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ÖZET 

Bora Tatar, G. Polifenolik Bileşiklerden Resveratrol ve Kurkuminin Nörit Boyu 

Uzamasına Etkisinin PC12 Hücre Hattında Araştırılması. Hacettepe 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tıbbi Biyoloji Programı Doktora Tezi, 

Ankara, 2012.  Spinal müsküler atrofi (SMA) otozomal resesif olarak kalıtılan ve 

omurilikteki alfa motor nöronların dejenerasyonu sonucu oluşan nörodejeneratif bir 

hastalıktır. SMA hastalığı SMN1 geni mutasyonları sonucu ortaya çıkmakta, genin 

özdeş kopyası olan SMN2 geni ise hastalık ciddiyetini etkilemektedir. Bu genlerin 

ürünü olan SMN proteini tüm hücrelerde sentezlenmesine karşın eksikliğinden en 

fazla motor nöron hücreleri etkilenmektedir. SMN proteininin fonksiyonunu 

araştırmak üzere yapılan in vitro ve in vivo deneysel çalışmalarla SMN proteini 

baskılandığında hücrelerin nörit boyunda kontrole göre kısalma görülmüştür. Bu 

nedenle, SMA hastalığında ortaya çıkan nörit kısalığının düzeltilerek sağlıklı 

hücrelerdeki boyutuna erişmesinin SMA tedavisinde önemli bir adım olacağı 

düşünülmektedir. Bu tez çalışmasında, hasta fibroblast hücrelerinde SMN2 gen 

ifadesini arttırdğı bilinen  resveratrol ve kurkumin adlı polifenolik bileşiklerin nörit 

boy uzamasını indükleyici etkilerinin ve tedavi potansiyellerinin araştırılması 

amaçlanmıştır. Yapılan ön çalışmalarda, 5 µM resveratrol ve 500 nM kurkuminin 

nörit boyu analizleri için uygun olduğu bulunmuş,  3, 5 ve 7 gün süreyle nöron 

benzeri PC12 hücrelerine uygulanmıştır. Kurkuminin 3 günlük inkübasyon sonunda 

nörit boyunu 38 µm, 7 günlük inkübasyon sonunda ise 23 µm uzattığı saptanmıştır. 

Resveratrolün etkisi yalnızca 3. günde gözlenmiş, nörit boyunun 18 µm arttığı 

saptanmıştır. Aynı bileşikler Smn ifadesi baskılanmış PC12 hücre hattına 

uygulandığında nörit uzama hatasını düzeltemedikleri görülmüş ve bileşiklerin etki 

gösterebilmeleri için hücrede Smn proteininin varlığına ihtiyaç duydukları 

saptanmıştır. PC12 hücrelerinde bileşik uygulaması ile indüklenen nörit uzamasının 

Smn protein miktar artışı ile ilişkisi olabileceği düşünülerek çekirdekte bulunan Smn 

proteini Gem sayısı analizi ile araştırılmıştır. İmmunfloresan boyama yöntemi ile 

gerçekleştirilen analizlerde bileşik uygulamalarının çekirdekteki Gem sayılarını 

değiştirmediği saptanmıştır. Hücrelerdeki toplam Smn protein miktarı ise Western 

blot yöntemi ile araştırılmış ve kurkumin uygulanan hücrelerde protein düzeyinin 

değişmediği belirlenmiştir. Yaptığımız çalışmalarda bileşik uygulaması sonrasında 

Smn protein miktarı değişmemesine rağmen nörit uzamasının indüklendiği 

gösterilmiş, bu nedenle kurkuminin Smn proteinine bağlanarak etki edebileceği 

varsayılmıştır. Bağlantı potansiyeli bilgisayar destekli 3 boyutlu modelleme yöntemi 

ile araştırılmış, Smn-kurkumin bağlantısının (Kd: 239.79 µM)  kontrol olarak 

kullanılan valproata oranla daha kuvvetli olduğu görülmüştür. Bu tez çalışması 

sonucunda,  kurkumin ve resveratrol uygulamalarının Smn protein miktarını 

değiştirmeden nörit boyunu uzatabildikleri ve bu uzamanın sağlanabilmesi için 

hücrelerde Smn proteinin bulunması gerekliliği gösterilmiştir.  

