda 15-29,
tip III hastalarda ise 30 oldugu gosterilmistir (33).

SMN protein yerlesimi hiicre tipine gore farklilik gostermektedir (Sekil 2.2.4
b-d). Ornegin iskelet ve kalp kasi hiicrelerinde sarkomerik z-disklerde, néron ve
ndron-benzeri hicrelerde ise noritlerde yani akson ve dendritlerde bulunan SMN
proteininin noritlerin dallanma noktalar1 ve u¢ kisimlardaki biiyiime bolgelerinde

yogunlastig1 gosterilmistir (11, 43, 44)



Sekil 2.2.4. SMN proteinin farkli hiicre tiplerindeki lokalizasyonu.

a. Fibroblast hiicresi; ok ucu Gem (SMN kirmiz1) b. Iskelet kas1 hiicresi, c. Néron
benzeri PC12 hucresi, d.motor néron (SMN vyesil) (11, 33, 44, 45)

SMN proteininin N-terminal ucunda nukleik asit baglama ve Tudor
domainleri, C-terminal ucunda ise poli-prolin domaini ve Y/G kutusu bulunmakta
olup oligomerizasyonu saglayan domainler mevcuttur (Sekil 2.2.5) (46). Oligomerik
bir protein olan SMN, yapisindaki bu domainler sayesinde hcrelerin farklh
kompartmanlarinda yer alan proteinlerle etkileserek fonksiyon gdérmektedir. SMN
proteini SNnRNP biyogenezi ve dncil mRNA molekilinin splicing ‘inde fonksiyon
goren Gemin proteinleri basta olmak lizere RNA metabolizmasi, transkripsiyon ve

hicre iskeletiyle ilgili cok sayida protein ile iligskiye girmektedir (46-49).
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Sitoplazmik
lokalizasyon /
stabilite
Nukleik asit baglama  Tudor Poli-prolin  Y/G |
Amino asit 28 52 92 159 210 242 279 294
Ekzon 1 2a 2b 3 - 5 6 T4
< — —
Oligomerizasyon Oligomerizasyon

Sekil 2.2.5. SMN proteini domainleri (46)

SMN Proteininin “RNA Splicing” Fonksiyonu

SMN proteininin  RNA splicing mekanizmasindaki fonksiyonu 1iyi
tanimlanmistir. RNA splicing, 5 basliklama ve 3’ poliadenilasyon ile birlikte, 6ncdil
MRNA (pre-mRNA) molekiiliiniin olgun mRNA’ya donlismesi i¢in gereken
modifikasyonlardan biridir. Splicing tipi modifikasyonda, protein kodlamayan
intronik diziler ¢ikartilmakta ve kodlayan diziler olan ekzonlar biraraya

getirilmektedir (50, 51).

Splicing mekanizmasinda spliceosome kompleksi kilit rol oynamaktadir.
Spliceosome U1, 2, 4, 5 ve 6 olarak adlandirilan 5 farkli small nuclear RNA (ShRNA)
molekdlu ile proteinlerin biraraya gelmesiyle kurulmaktadir. SMN bu kompleksteki
birlestirici unsurdur. Oligomerize SMN proteininin Gemin 2, 3, 5 ve 8 proteinlerine
direkt olarak baglanmasiyla olusan iskelet yapisina Gemin 7, 6, 3, 4 ve unrip
proteinleri baglanmaktadir. Bu sekilde olusan SMN kompleksine Sm proteinlerinin
ve snRNA molekiillerinin de katilmasiyla small nuclear ribonucleoprotein particle
(snRNP)’lar olusmaktadir. Farkli snRNP’ler biraraya gelerek splicing’in 6zgul ve
dogru bir sekilde gergeklesmesi saglanmaktadir (52) (Sekil 2.2.6). SMN yoklugunda
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snRNP’lerin bir araya gelememesi nedeniyle splicing hatalar1 ortaya ¢ikmaktadir (9,
46, 53).

S13% Dallanma noktasi 3’ $s
5 Ekzon 1+ . \ Ekzon 2 ,

SMN kompleksi U1 snRNA

I_." .
Sm proteinleri

U1 snRNP
1 intronlarin kesilmesi
Ekzonlarin
U]
A AG] + 5T T

Sekil 2.2.6. SMN proteininin RNA splicing’deki roll (48, 51)
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SMN Proteininin Motor Noron Spesifik Fonksiyonlari

Insan viicudunda bulunan yaklasik 100 milyon adet kas fibrili, 120.000’den
fazla motor ndron tarafindan inerve edilmektedir. Eriskin bir bireydeki motor
noronlar, inerve ettikleri kas tipine gore a, B ve y olarak siniflandirilmakta olup SMA
hastaliginda o -motor néronlar dejenere olmaktadir. o -motor néronlar, beyin koku
ve omurilikten ¢ikarak ekstrafuzal iskelet kaslarini inerve etmekte ve bu sayede kas
kasilmasini saglamaktadir (54). Motor noronlarin fonksiyon gorebilmesi ve kas
kasilmasinin  saglanabilmesi igin hiicre morfolojilerinin dogru sekillenmesi
gerekmektedir. Néronlar morfolojik olarak polarize hiicreler olup hiicre gévdesinden
perifere dogru uzanan uzantilara sahiplerdir. Uzantilar hiicre gévdesi ¢capinin iki kat1
uzunluguna eristiginde norit olarak tanimlanir. Hiicre farklilagmasi sirasinda
ndritlerin bir tanesi digerlerine oranla daha hizli uzayarak akzonu olusturmaktadir
(55). Hiicre govdesinden ¢ikan kisa ve fazla dallamis uzantilar ise dendrit olarak
adlandirilmaktadir. Akzon ve dendritler molekiler ve fonksiyonel diizeyde farkli
olup, dendritler hiicreye gelen sinyalin alinmasindan, akzon ise bu sinyalin sinir ve

kas hicrelerine iletilmesinden sorumludur.

Norit  yapisinin  kurulmasinda gorevli temel hiicre iskelet elemam
mikrotiibiiller olup nérit uzamas: mikrotiibiil polimerizasyonu ile saglanmaktadir.
Mikrotiibiiliin yap1 taglari olan a ve B tiibiilin proteinleri birleserek protofilamenti
olusturmakta, yaklasik 13 adet protofilament ise uzun ve silindirik yapidaki
mikrotubulli meydana getirmektedir (56). Tubdlin proteinleri hicre gdvdesinde
sentezlendikten sonra norit ucuna dogru tasinmakta, mikrotiibiillerin (+) ucuna
eklenmekte, boylece mikrotiibiill uzamasi ger¢eklesmektedir. Mikrotiibiilin (-)
ucunun depolimerize olmasi ise noritin kisalmasina neden olmaktadir (55). Dinamik
olan bu yapinin regllasyonunda mikrotubdl asosiye proteinler (MAP), depolimerize
edici proteinler ve stabilize edici faktorler gibi cesitli proteinler de 6nemli rol

oynamaktadir (57).

Noritlerin u¢ kisimlarinda biliylime bolgeleri yer almaktadir. Biiyiime

bolgeleri sayesinde noritler hedefleri olan sinir ve kas hiicrelerine dogru yonelerek
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uzamakta (guidance), hedefe ulastiklari zaman ise dallanmaktadir. Aktin, blyume
bolgelerinin olusumundan, guidance ve dallanmadan sorumlu ana proteindir.
Noronlarda siklikla aktinin B ve y izoformlar1 bulunmaktadir. Serbest bulunan G-
aktin monomerleri birleserek filament6z aktini (F-aktin) olusturmakta ve norit
uzamasi i¢in F-aktin miktarmin artmasi gerekmektedir (56). F-aktin uzayan ug
kisimlarda paralel siralanmis demetler (bundle) halinde ve orta kisimlarda ise ag
seklinde bulunmaktadir. Aktin iskeletinin dinamigi, aktine baglanan aksesuvar
proteinler tarafindan saglanmaktadir. Biiylime bolgesinde ag seklinde bulunan F-
aktin ile mikrotiibiil iskeletinin birbirinden kopuk olmadigi ve MAP proteinleri ile

baglandiklar1 gosterilmistir (58).

SMN proteini tim hicrelerde sentezlenmekte ve fonksiyon goérmekte
olmasina karsin eksikliginden en fazla motor néron hticreleri etkilenmektedir. SMN
proteininin en iyi tanimlanmig olan RNA splicing fonksiyonu ise hastalikta goriilen
hiicre seciciligini agiklamakta yetersiz kalmaktadir. Son yillarda yapilan in-vitro ve
in-vivo ¢alismalarin 15181 altinda, spesifik motor ndron dejenerasyonunun

aciklanabilmesi i¢in iki goriis One surtilmektedir (9).

Bu goriislerden ilki SMN protein eksikliginde, motor ndronlara 6zgul olan
genlerin splicing’inin bozulmasidir (59). SMN eksikliginde ¢ekirdekteki snRNP’lerin
bir araya gelmesinin zorlastigi bilinmekle birlikte splicing hatalarinin hastaligin ileri
evrelerinde ortaya ¢ikmasi, hastaligin patolojisinde splicing hatalarinin ikincil siray
aldigin1 diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, noéritlerde yerlesim gosteren SMN
proteini snRNP olusumunda goérevli Sm proteinleri ile birlikte bulunmamaktadir.
SMN’in néritlerde splicing disinda fonksiyon goren baska proteinlerle baglandiginin

gosterilmesi, noritteki roliiniin farkl oldugunu diisiindiirmektedir (60-63).

Motor néron segiciligi ile ilgili diger bir goriis ise SMN proteininin motor
noronlarda splicing disinda baska fonksiyonlar1 oldugu ve protein seviyesindeki
azalma ile bu fonksiyonlarin gerceklestirilemedigidir (9, 61). insanda embriyonik
gelisim siireci incelendiginde, SMN ifadesinin merkezi sinir sisteminde en yiksek

diizeyde oldugu ve dogumla birlikte azaldigr gosterilmistir. Bu nedenle SMN’in
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merkezi sinir sistemi gelisimi i¢in gerekli oldugu ve eksikliginde noronal geligim
hatalarinin  ortaya ¢iktig1 disiiniilmektedir (64). Ayrica, SMN eksikliginde
noromiiskiiler baglanti bolgelerinin gelisiminde de hatalar saptanmistir. Pre-sinaptik
akzonal biiyiime bolgelerindeki kalsiyum kanallarinin yerlesimi ve akzonal kalsiyum
gecisi bozulmakta, norofilament birikimi artmakta, sinaptik vezikiil yogunlugu ve
norotransmitter salinimi azalmakta ve hiicre uyarimi bozulmaktadir (37, 65-70).
SMN’in néromiiskiiler baglanti bolgelerinde fonksiyon goren proteinlerin akzon
boyunca taginmasina aracilik ettigi, SMN protein seviyesindeki azalmanin bu

nedenle néromiiskiiler baglanti hatalarina neden oldugu diistiniilmektedir (11, 45).