Anahtar Kelimeler: Spinal müsküler atrofi, nörit uzama hatası, resveratrol, kurkumin 

Destekleyen Kurum: Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Birimi 

(H.Ü.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, SMN2, 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 µM 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 µm and 23 µm after 

3 and 7 days, respectively.  Neurite outgrowth due to resveratrol has been only seen 

on the 3rd day and was about 18 µm. 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 µM) 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.GİRİŞ           

 Spinal müsküler atrofi (SMA) otozomal resesif olarak kalıtılan 

nörodejeneratif bir hastalıktır (1). SMN1 geni mutasyonları nedeniyle ortaya çıkan 

SMA hastalığında omurilikte bulunan alfa motor nöronların dejenerasyonu ve kas 

atrofisi görülmektedir. SMN1 geninin, SMN2 olarak adlandırılan özdeş bir kopyası 

bulunmaktadır (2). SMN2 geninin 7. ekzonunda bulunan sitozin (C)timin (T)  

değişimi nedeniyle, bu genden sentezlenen transkriplerin yaklaşık % 90’ında 7. 

ekzon atlanmaktadır (2, 3). Ekzon 7 içermeyen hatalı transkriptlerden fonksiyonel 

olmayan protein sentezlenmektedir. SMN2 geninden % 10 oranında tam uzunlukta 

SMN proteini sentezlenmekle birlikte bu miktar hastalık oluşumunu 

engelleyememektedir (4). 

 

  Bireylerin farklı sayıda SMN2 gen kopyaları (1-4) mevcuttur (5). SMN2 

geninin kopya sayısına parallel olarak tam uzunlukta sentezlenen SMN protein 

miktarı da artmakta, bu sayede hastalığın seyri hafiflemektedir. Bu bilgiye 

dayanılarak, SMN2 geninden kodlanan tam uzunluktaki SMN mRNA ve protein 

miktarının arttırılarak hastalık ciddiyetinin hafifletilmesi ve ilerleyişinin 

yavaşlatılması yaklaşımı geliştirilmiştir (6). Konu ile ilgili araştırmalar HDAC 

inhibitörleri olarak adlandırılan bileşikler üzerinde yoğunlaşmış ve bu inhibitörlerin 

SMN2 gen ifadesini arttırdığı bildirilmiştir. Anabilim Dalı’mızda yürütülmüş olan 

bir TÜBİTAK projesi kapsamında, polifenol yapısında olan resveratrol ve 

kurkuminin HDAC inhibitor özelliği olduğu ve SMA  hasta fibroblast hücrelerinde 

SMN2 gen ifadesini  attırdığı gösterilmiştir (7, 8). 

 

 Merkezi sinir sistemi gelişimi için gerekli olan  SMN proteini, tüm hücrelerde 

sentezlenmesine karşın eksikliğinde en fazla motor nöron hücreleri etkilenmektedir 

(9). SMA hastalığındaki durumu taklit etmek üzere nöron benzeri PC12 hücre 

hattında ve model organizmalarda Smn ifadesi baskılandığında nörit boyunun 

kontrole göre kısaldığı rapor edilmiştir (10-12). Bu nedenle SMA hastalarında SMN2 

gen ifadesini attırdığı bilinen resveratrol ve kurkuminin nörit uzunluğu üzerindeki 

etkilerinin araştırılmasına ihtiyaç duyulmuştur. 
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 SMA’lı fibroblast hücrelerinde SMN2 gen ifadesini arttıran resveratrol ve 

kurkuminin, nöron benzeri PC12 hücrelerinde de aynı etkiyi göstereceği ve SMN 

protein miktarını etkileyerek, SMN eksikliğinde görülen nörit kısalığını 

düzeltebileceği varsayılmıştır. Nörit kısalığının düzeltilerek sağlıklı hücrelerdeki 

boyutuna erişmesinin SMA tedavisinde önemli bir adım olacağı düşünülmüştür.  