SMA’l1 hasta bireylere ait postmortem néropatolojik 6rneklerde omurilikte
yanlis yerlesim gosteren, akson ve dendrit hatas1 bulunan ve sinaps olusturamayan
noronlara rastlanmigtir (71). Histolojik bulgulari destekler sekilde, tip I SMA’l
bireylerin fibroblast hucrelerinin yeniden programlanmasi yoluyla elde edilen
indiiklenmis pluripotent kok hiicreler, motor néron hiicrelerine farklilastirildiginda
norit uzama hatalar1 saptanmistir (72). Benzer bulgular, néron benzeri PC12 hiicre
hattinda da gozlenmis, Smn ifadesi baskilandiginda hiicre farklilasmasinin azaldigi
ve norit uzunluklarinin kontrole gore kisa oldugu rapor edilmistir (Sekil 2.2.7). Bu
hicrelerde vektor ile disaridan Smn eksprese ettirildiginde norit uzamasinin tekrar
diizeldigi belirtilerek norit uzama hatasinin spesifik olarak Smn eksikliginden
kaynaklandigi gosterilebilmistir  (10). SMA’li hayvan modelleriyle yapilan
calismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir. Smn ifadesi baskilanmis zebrafish
modelinde motor akzonlarin uzamasinda, uzantilarin yerlesimlerinde ve
dallanmasinda hatalar saptanmigtir (12). SMA’l1 fare modellerinden kurulan primer
motor ndron kilturlerinde ise akzon boyunun kontrole gore kisa oldugu saptanmis ve
akzonun u¢ kistmindaki biiylime boélgesinin boyutlarinin kontrole gore daha kiiciik

oldugu gosterilmistir (11, 67) (Sekil 2.2.7).
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Kontrol

Smn ifadesi
baskilanmis

Sekil 2.2.7. (a) SMN ifadesi baskilanmig PC12 , (b) fare primer motor ndron
hlcreleri ve (c) zebrafish modelinde goriilen ndrit uzama hatalar1 (ok kisa noritleri
isaret etmektedir) (10-12)

SMN eksikliginde hiicre iskelet proteinlerinin yapilarmin ya da
yerlesimlerinin bozuldugu ve bu nedenle norit boyunun kisaldigi hipotezi {izerinde
durulmaktadir. SMN eksikliginde hiicre iskeletiyle iliskili GAP-43 proteini ve F-
aktin hatali yerlesim gostermekte, norofilamentler noritlerde birikmekte, normalde
norit uzamasini inhibe eden Rho A-GTP protein ifadesi artmakta, norit uzamasini
indikleyen Cdc42-GTP’nin miktari ise azalmaktadir (10). Ayrica SMN eksikliginde,
aktine baglanan profilin Ila ve aktin filamentini destekleyen plastin 3 proteinlerinin
ifadeleri artmaktadir (10, 73). Aktin dinamigindeki degisikliklerin SMA
patogenezinin temeli olduguna dair gorlisler hakim olmakla birlikte SMN
eksikliginde mikrotiibiil yapisinda da hatalar saptanmistir. SMA’l1 fare modelinde
mikrotubull destabilize eden statmin proteininin miktar1 yiiksek bulunmus, SMN
eksikliginde polimerize tubulin ve Plll-tubulin miktarlar1 ile mikrotbdl
yogunlugunun azalmis oldugu gosterilmistir (74). Ayrica karin kasini inerve eden
noronlarin presinaptik terminalinde normalde ince ve kalin demetler halinde organize
olan mikrotiibiillerin SMA’l1 farede daginik yerlesim gosterdigi bildirilmistir (69).
SMN proteininin motor ndron hiicrelerindeki fonksiyonlar1 ile ilgili cok fazla
aragtirma bulunmasma ragmen fonksiyonlari heniz tam olarak aydinlatilabilmis
degildir.
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2.3. SMA’da Tedavi Yaklasimlar

SMA hastaliginin molekiiler patogenezi heniiz net olarak anlasilamamis
olmasina ragmen elde edilen bulgular tedaviye yonelik bazi yaklasimlarin ortaya
¢ikmasini saglamistir. TUm yaklasimlardaki ortak ama¢ semptomlarin ortadan
kaldirilmasi veya hafifletilerek hastaligin ilerleyisinin yavaslatilmasi olup tedaviye

yonelik ¢alismalar 3 ana baslik altinda toplanmaktadir (6, 75-81);

1. SMNZ2 geninden kodlanan tam uzunluktaki SMN mRNA ve protein miktarinin

arttirilmasi

e SMN2 geni promotor aktivasyonu

e SMNZ2 splicing’inin diizeltilerek ekzon 7 atlanmasinin engellenmesi

e Tam uzunlukta SMN protein stabilizasyonunun arttirilmasi

e SMNZ2 dur kodonunun atlatilarak A7-SMN proteinin boyunun uzatilmasi ve

stabilitesinin arttirilmasi

2. Kok hicre tedavisi ve gen tedavisi ile SMN protein eksikliginin giderilmesi

3. Norotropik ve noroprotektif faktorler araciligiyla motor ndron dejenerasyonun

onlenmesi

Bu yaklagimlardan ilki olan ve SMN2 geninden yararlanilarak tam uzunlukta
SMN proteini elde etmek iizere yapilan arastirmalarda histon deasetilaz inhibitor

grubu iimit verici olarak diisiiniilmektedir (82, 83).
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2.3.A. Histon Deasetilaz inhibitorleri

DNA, histon ve histon olmayan proteinlerle sikica paketlenerek kromatin
yapisini olusturmaktadir. Kromatin yapisinda H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olmak iizere
5 tip histon proteini bulunmaktadir. 146 baz ¢iftlik DNA 1,65 doniis yaparak histon
oktameri (2H2A, 2H2B, 2H3 ve 2H4) {izerine sarilmakta, H1 ve baglac DNA’nin bu
yapiya katilmasiyla paketlenmenin temel birimi olan niikleozom yapisi olugsmaktadir
(84). Histon proteinlerinin amino kuyruk bdélgeleri niikkleozomun disarisinda kalarak
post-translasyonel modifikasyonlar gecirmektedir (85, 86). Bu modifikasyonlardan
biri asetilasyondur. Histon proteinlerine asetil gruplarinin histon asetil transferaz
(HAT) enzimleri tarafindan takilmasiyla kromatin yapisi gevseyerek transkripsiyon
gerceklesmektedir. Asetilasyon geri doniisiimlii olup asetil gruplarinin ¢ikartilmasi
histon deasetilaz (HDAC) enzimleri tarafindan katalizlenmektedir (85). Lizin amino
asitlerinden asetil gruplarinin ¢ikartilmasiyla kromatin tekrar sikilagsmakta ve
transkripsiyon baskilanmaktadir. Glnimiuze kadar 18 adet HDAC isofomu
tanimlanmis olup siif [ (HDAC 1, 2, 3, 8), ssmif I[I (HDAC 4, 5, 6, 7, 9, 10), simif 111
(SIRT 1-7) ve simif IV (HDAC 11) olmak {izere 4 grupta incelenmektedir (87).

HDAC enzimlerinin aktivitelerini baskilayan, farkli yapisal 6zelliklere ve
etkinliklere sahip histon deasetilaz inhibitorleri gelistirilmistir (88, 89). Inhibitorler
fonksiyonel grup, hidrokarbon zinciri ve baslik kismi1 olmak tlizere 3 temel bilesen
icermektedir (Sekil 2.2.8). Sinif I ve Il HDAC’lar {izerine etki gosteren inhibitorler
fonksiyonel gruplarina gore hidroksamatlar, siklik tetrapeptidler, benzamidler,

elektrofilik ketonlar ve karboksilik asitler olarak siniflandiriimaktadir (89).

HDAC inhibitorleri kullanilarak histonlarin asetilli halde kalmalari, boylece
gen ifadesinin aktivasyonu amaglanmaktadir (Sekil 2.2.8). Inhibitér uygulanan
hlcrelerde genlerin % 7-10’unun ifade dlzeyleri degismekle birlikte, transkripsiyon
faktorleri ve hiicre iskelet elemanlari gibi histon olmayan proteinler de asetile
edilmektedir (88, 90). Bu nedenle HDAC inhibitorleri kanserin yanisira SMA,

Amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve Huntington gibi norodejeneratif hastaliklarin
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tedavisine  yonelik olarak da arastirilmaktadir. Bazi inhibitorler ile klinik faz

calismalarina baglanmistir (90).

Bashk Hidrokarbon Fonksiyonel

zinciri grup
( \Y4 \Y4 Y HDAC inhibitor
o o
/O
X W 5% I
Zf %
ks
AC AC
HAT HDAC
N )
Aktif kromatin inaktif kromatin

Sekil 2.2.8. HDAC inhibitorlerinin yapisal 6zellikleri ve etki mekanizmasi
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2.3.B. SMA Tedavisinde HDAC inhibitorlerinin Rolii

SMN2 gen kopya sayist fazla olan SMA hastalarinda hastaliin hafif
seyretmesi tedavi arastirmalarina temel teskil etmektedir. HDAC inhibitérlerinin
etkilerinin SMN2 gen promotoru ve/veya splicing iizerine oldugu gosterilmistir.
SMA tedavisi amactyla karboksilik asitler (sodium bdtirat, fenil bltirat, sodium fenil
bitirat, valproat), hidroksamatlar (TSA, SAHA, Panobinostat) ve benzamid (M344)
grubu HDAC inhibitorlerinin etkileri arastirilmis ancak heniiz tedavi amaciyla
kullanilmaya baglanmamistir (91-100). Yar1 6miirlerinin az olmas1 ve/veya sitotoksik
etkileri klinik uygulamalar1 smirlamaktadir. Etkisi en fazla arastirilan HDAC
inhibitort valproat olup Kklinik arastirmalar faz II evresine ulasmustir. Valproat ile
gerceklestirilen klinik faz caligmalarinda hastalarin yaklasik %35°1 uygulamalara
olumlu cevap vermistir. Yar1 dmriiniin diger inhibitorlere gére uzun olmasi (8-10
saat) ve yan etkilerinin azlig1 klinik uygulamalar agisindan avantaj saglamaktadir.
(101, 102).

SMA tedavisinde kullanilabilecek etkin bir ilacin heniiz gelistirilememis
olmasi nedeniyle HDAC inhibitorii 6zelligine sahip yeni bilesikler tasarlanmakta ve
SMN2 geni iizerindeki etkileri arastirilmaktadir. Anabilim Dali’mizda 2006-2009
yillar1 arasinda yiiriitiilmiis olan TUBITAK KAMAG projesi kapsaminda, SMA
tedavisinde kullanilabilecek, karboksilik asit grubu HDAC inhibitorlerinden
literatlirde bildirilenlerden daha etkili olanlarin gelistirilmesi amaclanmis, yapi-
aktivite iligkileri goz oOniine alinarak modifiye edilen bilesikler tiirevlendirilmis ve
SMA’l1 hasta fibroblast hiicrelerine uygulanarak in-vitro ortamda tedavi edici etkileri
arastirilmistir. Arastirilan bilesikler arasinda polifenol yapisinda olan resveratrol ve
kurkumin aktif bulunmus, néroprotektif 6zellikleri de dikkate alinarak fonksiyonel

aragtirmalara deger gortilmustiir (7, 8, 103).

Polifenoller, yapisal olarak birden fazla fenol halkasi igeren, bitkisel kdkenli
dogal bilesikler olup insan diyetinde 6nemli yer tutmaktadir. Glnlimuze kadar 8000

farkli polifenolik bilesik tanimlanmistir. Bu bilesikler kimyasal yapilarina gore
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flavonoidler ve flavonoid-olmayanlar seklinde gruplandirilmaktadir (104, 105).
Polifenolik bilesiklerin farkli hicresel hedefleri olup, anti-oksidatif, anti-
inflamatuvar, anti-karsinojenik, kardiyoprotektif ve noroprotektif Ozellikleri
tanimlanmustir. Biyolojik etkilerinin yaygin olmasi nedeniyle polifenolik bilesiklerin
kanser, kardiyovaskiiler ve norodejeratif hastaliklardaki tedavi potansiyelleri
arastirilmaktadir. Besinlerle alinabilmeleri, farmakolojik olarak giivenilir olmalar1 ve
kan beyin bariyerini gecebilmeleri tedaviye yonelik ¢alismalar1 kolaylastirmaktadir
(106, 107).

Resveratrol (trans-3,4’,5-trihidroksistilben) Gzum, kirmiz1 sarap, yer fistigi,
ve dut igeriginde bulunan flavonoid-olmayan bir polifenoldir (Sekil 2.2.9) (104,
108). Onceki ¢alismalarimizda resveratroliin pan-HDAC inhibitorii (ICse: 650 UM)
oldugu ve SMA tip | hasta fibroblast hucrelerine uygulandiginda SMN2 mRNA ve
protein ifadesini 1.3 kat arttirdig1 gosterilmistir (7).

OH
HO ‘ e O
OH

Sekil 2.2.9. Resvertroliin kimyasal yapisi

Kurkumin diger bir flavonoid-olmayan polifenolik bilesiktir (Sekil 2.2.10)
(104). Curcuma longa bitkisinden ekstrakte edilen kurkumin sari renkte olup
zerdecal, kori ve hardal iceriginde yiiksek oranda bulunmakta, ayrica besin, ilag ve
kozmetik iiriinlerinde renklendirici olarak kullanilmaktadir. Onceki ¢alismalarimizda
kurkuminin pan-HDAC (ICsp: 115 pM) ve HDAC 8 (ICsp: 642 M) inhibisyon
aktivitesi gosterdigi ve SMA tip | hasta fibroblast hiicrelerinde SMN ifadesini 1.6 kat
arttirdig1 gosterilmistir (8, 103)
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Sekil 2.2.10. Kurkuminin kimyasal yapis1

SMA hastaliginda motor ndronlarda SMN protein eksikligine bagli olarak
ortaya ¢ikan norit kisaliginin diizeltilmesinin in-vitro SMA tedavisinde 6nemli bir
adim olacag diistinilmustiir. Bu nedenle, tez calismasinda SMA tip | hasta fibroblast
hicrelerinde gen ifadesi dizeyinde etkili oldugu gosterilmis olan resveratrol ve
kurkuminin, noéron benzeri PC12 hiicrelerinde nérit boyu uzunlugunu indukleyici

etkileri incelenerek bilesiklerin tedavi potansiyelleri arastirilmistr.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismalarda Kullanilan Hiicre Hatlar1

Calismalarda PC12 ve Smn ifadesi baskilanmis PCI12 hiicre hatlar
kullanilmis olup hiicreler “Canada Ottawa Research Health Institute, Neuromuscular
Diseases” laboratuvart (Prof. Dr. Rashmi Kothary) tarafindan laboratuvarimiza

bagislanmistir.