 

 Bu varsayımlardan yola çıkılarak, polifenolik yapıdaki HDAC 

inhibitörlerinden resveratrol ve kurkuminin  nöron benzeri PC12 hücrelerinde nörit 

boyunu indükleyici etkilerinin ve etki mekanizmasının incelenmesi, böylece tedavi 

potansiyellerinin araştırılması amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Spinal Müsküler Atrofi  (SMA) : Klinik Özellikleri  

 

 Spinal müsküler atrofi (SMA) otozomal resesif olarak kalıtılan 

nörodejeneratif bir hastalıktır (1). Genellikle çocukluk çağı hastalığı olarak kabul 

edilmekle birlikte erişkin dönemde de ortaya çıkmaktadır. Kistik fibrozisten sonra 

ikinci sıklıkta görülen SMA’nın insidası 1/6000- 1/10.000, taşıyıcı sıklığı ise 1/35-

1/50 olarak bildirilmiştir (13-16) . 

 

 SMA, omurilikte bulunan alfa motor nöronların dejenerasyonu sonucu oluşan 

simetrik kas zayıflığı ve atrofi ile karakterize edilmektedir. Klinik semptomları 

arasında hipotoni, gövde ve ekstremite kaslarında ilerleyen simetrik kas zayıflığı, 

parmak ve ellerde tremor, dil kaslarında fasikülasyon bulunmakta olan hastalığın 

başlangıç yaşı ve ciddiyeti bireyler arasında farklılık göstermektedir (17). Bu nedenle 

SMA, Uluslararası SMA Konsorsiyumu kriterlerine göre dört sınıf (Tip I-IV) altında 

tiplendirilmektedir (14, 17, 18) ; 

 Tip I SMA (Werdnig-Hoffman Disease, OMIM #253300): En ciddi tipi olup 

semptomlar doğumu takiben ilk 6 ay içerisinde görülmeye başlar. Oturma 

kabiliyeti olmayan hastalar genellikle solunum yetmezliği nedeniyle 2 yıl 

içerisinde kaybedilirler. 

 Tip II SMA (OMIM #253550): Hastalığın ara formudur.  Bulgular 6-18 ay 

arasında görülmeye başlar. Desteksiz oturabilen hastaların ayağa kalkma ve 

yürüme kabiliyetleri yoktur. 

 Tip III SMA  (Kugelberg-Welander Disease, OMIM #253400) : Hastalığın hafif 

formlarından biri olup 18 aydan sonra bulgu vermeye başlar. Desteksiz ayağa 

kalkabilen ve yürüyebilen hastalar, ilerleyen dönemlerde tekerlekli sandalyeye 

bağlı olarak yaşamlarına devam ederler. 

 Tip IV SMA (OMIM #271150): Hastalığın en hafif formudur. Semptomlar 

otuzlu yaşlarda görülmeye başlayıp yavaş ilerler. 
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2.2. Spinal Müsküler Atrofi  (SMA) : Moleküler Genetik Özellikleri  

 

2.2.A. Survival Motor Neuron (SMN) Geni 

 

 SMA hastalığından sorumlu olan Survival motor neuron (SMN) geni, 1995 

yılında Lefebvre ve diğ. (2) tarafından tanımlanmıştır.  5q11.2-13.3 kromozom 

bölgesinde yerleşmiş olan genin insanlarda telomerik (SMN1, OMIM #600354) ve 

sentromerik (SMN2  OMIM #601627) olmak üzere iki kopyası mevcuttur (2, 19). 

SMN genleri inversiyon ve duplikasyonları içeren 500 kb’lık bir bölge içinde 

bulunmaktadır. Bu bölgede SMN genleri dışında; GTF2H2 (general transcription 

factor II H), NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein) ve SERF1  (small EDRK-

rich factor 1) genleri de bulunmaktadır (Şekil 2.2.1a ve b). SMA hastalığı SMN1 

geni mutasyonlarıyla ortaya çıkmaktadır (20). 

 

a 

 

 

 

b 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2.1. SMN geninin yerleştiği 500 kb’lık genomik bölge (a) SMN1 ve SMN2 

genlerinin yerleşimleri, (b) ekzonları ve nükleotid farklılıkları (20). 
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 Herbiri 27 kb uzunlukta olan ve 9 ekzondan (1, 2a, 2b, 3-8) oluşan SMN1 ve 

SMN2 genleri, promotor bölgeleri dahil % 99 oranında benzer olmakla birlikte 

aralarında 5 nükleotidlik fark bulunmaktadır (3, 21, 22) (Şekil 2.2.1). Bu farklardan 

en önemlisi 7. ekzondaki sitozin (C)timin (T)  transisyonudur. SMN2 geninde 

bulunan T nükleotidi, splicing’in doğruluğunu kontrol eden ve bulunduğu ekzonun 

olgun mRNA içinde yer almasını sağlayan exonic splicing enhancer (ESE) dizisini 

bozarak exonic splicing silencer (ESS) dizisinin oluşmasına neden olmaktadır. Bu 

nedenle, ESE dizilerine bağlanması gereken serin (S) ve arjinin (R) amino asitlerince 

zengin SR protein ailesinin bağlantısı bozulmakta ve yeni oluşan ESS dizilerine 

heteronükleer ribonükleoprotein (hnRNP) ailesi bağlanmaktadır. Sonuç olarak 

splicing hatalı gerçekleşmekte ve transkriplerin yaklaşık % 90’ında 7. ekzon 

atlanmaktadır (Δ7-SMN). 7. ekzonu bulunmayan transkriptlerden sentezlenen kısa 

SMN proteini oligomerizasyon özelliğini kaybedip kararsızlaşmakta ve hızla 

yıkılmaktadır (Şekil 2.2.2). SMN2 geninden % 10 oranında sentezlenen tam 

uzunluktaki SMN proteini (FL-SMN) ise hastalığı engelleyecek miktarda değildir 

(23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2.2.  SMN1 ve SMN2 genleri arasındaki farklılık (9) 
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2.2.B. SMN1 Geninde Saptanan Mutasyonlar ve Moleküler Genetik Tanı 

 

 SMA hastalığı SMN1 genindeki mutasyonlar sonucu ortaya çıkmaktadır. 

Günümüze kadar SMN1 geninde delesyon başta olmak üzere, yanlış anlamlı, 

anlamsız, çerçeve kayması ve splice bölge mutasyonları dahil toplam 59 farklı 

mutasyon saptanmıştır (24). SMA hastalarının SMN1 geninde en sık bulunan 

mutasyon tipi 7 ve 8. ekzonlardaki homozigot delesyonlardır (% 90-94) (20, 25). Bu 

mutasyon Türk hastalarda % 93 oranında görülmektedir (26, 27).  

  

 SMA hastalığının moleküler genetik tanısı için PCR-RFLP yöntemi ile 

delesyon analizi yapılmaktadır. Amplifikasyon ürünleri, ekzon 7 analizi için Dra I, 

ekzon 8 analizi için ise Dde I restriksiyon endonükleaz enzimleri ile kesilmektedir. 