PC12, sigan bobrek istii bezinin medullasinda olusan ndroendrokrin timor
hlcrelerinden kurulmus bir hiicre hattidir. Kiiltiir ortamina sinir blylme faktérinin
(NGF) eklenmesiyle hiicre boliinmesi durmakta, norit uzantilari olusmakta ve 7 giin
sonunda hucreler sempatik néronlara farklilasmaktadir.

Smn ifadesi baskilanmis PCI12 hiicre hatti, Smn-sh-RNA vektdrinin

transfeksiyonu ile olusturulmus olup Smn proteinin sentezi kalici olarak % 85

oraninda baskilanmigtir.

3.2. Cahsmalarda Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Soltsyonlar

3.2.A. PC12 Hiicre Hatti Kiiltiir Kosullar

Hiicre Kiiltiir Kaplariin Kaplanmas:

Sican kollajen tip I (Trevigen, Cultrex) :1mg/ml distile su (dH,0)

Hiicre Kiiltiiri Cogaltma Ortamu:

DMEM (4,5 g/l D-glukoz) (Biochrom AG) 1164 ml
At serumu (HS) (%10) (Gibco) 20 ml

Fotal dana serumu (FBS) (%5) (Biochrom) 10 ml
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Esansiyel olmayan amino asit (%1) (Gibco) :2ml
L-glutamin (200 mM, %1) (Biochrom) :2ml
Antibiyotik/antimikotik (%1) (Gibco) :2ml

(Penisilin/Streptomisin/Amfotericin/Penisilin G sodyum tuzu/Streptomisin
stlfat/ Amfoterisin B; 10.000U/10.00019/25 pQ)

Hucre Koltird Farklilastirma Ortamu:

DMEM (4,5 g/l D-glukoz) 1192 ml
FBS (%1) :2ml
Esansiyel olmayan amino asit (%1) :2ml
L-glutamin (%1) :2ml
Antibiyotik/antimikotik (%1) (Gibco) :2ml
Sinir buylme faktori 2.5S (NGF) (Millipore) : 100 ng/ml

Hicre Dondurma Ortami:

%90 FBS :3.6ml

%10 Dimetil stlfoksit (DMSO) (AppliChem) :0.4 mi
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3.2.B. Smn ifadesi baskilanmis PC12 Hiicre Hatti Kiiltiir Kosullar:

Smn ifadesi baskilanmis hiicreler, PC12 hiicreleri ile benzer sekilde kiiltiire
edilmektedir. Smn ifadesi baskilanmis hiicrelerinin segilimi amaciyla hiicre kultlri
cogaltma ve farklilastirma ortamma Geneticin (G418) (Invitrogen, 1mg/ml)

antibiyotigi eklenmektedir.

3.2.C. Bilesik Ana Stok Konsantrasyonlari

Kurkumin : 1.15 mg/ml DMSO (3125 pM)
C21H2006 (Slgma)
Trans-Resveratrol : 1.4 mg/ml DMSO (6250 pM)

C14H1203 (Sigma)

Valproat (VPA) : 83 mg/ml 1 X Phosphate
CgH1sNaO, (Sigma) buffered saline (PBS, Medicago)
(50.000 pM)

3.2.D. immunfloresan Boyama

Hicre Canlihigi Analizi

Paraformaldehit (% 4, Sigma) 140 mg/ml 1 X PBS

4',6-diamidino-2-phenylindole, dilactate : 5 mg/ml dH,0

(DAPI, dilactate) (Invitrogen, molecular probes)



Gem Sayis1 Analizi

Poli-L-Lizin (Sigma) solusyonu

Laminin (R&D Systems,Cultrex)

Metanol % 100, soguk (Merck)

1 X PBS

Anti-SMN primer antikor (BD Biosciences)

Alexa-flour 488 Sekonder antikor (Invitrogen)

DAPI

ProLong® Gold Antifade soliisyonu

(Invitrogen, Molecular probes)

Bloklama tamponu:

Tween 20 (% 0.1) iceren 1 X PBS
Sigan serum albumin (BSA) (0.1 gr/ml, Sigma)

Keci serumu (Sigma)
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1 9% 0.01 wiv

: 20 pg/ml

2ml

2ml

:1:100

:1:500

: 5 mg/ ml dH,0

50 pl

: 800 pul
100 ul

100 ul



3.2.E. Protein izolasyonu

Koruyucu tampon:
Tris baz 0.5 M pH 6.8 (Sigma)
EDTA 0.5 M (Sigma)
SDS (% 20, Carlo Erba)
Proteaz inhibitéri (Roche)

dH0

3.2.F. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

% 3 Poliakrilamid Jel:

Akrilamid bisakrilamid (% 30, Sigma)
Tris baz 1M pH 6.8

dH,0

SDS (% 20) pH 7.2

APS (% 25, Sigma)

TEMED (Sigma)

% 12 Poliakrilamid Jel:

Akrilamid bisakrilamid (% 30)
Tris baz 1M pH 8.8

dH,0
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£ 625 ul

250 ul
:2.5ml

: Y5 tablet

2ml

1250 ul
312 ul
:1.9mil
2125 ul

;8 ul

:3.13 ml
2.5 ml

:1.91 ml



SDS (% 20) pH 7.2
APS (% 25)

TEMED

3.2.G. Western Blot

Yukleme tamponu:
NUPAGE® Rediksiyon Ajani (10X)
LDS yikleme soliisyonu (4X)

(Invitrogen)

Yiritme tamponu (pH 8.6):
Tris baz
Glisin (Sigma)

dH,0 ile 1000 ml ‘ye tamamlanir

Transfer tamponu (pH 8.3):
Tris baz
Glisin
SDS (%10)
Metanol (%100)

dH,0 ile 1000 ml ‘ye tamamlanir

:37.5 ul
20 pl

:5ul

:5ul

139

:14.49

:5.82¢
:2.93¢
:3.75 ml

200 ml
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Yikama tamponu (Tris-buffered saline, TBS) (pH 7.4):

Tris baz 20 mM
NaCl (Carlo Erba) 137 mM

dH0 ile 1000 ml ‘ye tamamlanir

TBS-T:
TBS

Tween 20 (% 0.1, Sigma)

Bloklama tamponu:
BSA
Sit tozu

TBS-T

Primer antikorlar: Anti-SMN

Anti-Aktin (Sigma)

Sekonder antikorlar: Anti-SMN

(Anti-mouse IgG peroksidaz konjuge)

Anti- Aktin
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12429

180

: 1000 ml

1ml

:0.05¢
:0.5¢

10 ml

:1: 5000

:1: 2000

:1: 2000

:1: 2000

(Anti-rabbit IgG peroksidaz konjuge, Amersham)

Goruntileme soliisyonu: ECL plus (Amersham)



3.3. Cahsmalarda Kullanilan Analiz Programlari
Norit boyu analiz programi : Leica Qwin Image Analysis Software

Western blot kantitasyon programi : Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/)

3.4. Bilgisayar Destekli 3 Boyutlu Molekiiler Modelleme Calismalari

Protein Data Bankasi1 Erisim Adresi : www. rcsb.org
SMN Tudor Domain Numarasi: : 1IMHN

Modelleme Programi : AutoDock 4.2.

29
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3.5. Yontemler
3.5.A. PC12 ve Smn Ifadesi Baskilanms PC12 Hiicre Kiiltiirii Calismalar
Hicre Kiltur Kaplarimin Kaplanmasi

PC12 ve Smn ifadesi baskilanmis PC12 hicreleri polistren hicre kultir

kaplarina zayif olarak tutunmaktadir. Hiicrelerin yapisarak ¢ogaltilabilmesi ve

farklilastirilabilmesi i¢in kiiltiir kaplar1 sican kollajen tip I ile kaplanmustir.

1. Sigan kollajen tip I solisyonu hiicre kiiltur kabini icerisinde steril siseye aktarildi.

2. 80 ml steril dH,0 eklenerek stok soliisyon hazirlandi.

3. 100 x 20 mm kiiltiir kaplar1 (Greiner Bio-one) igerisine 10 ml, 6 kuyucuklu kalttr

kaplari igerisine ise 2 ml stok sollisyon koyuldu.

4. Kultar kaplar1 % 5 oraninda CO, igeren, 37 °C’deki etiive (Heraeus) kaldirilarak 1

glin sireyle etiivde birakildi.

5. Ertesi giin kiltiir kaplari igerisindeki kollajen, stok soliisyon sisesine alindi.

6. Kiiltiir kaplar1 kapaklar1 yarim agik halde, steril kabin icerisinde 3 saat birakilarak

kollajenin kurumasi saglandi.

7. Kiiltiir kaplarmin agzi parafilm ile sikica kapatildi ve +4°C’de kaldirilarak

saklandi.
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Hucre Cogaltilmasi

1. Kollajen ile kaplanmis 100 X 20 mm kiiltiir kabina 9 ml ¢ogaltma ortami koyuldu.

2. Hiicreler 37°C su banyosunda hizlica ¢ozuldlikten sonra steril pastor pipeti

yardimiyla ¢ogaltma ortamina eklendi.

3. Kiiltiir kab1 hafifce saga-sola calkalanarak hiicrelerin homojen bir sekilde kaba

yayilmasi saglandi ve kiime olusturmalar1 engellendi.

4. Kultir kab1 % 5 oraninda CO, igeren, 37 °C’deki etiivde istenilen hiicre sayisina

ulasana kadar inkiibe edildi.

Hicre Dondurulmasi

1. % 80 yogunluga ulasan kiiltiir kabindaki hiicreler pipetajla kaldirilarak 1200
rpm’de 5 dakika santrifuje (Hettich) edildi.

2. % 20 FBS (3,6 ml) ve % 90 DMSO (0,4 ml) iceren dondurma ortami, 15 ml’lik

tiip icerisinde hazirlandi.

3. Santrifuj sonrasi siipernatan atilarak hiicrelere dondurma ortami eklendi ve

restispande edildi.

4. Hicreler, 4 adet dondurma tiupine 1 ml olacak sekilde dagitildiktan sonra
izopropanol igeren hiicre dondurma kabina konularak -80°C derin dondurucuya
kaldirild1 ve saklandi.
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Hucre Sayimm ve Pasajlanmasi

1. Kiltiir kaplarindaki ¢ogaltma ortamu steril cam pastor pipeti yardimiyla gekilerek
atild.

2. 2 ml steril 1 X PBS eklenerek 6lii hiicrelerin uzaklasmasi saglandi.
3. 1 X PBS cam pastor pipeti ile ¢ekilerek atildi.
4. 4 ml ¢cogaltma ortam1 eklenerek pipetaj ile hiicreler kaldirildi.
5. 950 pl gogaltma ortami 1.5 ml’lik tiipe alinarak icerisine 50 ul hiicre koyuldu
(sulandirma faktorii:20). Buradan 10 pl alinarak hemositometreye aktarildi ve 10
adet alan sayilarak 1 ml’deki hiicre sayist belirlendi. Kiiltiir kabindaki hiicrelerin
sayisi ise sulandirma faktorii (20) x hiicre sayist / 1 ml x 10* formiilii kullamlarak
hesaplandi.
6. Hicreler asagida belirtilen sekilde pasajlanarak kiiltiir kaplarina aktarildi
a. Norit boyu ve Gem sayisi analizleri igin;
- PC12 hiicreleri 100 x 20 mm kiiltiir kaplarina 15 x 10" veya 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplarina 21 x 10° olacak sekilde dagitildi, ¢ogaltma ortami eklenerek
yapigmalari i¢in bir gece 37°C % 5 CO;’li etiivde inkiibe edildi.
- Smn ifadesi baskilanmis hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 25 x 10°

olacak sekilde dagitildi, cogaltma ortami eklenerek yapigmalari i¢in bir gece

37°C % 5 CO’li etlivde inkiibe edildi.
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b. Protein izolasyonu igin;

- PC12 hiicreleri 100 x 20 mm kiiltiir kaplarina 1 x 10° hiicre olacak sekilde
dagitildi, ¢ogaltma ortami eklenerek yapismalari igin bir gece 37°C % 5
CO2’li etlivde inkiibe edildi.