Her iki enzim de nükleotid farklılıkları nedeniyle SMN2’yi kesebilmekte, böylece 

SMN1 ve SMN2 genleri birbirlerinden ayrılarak incelenebilmektedir. Taşıyıcı 

tanısında ise kantitatif real-time PCR yöntemi ile SMN1 geni kopya sayısı analizi 

yapılmaktadır (20, 28, 29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

2.2.C. SMN2 Geni Kopya Sayısı 

 

 SMN geninin genomda bulunduğu 500 kb’lık bölge hareketli ve kararsız bir 

bölgedir. Evrimsel süreçte bu bölge duplikasyona uğramış ve SMN2 geni 

oluşmuştur.(5) Sadece insanlarda bulunan SMN2 geninin seçici bir avantaj sağladığı 

düşünülmekte, fare ve sıçanlarda tek kopya halinde bulunan gende meydana gelen 

mutasyonların embriyonik letaliteyle sonuçlanması  bu görüşü desteklemektedir (30). 

  

 SMN2 geninin de farklı sayıda kopyaları (1-4) mevcuttur. SMN1 geninin 

gene conversion ile SMN2 genine dönüştüğü ve bu sayede SMN2 gen kopya 

sayılarının arttığı düşünülmektedir (31). SMN2 geninin kopya sayılarındaki artışa 

parallel olarak tam uzunlukta SMN protein miktarı da artmaktadır. SMN2 geninden 

sentezlenen tam uzunlukta protein oranı tip I hastalarda % 20’iken, tip III hastalarda 

bu oran % 40’a çıkmaktadır. SMN2 gen kopyaları fazla olan kişilerin hastalıklarının 

hafif seyretmesi nedeniyle, SMN2 geni hastalığı modifiye edici gen olarak kabul 

görmektedir (Şekil 2.2.3) (32-34).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2.3. Gene conversion ile SMN2 kopya sayısı artışının ve hastalık 

ciddiyetindeki azalmanın şematik gösterimi (4). 

 

Hastalık ciddiyeti azalmaktadır 
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2.2.D. SMN Proteini ve Fonksiyonları 

 

 SMN gen ürünü olan SMN proteini (Uniprot #Q16637) 294 amino asit 

uzunluğunda olup 38 kDa ağırlığındadır.  SMN, evrimsel olarak yüksek oranda 

korunmuş bir proteindir. SMN proteininin varlığı omurgalı canlıların yanı sıra 

omurgasızlarda (Drosophila melanogaster ve Caenorhabditis elegans) ve tek hücreli 

ökaryotlarda da (Schizosaccharomyces pombe) gösterilmiştir. Hayvan modellerinde 

SMN yokluğunun embriyonik letaliteye neden olduğu saptanarak SMN proteininin 

gelişim için gerekli ve yaşamsal önemi olduğu gösterilmiştir (35-37). 

 

 SMN protein seviyesi gelişimsel ve doku-spesifik olarak kontrol edilmektedir 

(38). Embriyonik ve erken postnatal dönemlerde SMN ifadesi en yüksek düzeyde 

olup doğumla birlikte azalmaktadır (39, 40). SMN proteini en fazla omurilik, beyin, 

böbrek ve karaciğer dokularında bulunmaktadır. İskelet ve kalp kasında orta 

düzeyde, fibroblast ve lenfositlerde ise düşük düzeyde sentezlenmektedir (33). 

 

 SMN proteininin hücre çekirdeğinde Gem (Gemini of coiled bodies) adı 

verilen küresel yapılarda ve sitoplazmada bulunduğu gösterilmiştir (Şekil 2.2.4 a) 

(41, 42). Gem sayısı hücrelerdeki SMN miktarını yansıtmakta olup hastalık tiplerinin 

ayrılmasında önemli bir araç olarak kabul edilmektedir. Sağlıklı bireylerde 100 

çekirdek başına düşen Gem sayısının 90, tip I hastalarda  3-8, tip II hastalarda 15-29, 

tip III hastalarda ise 30 olduğu gösterilmiştir (33).  