Hucre Farkhilastirilmasi

1. Hiicreler kiiltiir kabina yapistiktan sonra g¢ogaltma ortami ¢ekilerek farklilasma
karisimi eklendi. Farklilasma karisimi taze olacak sekilde, farklilasma ortami ile 100

ng/ml NGF karistirilarak hazirlandu.

2. Kiiltiir kaplar1 hafif¢e saga sola galkalanarak, inkiibasyon siresinin sonuna kadar
(3,5, 7gun) 37°C % 5 CO.’li etiive kaldirildi.

3. Farklilagma karigimi agagida belirtilen siirelerde degistirildi;

e NOrit boyu ve Gem sayisi analizi deneylerinde farklilasmanin baslatildig:
gund takiben ¢ gunde bir kiltir kaplarindaki ortam, taze NGF igeren

farklilagsma ortamu ile degistirildi.

e Protein izolasyonu amaciyla yapilan deneylerde, farklilasmanin baglatildig:
ginl takiben iki gunde bir kiltir kaplarindaki ortam, taze NGF iceren

farklilasma ortamu ile degistirildi.
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Hucrelere Resveratrol, Kurkumin ve Kontrol Amach Valproat Uygulanmasi

1. Hicreler pipetaj yapilarak kiiltiir kabindan kaldirildi.

2. Hiicre sayilar1 hemositometre yardimiyla hesaplandiktan sonra kiiltiir kaplaria
dagitildi. Cogaltma ortam ilave edilerek yapismalari i¢in bir gece 37°C % 5 CO;’li

etivde inkibe edildi.

3. Resveratrol ve kurkumin hassas terazi ile tartildiktan sonra DMSO igerisinde
coziilerek ana stok soliisyonlar1 hazirlandi. Kontrol olarak kullanilan valproatin ana
stogu 1 X PBS igerisinde hazirlandi. Ana stoklar hiicre kiiltiir ortamu ile seyreltilerek

istenilen konsantrasyonlarda ara stok soliisyonlar olusturuldu.

4. Hiicre kiiltiiriindeki ¢ogaltma ortami atildi ve 1 X PBS ile ortam yikanarak 61U

hiicreler uzaklastirildi.

5. NGF (100 ng/ml) igeren farklilasma karisimi taze olarak hazirlanarak, 100 x 20
mm kiiltiir kaplarina 10 ml, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ise 2 ml olacak sekilde

dagitild.

6. 5 UM Resveratrol, 500 nM kurkumin ve 2 mM valproat, triplike olacak sekilde
hiicrelere uygulandiktan sonra kiiltiir kaplar1 hafifce saga sola c¢alkalanarak,
inklibasyon stresinin sonuna kadar (3, 5, 7 gin) 37°C % 5 CO;’li etiive kaldirildi.

Her inkiibasyon siiresi farkli kiiltiir kab1 kullanilarak gerceklestirildi.
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3.5.B. Norit Boyu Analizi

Inkiibasyon siiresi tamamlanan kiiltiir kaplarindaki hiicreler 151k mikroskobu

(Trinokiiler Floresan Atagmanli Inverted Mikroskop, Leica DMIL) ile incelendi.

Kiiltiir kabinda en uzun noriti igeren hiicrelerin bulundugu alanlar saptanarak 10X

objektif ile goruntilendi ve fotograflari ¢ekildi. Fotograf ¢ekilmleri asagida belirtilen

kriterler dogrultusunda gerceklestirildi;

Fotograf ¢ekilen alanlarin kiiltiir kabinin tiimiiniin farklilasma durumunu
yansitmasina dikkat edildi. Bu nedenle kiiltiir kaplarmin her birinden en

az 20 farkl alanin fotografi ¢ekildi.

Fotograf c¢ekilen alanlardaki hiicre yogunlugunun, nérit Ol¢iimiini
yapabilecek yogunlukta olmasina dikkat edildi. Hiicre yogunlugunun ¢ok
fazla olmasi1 durumunda ndritlerin iist Giste gelmesinden ve noéritin hangi
hiicreye ait oldugunun anlasilamamasindan dolayr dogru bir ol¢iim
gerceklestirilememektedir. Bu nedenle dogru oOl¢iim yapilabilecek

yogunlukta hiicre bulunan alanlarin fotografinin ¢ekilmesine dikkat
edildi.

Fotograf cekilen alanlar incelenerek her kiltiir kabi igin belirtilen kriterlere

uygun 3 alan secgilerek analiz edildi (Sekil 3.1). Norit boyu analizleri asagida

belirtilen sekilde gergeklestirildi;

Alanlardaki farklilasmis hiicre sayilar1 belirlendi. Uzanti1 olusturan

hiicreler farklilasmis olarak kabul edildi.

Hiicre ¢apinin 2 kat1 ya da daha uzun olan uzantilar norit olarak kabul

edildi ve her hiicrenin en uzun néritinin boyu 6lgtldu.

Olgiimler linear olarak, um cinsinden yapildi.
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e Egimli, kivrimli noéritler hiicre govdesinden noérit ucuna diiz ¢izgi
cekilerek Olgiildii. Dallanmis noritlerin dallanma noktasindan onceki

veya sonraki en uzun kismi 6l¢iildii.

e Kiime halinde bulunan ve hangi hiicreye ait oldugu net olarak

anlasilamayan hiicreler analiz disinda birakildi.

OOO
|

>20alan >20alan >20alan

oo

3alananalizi 3 alan analizi 3 alan analizi

\_ /
e

9 alan analizi/calisma

Sekil 3.1. Norit boyu analizleri igin izlenen protokoliin sematik gosterimi. 3, 5 ve 7
giinliik farklilastirma deneylerinde ayr kiiltiir kaplar1 kullanilmus, kiiltiir kaplarindaki
her kuyucuk icin en az 20 alan incelenmis ve uygun kriterleri saglayan 3 alandaki
hlcrelerin norit boylar1 analiz edilmistir. Analizlere ortalama 900 hiicre dahil
edilmistir. K: Bilesik uygulanmayan kontrol hiicreler, B: Bilesik uygulanan hiicreleri

temsil etmektedir.
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3.5.C. Bilesik Uygulamalarimn Hiicre Canhhig Uzerindeki Etkisinin

Arastirllmasi

Resveratrol ve kurkumin uygulamasi sonrasinda hiicrelerin canliliklart DAPI

cekirdek boyamasi yontemiyle incelendi.

1. Fotografi ¢ekilen hiicrelerdeki kiiltiir ortami pipet ile ¢ekilerek atildi.

2.2 ml 1 X PBS ile ortam 2 kez yikanarak 6lii hiicreler uzaklastirildi.

3.2 ml % 4 PFA eklenerek 30 dakika oda sicakliginda hiicrelerin kiiltiir kabina

yapigmasi saglandi.

4. PFA pipetle cekilip atildi ve ortam 2 ml 1 X PBS ile 2 kez yikanarak PFA
uzaklastirildi.

5. DAPI 1:1000 oraninda 1 X PBS ile seyreltilerek hiicrelere uygulandi. 1 dakika oda

sicakliginda bekletilerek hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi saglandi.

6. DAPI pipetle gekilip atildiktan sonra ortam 2 ml dH,0 ile 2 kez yikanarak boyama

kalintilar1 uzaklastirildi.

7. Floresan atagmanli inverted mikroskopta DAPI filtresiyle hiicre cekirdekleri 10X
objektif kullanilarak incelendi ve fotograf ¢ekildi. Cekirdek morfolojileri incelenerek
parcalanmis ¢ekirdekler ve fazla 1s1ma veren cekirdekler 6lii olarak kabul edildi.

Toplam hiicre sayist ile oranlanarak canlilik yilizdesi hesaplandi.
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3.5.D. Bilesiklerin Cekirdekteki Smn Protein Miktar1 Uzerindeki Etkisinin

Arastirllmasi

Bilesik uygulamalarmin  ¢ekirdekteki Smn protein miktarma  etkisi
immunfloresan boyama yontemi kullanilarak yapilan Gem sayisi analizi ile

arastirildi.

1. Steril cam lameller 1:100 oraninda seyreltilmis poli-I-lizin icerisine konularak 1
gece % 5 CO, 37°C etlivde birakildi.

2. Ertesi guin poli-I-lizin cam pipet yardimiyla atilarak lameller steril pens yardimiyla

alind1 ve dH,0 igerisinde 3 defa yikandi.

3. Poli-I-lizin kaplanmis olan lameller 6 kuyucuklu kiiltir kaplarina yerlestirilerek
uzerlerine 400 pl laminin koyuldu. Kiiltiir kaplar1 1 saat hiicre kiiltiir kabini

icerisinde birakildi ve lamellerin laminin ile kaplanmasi saglandi.

4. Laminin cam pipet yardimiyla cekilip atildiktan sonra kuyucuklara hiicreler ve
¢ogaltma ortami eklendi. Hiicrelerin lamellere yapismasi i¢in kiiltiir kab1 1 gece % 5
CO, 37°C etiivde birakildi.

5. Ertesi giin ¢ogaltma ortami atilarak farklilagsma karigimi ile birlikte 5 pM

resveratrol veya 500 nM kurkumin eklendi.

6. Hucreler % 5 CO, 37°C etiivde 3 giin farklilastirildi.

7. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiir ortamu pipet ile ¢ekilerek atild

8. Hiicreler 1 ml 1 X PBS ile yikanarak ortamdan 6lii hiicreler uzaklastirildi.

9. PBS pipet yardimiyla ¢ekilip atildiktan sonra hiicrelere 2 ml % 100 soguk metanol
eklendi. Kiiltiir kab1 5 dakika -20°C dondurucuya kaldirilarak hiicrelerin kiiltiir

kabina yapigsmalari saglandi.

10. Metanol pipet ile cekilip atildiktan sonra kiiltlir kab1 oda sicakligina alind1 ve

kapag1 30 dakika agik birakilarak metanoliin ugmasi saglandi.
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11. Kiiltir kaplart igerisindeki lameller ince uglu pens yardimiyla ¢ikartilarak

bloklama tamponu igerisinde 1 saat birakildi.

12. Anti-SMN primer antikoru % 10 keci serumu ve % 0.1 Tween 20 iceren 1 X PBS
igerisinde 1:100 oraninda seyreltilerek hiicrelere uygulandi. 4°C buzdolabinda gece

boyunca inkiibe edildi.

13. Ertesi glin hiicreler 4 kez 5 dakika 1 X PBS ile yikanarak primer antikor
uzaklagtirildu.

14. Sekonder antikor 1:500 oraninda % 10 kegi serumu ve % 0.1 Tween 20 igeren 1

X PBS igerisinde sulandirilarak 45 dakika hiicrelere uygulandi.

15. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler 4 kez 5 dakika 1 X PBS ile yikand1 ve

sekonder antikor uzaklastirildi.

16. En son yikama sirasinda 1 X PBS igerisine 1:1000 oraninda DAPI eklenerek
hiicre ¢ekirdekleri boyandi.

17. Lam uUzerine 1 damla mounting soliisyonu damlatildiktan sonra hiicreler lama

bakacak sekilde lameller lam {izerine kapatildi.

18. Hicre cekirdeklerinde bulunan Gem yapilar1 100X immersiyon objektifi ile

gorunttlenerek analiz edildi.
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3.5.E. Kurkuminin Total Smn Protein Miktar1 Uzerindeki Etkisinin

Arastirllmasi

Kurkuminin hucredeki total Smn protein miktarina etkisi, Western blot
yontemiyle arastirildi. 3, 5 ve 7 giin siireyle 500 nM kurkumin uygulanan PC12
hlcrelerinin Smn protein miktarlari, uygulama yapilmayan kontrol hiicrelerle

karsilastirildi. Protein analizleri duplike olacak sekilde gergeklestirildi.

Protein izolasyonu

Inkiibasyon siireleri sonunda 200 pl koruyucu tampon ¢ozelti icerisine alinan
hicreler buz icerisine koyularak sonikatore yerlestirildi. Hiicreler 20 sn suresince %
50 amplitudde, 10 kere sonike edilerek hiicre membranlari pargalandi. 13200 rpm’de
3 dakika santrifugasyon yapilarak par¢alanmis membranlarin ve organellerin
¢okmesi saglandi. Slpernatan 1.5 ml’lik temiz tiiplere aktarilarak buza alindi ve

protein konsantrasyonlari dl¢iildii.