 

 SMN protein yerleşimi hücre tipine göre farklılık göstermektedir (Şekil 2.2.4 

b-d). Örneğin iskelet ve kalp kası hücrelerinde sarkomerik z-disklerde, nöron ve 

nöron-benzeri hücrelerde ise nöritlerde yani akson ve dendritlerde bulunan SMN 

proteininin nöritlerin dallanma noktaları ve uç kısımlardaki büyüme bölgelerinde 

yoğunlaştığı gösterilmiştir (11, 43, 44)  
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Şekil 2.2.4. SMN proteinin farklı hücre tiplerindeki lokalizasyonu. 

 a. Fibroblast hücresi; ok ucu Gem (SMN kırmızı) b. İskelet kası hücresi, c. Nöron 

benzeri PC12 hücresi, d.motor nöron (SMN yeşil) (11, 33, 44, 45) 

 

  

 SMN proteininin N-terminal ucunda nükleik asit bağlama ve Tudor 

domainleri, C-terminal ucunda ise poli-prolin domaini ve Y/G kutusu bulunmakta 

olup oligomerizasyonu sağlayan domainler mevcuttur (Şekil 2.2.5) (46). Oligomerik 

bir protein olan SMN, yapısındaki bu domainler sayesinde hücrelerin farklı 

kompartmanlarında yer alan proteinlerle etkileşerek fonksiyon görmektedir. SMN 

proteini snRNP biyogenezi ve öncül mRNA molekülünün splicing’inde fonksiyon 

gören Gemin proteinleri başta olmak üzere RNA metabolizması, transkripsiyon ve 

hücre iskeletiyle ilgili çok sayıda protein ile ilişkiye girmektedir (46-49). 

a b 

c d 
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Şekil 2.2.5. SMN proteini domainleri (46) 

 

 

 

 

SMN Proteininin “RNA Splicing” Fonksiyonu  

 

 SMN proteininin RNA splicing mekanizmasındaki fonksiyonu iyi 

tanımlanmıştır.  RNA splicing, 5’ başlıklama ve 3’ poliadenilasyon ile birlikte, öncül 

mRNA (pre-mRNA) molekülünün olgun mRNA’ya dönüşmesi için gereken 

modifikasyonlardan biridir. Splicing tipi modifikasyonda, protein kodlamayan 

intronik diziler çıkartılmakta ve kodlayan diziler olan ekzonlar biraraya 

getirilmektedir (50, 51).  

 

 Splicing mekanizmasında spliceosome kompleksi kilit rol oynamaktadır. 

Spliceosome U1, 2, 4, 5 ve 6 olarak adlandırılan 5 farklı small nuclear RNA (snRNA) 

molekülü ile proteinlerin biraraya gelmesiyle kurulmaktadır. SMN bu kompleksteki 

birleştirici unsurdur. Oligomerize SMN proteininin Gemin 2, 3, 5 ve 8 proteinlerine 

direkt olarak bağlanmasıyla oluşan iskelet yapısına Gemin 7, 6, 3, 4 ve unrip 

proteinleri bağlanmaktadır. Bu şekilde oluşan SMN kompleksine Sm proteinlerinin 

ve snRNA moleküllerinin de katılmasıyla small nuclear ribonucleoprotein particle 

(snRNP)’lar oluşmaktadır. Farklı snRNP’ler biraraya gelerek splicing’in özgül ve 

doğru bir şekilde gerçekleşmesi sağlanmaktadır (52) (Şekil 2.2.6).  SMN yokluğunda  
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snRNP’lerin bir araya gelememesi nedeniyle splicing hataları ortaya çıkmaktadır (9, 

46, 53). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2.6.  SMN proteininin RNA splicing’deki rolü (48, 51) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekzon 1 Ekzon 2 
Dallanma noktası 

İntronların kesilmesi 
Ekzonların 
birleştirilmesi 
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 SMN Proteininin Motor Nöron Spesifik Fonksiyonları 