Protein Konsantrasyon Tayini

Hiicrelerden izole edilen proteinlerin konsantrasyonlar1 bicinchoninic asit

(BCA, Pierce) yontemiyle tayin edildi.

1. Standart egrinin olusturulmasi amaciyla, 0.1, 0.4, 0.8 ve 1.2 mg/mi

konsantrasyonlarda BSA diliisyonlar1 % 10 SDS icerisinde hazirlandi.

2. 45 ul % 10 SDS iceren tiplere, izole edilen protein drneklerinden 5 pl koyularak
pipetaj yapildu.

3. A ve B soliisyonlarindan 50A:1B oraninda karistirilarak calisma soliisyonu
hazirlandi. Her tipe 1 ml ¢alisma soliisyonu eklenerek, tiipler asagi-yukari karigtirildi
ve 37°C ettivde 30 dakika inkibe edildi.
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4. Inkiibasyon siiresi sonunda 2 pl érnek ile NanoDrop spektrofotometrede (Thermo

Scientific) 6l¢tim yapilarak proteinlerin konsantrasyonlari tayin edildi.

SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Proteinler iki katmanli jel (resolving ve stacking) sistemi hazirlanarak SDS

poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile molekiiler agirliklarina gore ayrildilar.

1. Dikey elektroforez sisteminin camlari etanol ile temizlendikten sonra sabitlenerek
camlar arasinda pipet yardimiyla % 12 akrilamid jel dokiildii (Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell BIORAD). Jelin iizerinde yaklasik 3 cm bosluk
birakildi ve bu bosluga dH,O eklenerek jel ylizeyinin diizgiin olmasi saglandi. Jel
polimerize olduktan sonra pipet yardimiyla % 3 akrilamid jel dokiildii ve camlar
arasmnda tarak yerlestirildi. Ust kisimdaki jel de polimerize olduktan sonra tarak
dikkatli bir sekilde ¢ikartildi ve kuyucuklar elektroforez tamponu ile yikanarak hava

kabarciklar1 uzaklagtirildu.

2. Her oOrnekten 20 pg protein, rediiksiyon ajan1 ve yiikleme tamponu ile
karistirilarak toplam hacim 20 pl olacak sekilde dH,O eklendi. Tup icerikleri vorteks
ile karistirildiktan sonra 4 dakika kaynar su igerinde birakildi. Kaynama suresi

sonunda Ornekler santrifuj edilerek buza alindi.

3. Ornekler triplike olacak sekilde kuyulara yiiklendi ve 52 V, 30 dakika boyunca %
3 akrilamid jelde elektroforeze edildi. Ornekler ayristirict olan % 12 akrilamid jele

ulasinca voltaj arttirilarak 100 V, 2 saat daha elektroforez gergeklestirildi.
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Western Blot

1. Eletroforez sonrasi jeller cam igersinden ¢ikartildi. % 3 jel kesilip atildiktan sonra

proteinlerin bulundugu % 12’lik jel transfer tamponu igerisine alind.

2. 1 adet nitroseliiloz membran (BioRad) ve 5 adet Whatman kagidi 6 cm eninde ve 9

cm boyunda olacak sekilde kesilerek transfer tamponu igerisine alindi.

3. Semi-dry blotlama cihazinin (BioRad) iist ve alt plakalar1 transfer tamponu ile
islatildiktan sonra alt plaka lizerine 2 adet Whatman kagidi koyuldu. Kagitlarin
Uzerine membran, jel ve tekrar 3 adet Whatman kagidi yerlestirilerek sandivig
hazirlandi. Bu islemler sirasinda cam pipet ile hava kabarcigi olusmasi engellendi.
Blotlama aparatinin iist plakasi kapatilarak 1 saat boyunca 15 V, 0.7 mA’de protein

orneklerinin jelden membrana transferi gerceklestirildi.

4. Transfer tamamlandiktan sonra membran Ponceau S (Sigma) solusyonu ile

boyanarak transfer kontrol edildi.

5. Membran bloklama solGsyonu igerisinde 1 saat boyunca oda sicakliginda
calkalayict tizerinde birakilarak bloklama islemi gerceklestirildi. Surenin sonunda
membran anti-SMN primer antikoru ile 16 saat +4°C’de ¢alkalayici tizerinde inkiibe
edildi. Ertesi giin membran yikama tamponu ile 3 kez 10’ar dakika yikanarak
baglanmayan antikorlar uzaklagtirildi. Yikamalarin ardindan membran, horseradish
peroksidaz (HRP) isaretli sekonder antikor ile 1 saat oda sicakliginda g¢alkalayicida
inklibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda membran 4 kez 10’ar dakika yikanarak

baglanmayan sekonder antikorlar uzaklastirildi.

6. ECL kemiliiminesans kit soliisyonlar1 olan A ve B, 40:1 oraninda karistirilarak
goruntileme karisimi hazirlandi. Membran goéruntiileme karisimi ile karanlik
ortamda 4 dk inkiibe edildi. Membran kaset i¢ine alinarak iizerine film (KODAK)
kapatildi ve film 5-30 dakika kaset i¢inde birakildi. Film develop (KODAK
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Developer ve Fikser) edilerek proteinlere ait bantlar film zerinde otoradyografik

olarak goruntilendi.

Smn protein bandinin degerlendirilmesi igin internal kontrol olarak aktin
proteini kullanildi. Bahsedilen tim deneysel asamalar bloklama isleminden itibaren
tekrarlandi. Farkli olarak, aktin proteininin géruntilenmesi icin membran anti-aktin

primer ve sekonder antikorlar ile muamele edildi.

Smn Protein Miktarimin Analizi

Protein bantlariin kantitasyonu Image J analiz programiyla gerceklestirildi.
SMN ve aktin bantlarimin goriintiilendigi filmler bilgisayar ortamina aktarildiktan
sonra Image J programi kullanilarak her bandin yogunlugu hesaplandi. Smn protein
miktarinin aktin protein miktarina orami belirlendi ve kurkumin uygulanmayan

kontrol drneklere gore analiz edildi.

3.5.F. Bilgisayar Destekli 3 Boyutlu Molekiiler Modelleme Calismalar:

SMN proteininin Tudor domainine ait yliksek c¢oziiniirliiklii kristal yap:
Protein Data Bankasindan (www.rcsh.org, PDB ID: 1MHN) elde edildi. Kurkumin
ve valproatin Tudor domainine baglanma giicii AutoDock 4.2. modelleme programi
kullanilarak bilgisayar tabanli olarak incelendi ve baglanma afiniteleri hesaplandi.

Modelleme calismalar1 Kadir Has Universitesi isbirligi ile gerceklestirildi.

3.5.G. istatistiksel Analizler

Bilesik uygulanan ve uygulamayan gruplarin norit boylari, Gem sayilar1 ve
protein miktarlar1 arasindaki farklar, 3, 5 ve 7. giinlerde Student t-testi kullanilarak
degerlendirildi. P degeri 0.05 ve altinda olan degerler istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Sinir Buyime Faktort (NGF) Konsantrasyonunun Belirlenmesi

PC12 hiicreleri kiiltiir ortamma NGF eklenerek farklilastirilirlar. NGF
konsantrasyonunun farklilasmay1 etkileyen en Onemli etmen olmasi nedeniyle
oncelikle tez calismasindaki tiim deneysel asamalarda kullanilmasi gereken
konsantrasyon belirlenmistir. PC12 hicreleri literatiirde sik kullanilan 50 ng/ml ve
100 ng/ml konsantrasyonda NGF ile farklilastirilmis, her iki konsantrasyonda da
hiicrelerin farklilasma yiizdeleri belirlenmis, norit uzunluklar1 analiz edilebilen en

erken donem olan 3. glinde 6l¢iilmiis ve sonuglar karsilastirilmistir.
Ortalama 1000 hiicrede yapilan norit boyu analizlerine gore 50 ng/ml NGF
uygulanan hiicrelerin nérit boylarinin 88 pum, 100 ng/ml uygulanan hicrelerin norit

boylarinin ise 101 pum oldugu saptanmistir. NGF uygulanan kdltirlerde, her iki
konsantrasyonda % 98-99 oraninda farklilasma gozlenmistir (Sekil 4.1.1.).

150

100

u (uM)

o
s

50

Norit uzunlu

50 100

NGF konsantrasyonu (ng/ml)
Sekil 4.1.1. 50 ng/ml ve 100 ng/ml NGF uygulanarak 3 giin farklilastirilan PC12
hicrelerinin norit boyu analizleri (ortanca+ S.D.,* p< 0.05).

Elde edilen bulgular dogrultusunda 100 ng/ml NGF’nin ndrit boyu zerine
etkisinin 50 ng/ml konsantrasyondaki etkisine oranla daha fazla oldugu gorulmiis ve
bundan sonraki ¢alismalarda 100 ng/ml NGF kullanilmustir.
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4.2. Farkhlasma Siirecindeki PC12 Hiicrelerinin Norit Uzunluklarimn

Belirlenmesi

100 ng/ml NGF uygulanan PC12 hicrelerinin bazal norit boylar1 ve

farklilasma yiizdeleri 3, 5 ve farklilagsmanin tamamlandig1 7. giinde analiz edilmistir.

NOrit boyu 6lgtimlerini gosteren drnek fotograflar Sekil 4.2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2.1. PC12 hiicrelerine ait norit boyu 6lguimlerinin érnek gosterimleri.
Olgek: 100 pum.
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Ortalama 800 PC12 hiicresi ile yapilan analizler sonucunda noérit uzunluklar
3. glnde 74 pum, 5. glinde 96 um, 7.glnde ise 160 um olarak Ol¢iilmiistiir. 3. glinde
farklilasma yiizdesinin % 99, 5 ve 7. gunlerde ise % 100 oldugu goriilmistir (Sekil
42.1).

Norit uzunlugu (um)

3 5 7
Gin

Sekil 4.2.2. NGF ile 3, 5 ve 7 giin farklilastirilmig PC12 hiicrelerinin norit boyu

analiz sonuglari (ortanca + S.D., * p < 0.001).

PC12 hicrelerinin norit uzunluklarinin farklilagsma siirelerine paralel olarak

artig1 istatistiksel yonden anlamli bulunmustur.
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4.3. PC12 Hicrelerinde Norit Uzamasimin Kontrolii

Norit uzamasinin indiiklenebilirligini  kontrol etmek amaciyla PC12
hicrelerinde norit boyunu uzattigi bildirilen valproat adli histon deasetilaz inhibitorii
2 mM konsantrasyonda ve 3 giin siireyle uygulanmstir. inkiibasyon siiresi sonunda
hicrelerin noérit boylar1 ve farklilasma yiizdeleri analiz edilerek valproat

uygulanmayan kontrol hiicreler ile karsilastirilmistir.

PC12 hucrelerine uygulanan 2 mM VPA’nin nérit uzunlugunu 102 pm’den
143 pm’ye arttirdign saptanmistir. VPA uygulanan hiicrelerdeki farklilagsma orani
% 99 olarak belirlenmistir (Sekil 4.3.1.).
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Kontrol VPA

Sekil 4.3.1. 2 MM VPA ile 3 giin farklilastirilan PC12 hiicrelerinin norit boyu analiz
sonuglar1 (ortanca = S.D., * p <0.001)

Ortalama 800 PC12 hucresinin analiz edilmesiyle, VPA’nin ndrit boyunu
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde uzatilabildigi saptanmis, bOylece deney
sisteminin calistig1 gosterilmistir.
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4.4. PC12 Hiicrelerine Kurkumin Uygulamasi

4.4.A. Kurkumin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kurkumin uygulamalarina SMA’l1 hasta fibroblast hiicrelerinde SMN2 gen
ifadesini arttirdigr bilinen 20 pM konsantrasyon ile baslanmistir. 3 ginlik
inkiibasyon siresi sonunda uygulama yapilmayan kontrol hiicreler saglikli bir sekilde
farklilagirken 20 pM kurkumin uygulanmig PC12 hiicrelerinde canliligin devam
etmedigi gozlenmistir (Sekil 4.4.1).

Sekil 4.4.1. (a) Kurkumin uygulanmayan ve (b) 20 uM kurkumin uygulanan PC12
hicrelerinin 3 giinliik farklilasma sonrast morfolojik gorunttleri (ok kurkumin

uygulanan 6lii hiicreleri isaret etmektedir). Olgek: 100 pm.
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Canliligr etkilemeden farklilagmanin devam ettigi konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla PC12 hiicrelerine 10 uM, 5 pM, 2.5 pM ve 500 nM
konsantrasyonlarda kurkumin 3 giin siireyle uygulanmistir. DAPI ile hiicre
¢ekirdekleri boyandiginda hiicrelerin % 98 oraninda canli olmasi ve norit uzamasinin
devam etmesi nedenleriyle norit boyu olgumleri igin 500 nM kurkuminin uygun
oldugu sonucuna varilmig ve PC12 hiicrelerine 3, 5 ve 7 giin siireyle uygulanarak

norit uzunluklari analiz edilmistir.

Sekil 4.4.2. 500 nM kurkumin uygulamasi sonrasi (a) farklilasan PC12 hticrelerinin
morfolojik gorintlsi, (b) DAPI ¢ekirdek boyamas: ile canlilik analizine ait 6rnek
gosterim (ok 6lii hiicreyi isaret etmektedir). Olgek: 100 pm.
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4.4.B. Kurkumin Uygulamasi ve NOrit Boyu Analizleri

PC12 hiicrelerine 3, 5 ve 7 gun siireyle 500 nM kurkumin uygulamasi sonrast
ortalama 950 hiicre ile yapilan analiz sonuglar1 Tablo 4.4.1 ve Sekil 4.4.3’de
gosterilmistir. Kurkumin uygulamalari sonrasi hiicre canlilik oran1 % 99, farklilasma

oranlar1 3. glinde % 97, 5 ve 7. giinlerde ise % 100 olarak saptanmaistir.

Tablo 4.4.1. 3, 5 ve 7 giin siireyle kurkumin uygulanmis PC12 hiicrelerinin ndrit

boy uzunluklari.
Gun NOrit Uzunlugu (um)
Kurkumin (-) Kurkumin (+)
3 71 109
5 101 101
7 153 176
Kontrol MKurkumin
250 *k

u(um)
*
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Giin
Sekil 4.4.3. 500 nM konsantrasyonda kurkumin uygulanarak 3, 5 ve 7 gln
*

farklilagtirllan PC12 hiicrelerinin ndrit boyu analiz sonuglar1 (ortanca + S.D.,
p<0.001,** p <0.05)

Yapilan analizlerde 3 ve 7 gunlik kurkuminin inkibasyonlarinin norit

boyunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde uzattigi gosterilmistir.
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4.5. PC12 Hiicrelerine Resveratrol Uygulamasi

4.5.A. Resveratrol Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismalara SMA’li hasta fibroblast hiicrelerinde SMN2 gen ifadesini
arttirdigi bilinen 100 pM resveratrol ile baslanmistir. 3 gunluk inktbasyon stresi
sonunda uygulama yapilmayan hiicreler saglikli bir sekilde farklilasirken 100 pM
resveratrol uygulanan PCI12 hiicrelerinde canlilifin devam etmedigi gozlenmistir
(Sekil 4.5.1).

Sekil 4.5.1. (a) Resveratrol uygulanmayan ve (b) 100 uM resveratrol uygulanan
PC12 hicrelerinin 3 gilinlik farklilasma sonrast morfolojik goruntuleri. (ok
resveratrol uygulanan 6lii hiicreleri isaret etmektedir) Olgek: 100 pm
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Canliligr  etkilemeden farklilasmanin devam ettigi  konsantrasyonun
belirlenmesi amaciyla PC12 hiicrelerine 50 uM, 20 uM, 10 uM ve 5 UM resveratrol
3 giin siireyle uygulanmistir. DAPI ile boyandiginda hiicrelerin % 99 oraninda canli
olmas1 ve ndrit uzamasinin devam etmesi nedenleriyle ndrit boyu analizleri igin 5
MM resveratroliin uygun oldugu sonucuna varilarak PC12 hiicrelerine 3, 5 ve 7 gin

siireyle uygulanmis ve norit uzunluklar1 analiz edilmistir (Sekil 4.5.2).

Sekil 4.5.2. 5 uM resveratrol uygulamasi sonrasi (a) farklilasan PC12 hiicrelerinin
morfolojik gorlntlsi, (b) DAPI ¢ekirdek boyamas: ile canlilik analizine ait 6rnek

gdsterim (ok &lii hiicreyi isaret etmektedir). Olgek: 100 pm.
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4.5.B. Resveratrol Uygulamasi ve Norit Boyu Analizleri

PC12 hiicrelerine 3, 5 ve 7 giin slreyle 5 pM resveratrol uygulamasi sonrasi
ortalama 1000 hiicre ile yapilan analiz sonuglar1 Tablo 4.5.1 ve Sekil 4.5.3’de
gosterilmistir. Resveratrol uygulamalar1 sonrasi hiicre canlilik orant % 99,

farklilagma orani 3. giinde % 99, 5 ve 7. giinlerde ise % 100 olarak saptanmuistir.

Tablo 4.5.1. 3, 5 ve 7 giin siireyle resveratrol uygulanmig PC12 hiicrelerinin norit

boy uzunluklari
Gln NOrit Uzunlugu (Um)
Resveratrol (-) Resveratrol (+)
3 64 82
5 83 90
7 143 137
Kontrol MBResveratrol
200
- 150
; *
Z 100
= 50 w
=
0
3 5 7

Giin
Sekil 4.5.3. 5 uM resveratrol uygulanarak 3, 5 ve 7 giin farklilastirilan PC12

hlcrelerinin norit boyu analiz sonuglari (ortanca £ S.D., * p = 0.05)

5 ve 7 glinliik inkiibasyonlarda norit boy uzunlugunda kontrole gore bir artis
g6zlenmezken, 3 glnlik inkiibasyonun sonunda yapilan analizlerde resveratroliin

ndrit boyunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde uzattig1 saptanmustir.
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4.6. Smn Ifadesi Baskilannms PC12 hiicrelerinde Norit Boyu Analizi

Norit uzamasinin Smn proteini ile iligkisini aragtirmak tizere Smn ifadesi

kalic1 olarak baskilanmis PC12 hiicre hatt1 kullanilmistir.

Smn ifadesi baskilanmis olan hiicreler 100 ng/ml NGF ile 3 gin
farklilastirilarak ndrit boylar1 analiz edilmis ve saglikli hiicrelerde 83 pm olan norit

boyu, Smn ifadesi baskilandiginda 24 pm kisalarak 59 pm olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil
4.6.1).
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Saghkh PC12 Smn ifadesi baskilanmig PC12

Sekil 4.6.1. Smn ifadesi baskilanmis PC12 hiicre hattinin saglikli PC12 hiicreleriyle

karsilastirmali norit boyu analizi (ortanca £ S.D., *p<0.001).

Yapilan istatistiksel analizlerde, Smn ifadesi baskilanan hicrelerin norit

boyunun saglikli hiicrelere gore kisa oldugu gosterilmistir.
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4.7. Smn Ifadesi Baskilannms PC12 Hiicrelerine Resveratrol ve Kurkumin

Uygulamalari

Resveratrol ve kurkuminin ndrit boyunu indukleyici etkileri Smn ifadesi
baskilanmis PC12 hiicre hattinda arastirilmistir. Smn ifadesi baskilanmis hiicrelerde
kisalan norit boyunun tekrar uzatilabildigini gostermek amaciyla hiicrelere 3 giin
stireyle 2 mM valproat uygulanmistir. Ortalama 900 hiicrenin analizi sonucunda Smn
ifadesinin baskilanmasiyla kisalan norit boyunun valproat uygulamasiyla 59 um’den

112 um uzunluga eristigi gosterilmistir (Tablo 4.7.1, Sekil 4.7.1).

Kontrol amag¢hi VPA uygulamasinin ardindan hiicrelere  optimum
konsantrasyon olarak saptanan 500 nM kurkumin ve 5 uM resveratrol uygulanmus,
hiicrelerin norit boylar1 uzamanin en fazla indiiklendigi 3 giinliik farklilastirma

sonrast analiz edilmis ve sonuglar Tablo 4.7.1. ve Sekil 4.7.1.”de gosterilmistir

Tablo 4.7.1. Kurkumin ve resveratrol uygulanan Smn ifadesi baskilanmis PC12
hiicrelerinin kontrol ve VPA uygulanan hiicrelerle karsilastirmali norit

boyu uzunluklari.

Bilesik Norit Uzunlugu (um)

Kontrol 59
Kurkumin 63
Resveratrol 56

VPA 112
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Sekil 4.7.1. 5 uM resveratrol ve 500 nM kurkumin uygulanarak 3 giin farklilastirilan
Smn ifadesi baskilanmig PC12 hiicrelerinin, uygulama yapilmayan ve VPA
uygulamasi yapilan PCI12 hiicreleriyle karsilastirmali norit boyu analiz sonuglari

(ortanca £SD, * p<0.001).

Ortalama 1000 hiicre yapilan analizler ile, saglikli PC12 hcrelerinde norit
boyunu indiikleyen resveratrol ve kurkuminin, Smn ifadesi baskilandiginda kisalan

ndrit boyunu uzatmadiklar1 gosterilmistir.
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4.8. Norit Uzamasimin Smn Protein ifade Diizeyi ile liskisi

PC12 hucrelerinde resveratrol ve kurkumin ile indiiklenen norit uzamasinin

Smn protein ifade diizeyi ile iliskisi aragtirilmistir.

4.8.1. Bilesiklerin Cekirdekteki Smn Protein Miktar1 Uzerindeki Etkisinin

Arastirllmasi

Hiicre ¢ekirdeginde Smn proteininin yerlestigi Gem adli kiiresel yapilarin
sayis1 ¢ekirdekteki Smn protein miktarini yansitmaktadir.  Gem sayisi analizleri igin
PC12 hicreleri 500 nM kurkumin ve 5 uM resveratrol ile 3 giin inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda Smn ve DAPI boyamalar1 gerceklestirilmis ve Gem
sayisinda uygulama yapilmayan hiicrelere gore bir degisiklik belirlenmemistir. PC12
hiicrelerinde Smn boyamasi ile gosterilen Gem yapilarinin 6rnek fotograflart Sekil

4.8.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.8.1. (a) PC12 hiicrelerinde Smn boyamasi ile Gem sayis1 analizini gosteren

ornek fotograflar (ok Gem’leri isaret etmektedir), Olgek: 10 pm
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500 nM kurkumin ve 5 uM resveratrol uygulanan sagliklt ve Smn ifadesi
baskilanmis PC12 hicrelerinin  Gem sayist analiz sonuglar1  Sekil 4.8.2°de
gosterilmistir. Smn ifadesi baskilanmis PC12 hiicrelerinde saglikli hiicrelere oranla
azalan Gem sayilarinin bilesik uygulamalarn ile degismedigi saptamistir (Sekil
4.8.2)).

HmPC12 M Smn ifadesi baskilanmig PC12

250 -
200 -

150 - l— lL

100 -~

Gem / 100 cekirdek

50 A

Kontrol Kurkumin Resveratrol

Sekil 4.8.2. 3 giin siireyle 500 nM kurkumin ve 5 uM resveratrol uygulanan saglikli
ve Smn ifadesi baskilanmis PCI12 hiicrelerinde Gem sayisi analizi sonuglar
(ortalama + S.H.*p<0.05 **p<0.001)
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4.8.2. Kurkuminin Total Smn Protein Miktar1 Uzerindeki Etkisinin
Arastirllmasi

Smn proteininin hiicrenin farkli kompartmanlarinda bulunmasi1 nedeniyle
kurkumin uygulanan hiicrelerdeki total Smn proteini analiz edilmistir. Kurkuminin
ndrit uzunlugunu resveratrolden daha fazla arttirmasi nedeniyle, Smn protein
miktarindaki degisiklik kurkumin uygulanarak incelenmistir. Bu nedenle PC12
hicrelerine 500 nM kurkumin uygulanmis ve hiicreler 3, 5 ve 7 giin boyunca
farklilastirlmistir.  Inkiibasyon sireleri sonrasinda gergeklestirilen Western blot
caligmalariyla kurkumin uygulanan orneklerdeki Smn protein miktarlar
uygulanmayan kontrol ornekler ile karsilastirilmis ve kurkuminin hicrelerdeki

toplam Smn protein miktarini degistirmedigi goriilmistiir (Sekil 4.8.3).
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Sekil 4.8.3. 3, 5 ve 7 giin 500 nM kurkumin uygulanan ve uygulanmayan kontrol

PC12 hicreleri ile gergeklestirilen Western blot sonuglari.
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4.9. Kurkumin-Smn Molekiiler Modelleme Calismalari

Kurkuminin Smn proteininin tudor domaini ile baglanti potansiyeli bilgisayar
destekli 3 boyutlu molekiller modelleme ¢alismasiyla arastiritlmis ve Smn-valproat
baglantisiyla  karsilastirilmistir.  Modelleme  ¢alismalarinda ~ Smn-kurkuminin
baglanma afinitesi 239.79 UM, Smn-valproat baglanma afinitesi ise 16.97 mM olarak
hesaplanmis, kurkuminin baglanma potansiyeli valproata gore yiiksek bulunmustur.