 

 İnsan vücudunda bulunan yaklaşık 100 milyon adet kas fibrili, 120.000’den 

fazla motor nöron tarafından inerve edilmektedir. Erişkin bir bireydeki motor 

nöronlar, inerve ettikleri kas tipine göre α, β ve γ olarak sınıflandırılmakta olup SMA 

hastalığında α -motor  nöronlar dejenere olmaktadır.  α -motor  nöronlar, beyin kökü 

ve omurilikten çıkarak ekstrafuzal iskelet kaslarını inerve etmekte ve bu sayede kas 

kasılmasını sağlamaktadır (54). Motor nöronların fonksiyon görebilmesi ve kas 

kasılmasının sağlanabilmesi için hücre morfolojilerinin doğru şekillenmesi 

gerekmektedir. Nöronlar morfolojik olarak polarize hücreler olup hücre gövdesinden 

perifere doğru uzanan uzantılara sahiplerdir. Uzantılar hücre gövdesi çapının iki katı 

uzunluğuna eriştiğinde nörit olarak tanımlanır. Hücre farklılaşması sırasında 

nöritlerin bir tanesi diğerlerine oranla daha hızlı uzayarak  akzonu oluşturmaktadır 

(55). Hücre gövdesinden çıkan kısa ve fazla dallamış uzantılar ise dendrit olarak 

adlandırılmaktadır. Akzon ve dendritler moleküler ve fonksiyonel düzeyde farklı 

olup, dendritler hücreye gelen sinyalin alınmasından, akzon ise bu sinyalin sinir ve 

kas hücrelerine iletilmesinden sorumludur.  

  

 Nörit yapısının kurulmasında görevli temel hücre iskelet elemanı 

mikrotübüller olup nörit uzaması mikrotübül polimerizasyonu ile sağlanmaktadır. 

Mikrotübülün yapı taşları olan α ve β tübülin proteinleri birleşerek protofilamenti 

oluşturmakta, yaklaşık 13 adet protofilament ise uzun ve silindirik yapıdaki 

mikrotübülü meydana getirmektedir (56). Tubülin proteinleri hücre gövdesinde 

sentezlendikten sonra nörit ucuna doğru taşınmakta, mikrotübüllerin (+) ucuna 

eklenmekte, böylece mikrotübül uzaması gerçekleşmektedir.  Mikrotübülün (-) 

ucunun depolimerize olması ise nöritin kısalmasına neden olmaktadır (55). Dinamik 

olan bu yapının regülasyonunda mikrotübül asosiye proteinler (MAP), depolimerize 

edici proteinler ve stabilize edici faktörler gibi çeşitli proteinler de önemli rol 

oynamaktadır (57).   

 

 Nöritlerin uç kısımlarında büyüme bölgeleri yer almaktadır. Büyüme 

bölgeleri sayesinde nöritler hedefleri olan sinir ve kas hücrelerine doğru yönelerek 
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uzamakta (guidance), hedefe ulaştıkları zaman ise dallanmaktadır. Aktin, büyüme 

bölgelerinin oluşumundan,  guidance ve dallanmadan sorumlu ana proteindir. 

Nöronlarda sıklıkla aktinin β ve γ izoformları bulunmaktadır. Serbest bulunan G-

aktin monomerleri birleşerek filamentöz aktini (F-aktin) oluşturmakta ve nörit 

uzaması için F-aktin miktarının artması gerekmektedir (56). F-aktin uzayan uç 

kısımlarda paralel sıralanmış demetler (bundle) halinde ve orta kısımlarda ise ağ 

şeklinde bulunmaktadır. Aktin iskeletinin dinamiği, aktine bağlanan aksesuvar 

proteinler tarafından sağlanmaktadır. Büyüme bölgesinde ağ şeklinde bulunan F-

aktin ile mikrotübül iskeletinin birbirinden kopuk olmadığı ve MAP proteinleri ile 

bağlandıkları  gösterilmiştir (58). 