Kurkumin ve valproatin Smn proteini tudor domaini ile baglantilar1 Sekil 4.9.1°de

gosterilmistir.
a
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Sekil 4.9.1. Smn proteini tudor domaini ile; (a) kurkumin ve (b) valproat arasindaki

baglantiy1 gosteren 3 boyutlu (3D) ve 2 boyutlu (2D) modellemeler
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5.TARTISMA

Sinir sistemindeki noronlarin fonksiyon gorebilmesi icin akzon ve dendrit
morfolojilerinin dogru sekillenmesi gerekmektedir. Akzon ve dendrit yapilar1 aktin-
mikrotubul iskeletleri ile olugsmakta olup bu iskelet elemanlarinda meydana gelen
yapisal ve fonksiyonel bozukluklar birgok ndrodejeneratif hastalik ile
iliskilendirilmektedir. Ilerleyici ndron kaybn ile karakterize olan ALS, Alzheimer ve
Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarda hiicre iskelet elemanlarinin hatali
katlanmasi ve birikimi sonucu fonksiyon bozukluklarinin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir
(109). Norodejeneratif hastaliklardan olan SMA’da son yillarda yapilan ¢aligmalarda
SMN proteininin hiicre iskelet elemanlariyla iliskisi oldugu ve eksikliginde hiicre
iskeletinin ~ bozuldugu dikkat ¢ekmis, PCI12 hiicrelerinde Smn ifadesi
baskilandiginda norit boyunun kisaldigi bildirilmistir (10). Benzer sekilde, Rossol ve
dig. (11) SMA’l1 fare motor ndron kiiltiirlerinde akzon boyunun normale gore kisa
oldugunu rapor etmistir. SMA zebrafish modelinde de gosterilen bu bulgu, SMA’l1
hastalarin ~ IPS-kaynakli motor noron hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarla

desteklenmistir (12, 72).

In vitro ve in vivo modeller kullanilarak elde edilen bu bulgular
dogrultusunda planlanan tez calismasinda, SMA’da goriilen norit kisaliginin
polifenoller araciligi ile diizeltilerek saglikli hucrelerdeki boyutuna dondurilmesi
amaclanmistir. Arastirmalar igin ihtiyag duyulan ideal hiicre tipinin insan motor
noron hiicresi olmasina karsin bu hiicrelere ulasmak miimkiin olamamistir. Motor
noron hiicrelerine ulasamayan diger arastirmacilar bu sorunu SMA’ll fare
modellerini ve néron benzeri hiicre hatlarin1 kullanarak asabilmislerdir (35). SMA’lI1
farelerden kurulan primer motor noron kiiltiirleri ile yapilan ¢alismalarda hastalik
patofizyolojisi hakkinda bilgi edinilmekle birlikte hiicrelerin farklilasmig olmalari
cogalmalarinda giicliik yaratmis ve aragtirmalar i¢in néron benzeri hiicre hatlar
tercih edilmistir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda da noron benzeri bir hiicre hatti
olan PC12 hiicreleri kullanilmistir. Norit uzamasiyla ilgili arastirmalarda siklikla
kullanilan PC12, sigan adrenal medulla noroendokrin tiimor (pheochromocytoma)

hiicrelerinden kurulmus ndéron benzeri bir hiicre hattidir (110). NGF uygulamasiyla
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ndrit uzantilar1 olusturan bu hiicreler 7 giin sonunda homojen bir sekilde sempatik
noronlara farklilasmaktadir (111). Bu hiicrelerin farklilagsmasi tirozin kinaz reseptor
(TrkA) fosforilasyonu, ardindan fosfolipaz C ve ras sinyal yolaklarinin aktivasyonu
ile gergeklesmektedir. Plazma membranin ozelliklerinin de degismesiyle norit
uzantilart olusmaktadir (110). Tez kapsaminda kullanilan PC12 ve Smn ifadesi
baskilanmis PC12 hiicre hatlar1 Ottawa Universitesi Noromiiskiiler Hastaliklar

Merkezi tarafindan laboratuvarimiza bagislanmistir.

HDAC inhibitorleri epigenetik diizenleme araciligiyla yapisal hiicre iskelet
proteinlerinin fonksiyonlarmi etkileyerek ndrit uzamasini arttirmaktadir (112-114).
Bu nedenle SMA’da goériilen norit uzama hatasinin HDAC inhibitorleri ile
diizeltilebilecegi diigiiniilmistir. HDAC inhibitorlerinden olan VPA, PC12
hicrelerine uygulandiginda noérit uzunlugunun arttigi bilindiginden, uzamanin
indiiklenebilirligi VPA uygulamasi ile kontrol edilmistir (115). PC12 hicrelerine 2
mM konsantrasyonda ve 3 giin siireyle uygulanan VPA’nin nérit boyunu 41 pm
uzatabildigi saptanmistir. Smn ifadesi baskilanan hiicrelere ayni sartlarda uygulanan
VPA’nin ise nérit boyunda 53 pm uzama saglayarak ndrit uzama hatasini
diizeltebildigi gosterilmistir. VPA’nin ndrit uzamasina olan etkisinin hiicrelerdeki
Smn protein miktarina bagli olarak degismedigi goriilmiis, literatiir ile uyumlu
sekilde VPA’nin Smn-bagimsiz bir mekanizma ile nériti uzattigi bulgusu elde

edilmistir (115).

Tez c¢alismasinda, noron hicrelerini hasara karsi koruduklari bilinen
resveratrol ve kurkumin adli polifenolik HDAC inhibitorleri arastirtlmistir. PC12
hlcrelerine 3 giin siireyle uygulanan 500 nM kurkuminin nérit uzunlugunu 38 pm
arttirdigi saptanmig, 5. glnde ndrit uzunlugu agisindan kontrole gore bir fark
gozlenmezken, 7 giinliik uygulama sonrasinda norit boyundaki uzama 23 pm olacak
sekilde Olgiilmistiir. 3 ve 7. giinlerde nérit uzamasinda saptanan bu artiglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmus, kurkuminin etkisinin farklilasmanin erken
evresi olan 3.giinde fazla oldugu saptanmistir. Kontrol hiicrelerin 5. giinde eristikleri
norit boyu uzunluguna 3 ginlik kurkumin uygulamasiyla ulasilabilmis, bu nedenle

kurkuminin NGF’nin etkisini hizlandirdig1 diisiintilmiistiir. 2009 yilnda Ray B. ve
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dig. (116) 2 hafta farklilastirdiklar1 PC12 hiicreleri tizerine kurkumin uygulayarak
norit boyunu uzattigini bildirmistir. Farklilasmanin ileri evresinde gosterilen bu
etkiyi erken dénemde analiz edebilmek amaci ile yaptigimiz ¢aligmalarda kurkumin
ve NGF eszamanli olarak uygulanmis ve kurkuminin ndrit boyunu uzatabildigi
gosterilmistir. Elde edilen sonuclar, kurkuminin hem farklilasmamis néron onciilii
hiicrelerde hem de farklilasmis hiicrelerde norit uzamasini hizlandirabilecegini isaret

etmistir.

Kurkuminin ndrit uzamasina etkileri baska hiicre hatlarinda da gosterilmis,
fare ndroblastoma Neuro 2a hicrelerine kurkumin uygulamasi ile norit uzamasinin
indiikklendigi  bildirilmistir. Bu ¢aligmada kurkuminin NF- kB aktivasyonunu
engelledigi ve proteozom aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. Proteozom
inhibisyonun ndrit uzamasint arttirdigi bilindiginden kurkumin ile indiklenen
uzamanin hiicrelerdeki ubikutinlenmis protein birikiminden kaynaklanabilecegi
sonucuna vartlmustir (117, 118). Hung ve dig. (120) kurkuminin amfipatik
Ozelliginden dolayr hiicre membranina baglanarak membrani incelttigini ve
elastikiyetini etkiledigini bildirmistir. Norit uzamasi sirasinda yeni membran
olusumu gerekmekte ve hiicrenin yiizey alani bityiimektedir (119, 120). Bu nedenle
tez caligmasinda saptanan ndrit uzamasinda kurkuminin membran o6zelliklerini
etkilemesinin katkisinin olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak kurkumin gibi pleitropik
bilesiklerin etkilerinin hiicre tipine, uygulanan siire ve konsantrasyona bagli olarak
degisebilecegi bilinmektedir. Ornegin, farklilastirilmis insan ndroblastoma hiicre
hatti SH-SY5Y‘ye 2 uM kurkumin uygulandiginda, ndrit boyunu kisalttig
bildirilmistir (121).

Noron hiicrelerini hasara kars1 korudugu bilinen diger bir polifenolik HDAC
inhibitord resveratroldir. Calismalarimizda PC12 hicrelerine 3 giin slreyle
uygulanan 5 pM resveratrolin noérit boyunu 18 pm arttirdigt  ve bu artigin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir. Farklilasmanin erken déneminde
norit uzamasini indiiklemis olan resveratroliin, 5 ve 7 giinliik inkiibasyonlarda ise
ndrit uzunlugunda kontrole gore degisiklik yaratmadig1 gézlenmistir. Benzer sekilde,

Dasgupta ve dig. (122)’nin Washington tiniversitesinde yaptiklari bir calismada,
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resveratrolin Neuro 2a hucrelerinde AMP-kinaz aktivitesini arttirarak norit
uzamasini indiikledigi rapor edilmistir. Czaplicki ve dig. (123) resveratrolle
indiklenen norit uzamasinin  biiyiime bolgelerindeki mikrotiibiil dagiliminin
degismesi sonucu goriildiglinii bildirmistir. Ayrica resveratroliin NAD-bagimli
histon deasetilazlardan SIRT1’i aktive ettigi ve SIRT1 ifadesi fazla olan fare
modelinde norit boyunun uzadigi bildirilmistir (124). Kurkumin gibi resveratrolln de
hiicre membrani tizerindeki etkileri arastirilmis, Brittes ve dig. (125) lipofilik bir
molekiil olan resveratroliin fosfolipitler arasina yerleserek membran akiskanligini

arttirdigini bildirmistir.

PC12 hicreleri kurkumin ile inkiibe edildiginde saptanan anlamli norit
uzamasi, Smn ifadesi baskilanmig PC12 hiicrelerinde ortadan kalkmistir. Benzer
sekilde, PC12 hiicrelerinin ndrit boyunu 3. giinde anlamli bir sekilde uzatan
resveratrol, Smn ifadesi baskilanmis hiicrelerin ndrit boyunu uzatmamistir.
Kurkumin ve resveratroliin hiicrede Smn ifadesi azaldigi durumda ndrit uzamasi
tizerindeki etkilerini kaybettikleri saptanmistir. Bu durum noritogenez sirasinda Smn
proteinine ihtiya¢ oldugunu kanitlamaktadir. SMA’l1 hasta fibroblast hiicreleri ile
yapmis oldugumuz onceki ¢aligmalarimizda, resveratrol ve kurkuminin SMN2 gen
ifadesini arttirdign gosterilmistir (7, 8). Sakla ve dig. (126)’ de yaptiklan
calismalarda polifenollerin SMN2 gen ifadesini arttirdigini  bildirmistir.  Bu
nedenlerle polifenollerin etkisiyle artan Smn proteininin, hiicre gévdesinden norite
dogru taginmasi sayesinde norit uzamasinin indiiklenebilecegi hipotezi iizerine
yogunlagilmistir. PC12 hiicrelerinin c¢ekirdegindeki Smn proteinleri, yerlesim
gosterdikleri Gem yapilarinin sayisal analizi ile arastirilmig, kurkumin ve resveratrol
uygulamalar1 sonrasinda Gem sayisinda artis saptanmamistir. Kurkuminin ndrit
uzamasi lzerindeki etkisinin resveratrolden fazla olmasi nedeniyle calismalara
kurkumin ile devam edilerek PC12 htcrelerine 3, 5 ve 7 gln sireyle kurkumin
uygulanmis ve hiicredeki toplam Smn protein miktarini arttirmadigi saptanmastir.
Kurkumin uygulamasi ile hiicredeki toplam Smn ve c¢ekirdekteki Smn proteinlerinin
artmamig olmasi, bilesik ile indiiklenen ndrit uzamasinin Smn protein miktar

artisindan ya da Smn’in ndrite tasinmasindan kaynaklanmadigimi gostermistir.
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Arastirmalarimizda her iki bilesigin de SMN protein sentezini
indiklemeksizin norit boyunu uzatabildikleri, ancak etki edebilmeleri icin SMN
proteinine ihtiya¢ duyduklar1 gosterilmistir. SMA’l1 hasta bireylerde, SMN2 geni
kopya sayisiyla orantili olarak hiicrelerdeki fonksiyonel protein miktarinin arttig
bilinmektedir (32). SMN2 geninden sentezlenen protein miktar1 tip | hastalarda en
distik, tip 111 ve IV SMA’l1 bireylerde en yiiksek diizeydedir. Bu nedenle, kurkumin
ve resveratroliin tip III ve IV SMA hastalarinda nérit uzamasini etkileyebilecegi
diistiniilmiistiir. Bu hipotezin dogrulanabilmesi igin tip 11/ 1V fare modellerinde ve

hasta bireylerin IPS-kaynakli motor néron hiicrelerinde ¢alisilmasi gerekmektedir.

Kurkuminin etki gosterebilmek i¢in Smn proteinine ihtiya¢ duymasina
ragmen, protein miktarini arttirmadan norit boyunu uzatmasi, Smn proteini ile
kurkuminin fiziksel baglantist olabilecegini diisiindiirmiistiir. Kurkuminin Smn
proteinine baglanarak, Smn ile iliskili protein komplekslerinin kurulmasin
kolaylastirabilecegi, bdylece nérit uzamasini hizlandirabilecegi hipotezi iizerinde
durulmustur. Bu hipotez in silico olarak test edildiginde Smn-kurkumin baglanma
afinitesi 239.79 uM olarak hesaplanmig ve Smn-valproat baglantisina oranla daha
giiclii oldugu belirlenmistir. Smn-kurkumin fiziksel baglanma olasiliginin ytiksek
bulunmasi lizerine, kurkuminin Smn’in i¢inde bulundugu komplekslerin
fonksiyonlarimi etkileyebilecegi disiiniilmistiir. Arastirmamizda in silico olarak
gosterilen fiziksel baglanmanin in vitro ve in vivo ¢alismalar ile desteklenmesi

gerekmektedir.

Bilesiklere verilen cevapta hiicreler arast farkliliklar  bulundugu
bilinmektedir. Ornegin; HDAC inhibitérleriyle yapilan bir calismada, fibroblast
hiicrelerinde fenil biitirat ve valproatin SMN2 gen ifadesini arttirdigi ancak ayni
hastaya ait lenfoblastoid hiicrelerinde kontrole gore degisiklik olmadig: bildirilmistir
(127). Bu durum, ayni bireyin farkli hiicrelerinde bile bilesiklere cevabin ayni
olmadigin1 gostermektedir. Bu nedenle PC12 gibi farkli tiirden deneysel modellerin
kullanimiyla elde edilen sonuglar ileride yapilacak caligmalar i¢in yol gdsterici
olmakla birlikte sonuglarin insan hiicrelerinde de desteklenmesi gerekmektedir.

Ayrica polifenollerin pleitropik bilesikler olmalar1 nedeniyle etkileri uygulanan
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konsantrasyon ve siireye bagimli olup hiicrelerin verdikleri cevap degisebilmektedir.
Bu nedenle resveratrol ve kurkuminin etkilerinin SMA hasta fibroblast hticrelerinin
yeniden programlanmasi (reprogramming) Yyoluyla elde edilen motor ndéron
hiicrelerine uygulanmalar1 ile tedavi potansiyellerinin daha kapsamli olarak

degerlendirilebilecegi diisliniilmiistiir.

Son yillarda kurkuminin tubulin proteinlerine baglandigin1 ve MAP2 geni
ifadesini arttirmak suretiyle ndorit hatalarini diizeltebildigini agiklayan makaleler
yaymlanmistir (128, 129). Sicanlarda, Map2 mRNA’sinin  ndrit boyunca
tasinmasina Martal adli bir proteinin aracilik ettigi gosterilmis ve bu proteinin
insandaki homologu KSRP proteini olarak bildirilmistir. KSRP proteini ise SMN
proteinine baglanmaktadir (130, 131). Bu nedenle, kurkumin ile indiiklenebildigini
gosterdigimiz ndrit uzamasinin Map2-aracili bir mekanizma ile gerceklesebilecegi,
Smn proteini eksikliginde Map2 mRNA’sinin norit boyunca tasinamamasi nedeniyle
mikrotlbdl organizasyonunun bozulabilecegi ve ndrit uzama hatasi yaratabilecegi
disiiniilmistiir. Bu goriis, Map2 gen ifadesinin siRNA aracilifiyla susturulmasi

sonrasinda norit uzamasinin incelenmesi ile desteklenmelidir.

Bu tez calismasindan elde edilen bilgiler, kurkumin ve resveratrol adli
polifenollerin  PC12 hiicrelerinde Smn ifadesini arttirmaksizin norit boyunu
uzatabildiklerini ve etki edebilmeleri icin Smn proteinin hiicrelerde var olmasi
gerekliligi  gostermistir.  Kurkumin-Smn baglanma potansiyelinin de yiiksek
bulundugu g6z Oniine alindiginda, kurkuminin Smn proteinine baglanarak Smn’in
dahil oldugu protein komplekslerinin kurulmasimi kolaylastiracagi, bdylece norit
uzamasinda rolii olan protein ve mRNA’larin norit boyunca tasinmasinin hizlanacagi
diistiniilmiistiir. Hiicrelerdeki Smn protein miktarinin azalmasi durumunda bu
komplekslerin kurulamadigi ve bu nedenle kurkuminin etki edemedigi sonucuna
varilmistir. Smn proteininin katildigi komplekslerde yer alan protein ve mRNA‘larin
arastirtlmasi, norit uzamasindaki molekiler mekanizmalarin aydinlatilmasina ve

tedavide yeni hedef molekiillerin tanimlanmasina 1s1k tutacaktir.



68

6. SONUC VE ONERILER

e PC12 hicrelerine 50 ng/ml NGF uygulamasiyla 88 pm olan norit
uzunlugunun 100 ng/ml NGF uygulamasiyla 101 pm oldugu saptandi.
Bundan sonraki tiim deneysel ¢alismalarda 100 ng/ml NGF kullanildi.

e PC12 hicrelerinin bazal norit boylart 3, 5 ve 7. glnlik farklilasma
surelerinde 74 pm, 96 pm ve 160 pm olarak belirlendi. inkiibasyon
stiresindeki artigsa paralel olarak saptanan ndrit boyu artisi istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0.001).

e PC12 hcrelerine nérit boyunun indiiklenebilirliginin kontrolii amaciyla
uygulanan 2 mM VPA’nin nérit uzunlugunu 102 pm’den 143 pm’ye
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigi saptandi (p<0.001).

e PCI12 hiicrelerine uygulanan;
- 500 nM kurkuminin nérit boyunu 3 gunlik inkiibasyon sonunda 71
um’den 109 pum’ye istatistiksel olarak anlamli bir sekilde uzattigi ve
boylece norit boyunda yaklastk 38 pm artis sagladigi saptandi
(p<0.001).

- 500 nM kurkuminin nérit boyunu 7 gunluk inkibasyon sonunda 153
um’den 176 um’ye istatistiksel olarak anlaml bir sekilde uzattig1 ve
bdylece norit boyunda yaklagitk 23 pum artis sagladigi saptandi
(p<0.05).

- 5 uM resveratroliin nérit boyunu 3 giinlik inkiibasyon sonunda 64
pm’den 82 pum’ye istatistiksel olarak anlamli bir sekilde uzattig1 ve
boylece norit boyunda yaklasik 18 pm artis sagladigi saptandi
(p=0.05).
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e Smn ifadesi baskilanmis PC12 hicrelert;

- 100 ng/ml NGF ile 3 giin farklilastirildiginda, saglikli hiicrelerde 83
pm olan norit boyunun Smn ifadesi baskilandiginda 24 pm kisalarak

59 pm oldugu saptandi (p<0.001).

- 2 mM valproat ile 3 giin inkiibe edildiginde norit boyunun 59
um’den 112 um’ye uzadigi, boylece norit boyunda yaklasik 53 pm’lik
artis oldugu gosterildi (p<0.001). Bu sayede kisalan nérit boyunun
bilesik uygulamasiyla tekrar uzatilabildigi gésterildi.

- 500 nM kurkumin ve 5 UM resveratrol ile inkibe edildiginde, bu

hiicrelerde kisa olan norit boyunu uzatmadiklar1 saptandi.

e PCl12 ve Smn ifadesi baskilanmig PC12 hiicreleriyle yapilan calismalar
sonucunda, bilesiklerin norit boyunu uzatabilmeleri icin ~ hiicrelerde  SMN

proteini varligina ihtiya¢ duyduklarini gostermistir.

e Bilesik uygulamalarinin sagladigi norit uzamasinin gekirdekteki Smn protein
miktar1 ile iliskisi Gem sayist analiziyle arastirildiginda bilesiklerin

cekirdekteki Smn protein miktarini arttirmadigi saptandi.

e Resveratrollin norit boyuna etkisinin kurkumine oranla az olmasi nedeniyle,
PC12 hicrelerindeki total SMN protein miktart 500 nM Kkurkumin
uygulanarak Western blot ile arastirildiginda, kurkuminin hiicrelerdeki total

Smn proteini miktarini degistirmedigi saptadi.

e Kurkuminin SMN protein miktarini degistirmeden ndorit boyunu uzatmasi,
SMN proteini ile kurkuminin fiziksel baglantis1 olabilecegini diisiindiirdii ve
baglanma afiniteleri bilgisayar destekli 3D modelleme ile arastirildi. Smn-
kurkumin baglanma afinitesi 239.79 pM olarak hesaplandi ve baglanma

potansiyelinin Smn-valproata oranla daha guclii oldugu belirlendi.
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Bilesiklerin Smn varliginda nérit boyunu uzatabilmeleri, Smn ifadesi
baskilandiginda ise bu etkilerini kaybetmeleri, etki mekanizmalarinin Smn
proteini tizerinden oldugunu gostermektedir. Elde edilen bulgular, bilesikle
indiiklenen  nérit uzamasmin  Smn  protein  miktar  artisindan
kaynaklanmadigimi gostermistir.  Norit boyu uzamasi lzerindeki etkisi
anlamlt bulunan kurkuminin, Smn proteinine fiziksel olarak baglanma
olasiligmin yiiksek oldugu saptanmistir. Bu nedenle, kurkumin-Smn
baglantistnin  Smn’in i¢ginde bulundugu komplekslerin fonksiyonlarini
etkileyebilecegi dusiinilmistir. Kurkumin-Smn-norit uzamasi arasinda
varsayilan iliskinin kanitlanabilmesi i¢in tez ¢alismasinda in silico olarak
gosterilen fiziksel baglanmanin in vitro ve in vivo c¢alismalar ile

desteklenmesi dnerilmektedir.

SMN proteini noritlerde KSRP proteini ile baglanmaktadir. Bu protein hicre
iskeletinde mikrotibiil organizasyonunun kurulmasinda gorevli olan MAP2
geni mRNA’sinin noérite tasinmasina aracilik etmektedir. Kurkuminin MAP2
gen ifadesini arttirdigi rapor edilmistir. Tez ¢alismamizin sonuglari ile liteatiir
bilgileri birlikte degerlendirildiginde, kurkumin ile indiklenen norit
uzamasmda MAP2 proteinin rolii olabilecegi disiiniilmiistiir. Bu nedenle
kurkumin aracili norit uzamasinda SMN ile MAP2 proteinlerinin rollerinin
birlikte arastirillmas: Onerilmektedir. Bu sayede uzamanin molekiiler

mekanizmasinin aydinlatilabilmesi mimkin olabilecektir.

Sican kokenli hiicre kiiltiir modeli kullanilarak yapilan bu ¢alismanin
sonuclar ileride yapilacak arastirmalara yol goOsterici nitelik tasimaktadir.
Arastirdigimiz  bilesiklerin tedavi potansiyellerinin kanitlanabilmes1 i¢in
SMA hasta hiicrelerinin yeniden programlanmasiyla elde edilecek olan motor

noron hiicreleri tizerindeki etkilerinin de arastirilmasi 6nerilmektedir.
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