 

 SMN proteini tüm hücrelerde sentezlenmekte ve fonksiyon görmekte 

olmasına karşın eksikliğinden en fazla motor nöron hücreleri etkilenmektedir. SMN 

proteininin en iyi tanımlanmış olan RNA splicing fonksiyonu ise hastalıkta görülen 

hücre seçiciliğini açıklamakta yetersiz kalmaktadır. Son yıllarda yapılan in-vitro ve 

in-vivo çalışmaların ışığı altında, spesifik motor nöron dejenerasyonunun 

açıklanabilmesi için iki görüş öne sürülmektedir (9). 

 

 Bu görüşlerden ilki SMN protein eksikliğinde, motor nöronlara özgül olan 

genlerin splicing’inin bozulmasıdır (59). SMN eksikliğinde çekirdekteki snRNP’lerin 

bir araya gelmesinin zorlaştığı bilinmekle birlikte splicing hatalarının hastalığın ileri 

evrelerinde ortaya çıkması, hastalığın patolojisinde splicing hatalarının ikincil sırayı 

aldığını düşündürmektedir.  Bununla birlikte, nöritlerde yerleşim gösteren SMN 

proteini snRNP oluşumunda görevli Sm proteinleri ile birlikte bulunmamaktadır. 

SMN’in nöritlerde splicing dışında fonksiyon gören başka proteinlerle bağlandığının 

gösterilmesi, nöritteki rolünün farklı olduğunu düşündürmektedir (60-63). 

 

 Motor nöron seçiciliği ile ilgili diğer bir görüş ise SMN proteininin motor 

nöronlarda splicing dışında başka fonksiyonları olduğu ve  protein seviyesindeki 

azalma ile bu fonksiyonların gerçekleştirilemediğidir (9, 61). İnsanda embriyonik 

gelişim süreci incelendiğinde, SMN ifadesinin merkezi sinir sisteminde en yüksek 

düzeyde olduğu ve doğumla birlikte azaldığı gösterilmiştir. Bu nedenle SMN’in 
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merkezi sinir sistemi gelişimi için gerekli olduğu ve eksikliğinde nöronal gelişim 

hatalarının ortaya çıktığı düşünülmektedir (64). Ayrıca, SMN eksikliğinde 

nöromüsküler bağlantı bölgelerinin gelişiminde de hatalar saptanmıştır. Pre-sinaptik 

akzonal büyüme bölgelerindeki kalsiyum kanallarının yerleşimi ve akzonal kalsiyum 

geçişi bozulmakta, nörofilament birikimi artmakta, sinaptik vezikül yoğunluğu ve 

nörotransmitter salınımı azalmakta ve hücre uyarımı bozulmaktadır (37, 65-70). 

SMN’in nöromüsküler bağlantı bölgelerinde fonksiyon gören proteinlerin akzon 

boyunca taşınmasına aracılık ettiği, SMN protein seviyesindeki azalmanın bu 

nedenle nöromüsküler bağlantı hatalarına neden olduğu düşünülmektedir (11, 45). 

 

 SMA’lı hasta bireylere ait postmortem nöropatolojik örneklerde omurilikte 

yanlış yerleşim gösteren,  akson ve dendrit hatası bulunan ve sinaps oluşturamayan 

nöronlara rastlanmıştır (71). Histolojik bulguları destekler şekilde, tip I SMA’lı 

bireylerin fibroblast hücrelerinin yeniden programlanması yoluyla elde edilen 

indüklenmiş pluripotent kök hücreler, motor nöron hücrelerine farklılaştırıldığında 

nörit uzama hataları saptanmıştır (72). Benzer bulgular,  nöron benzeri PC12 hücre 

hattında da gözlenmiş,  Smn ifadesi baskılandığında hücre farklılaşmasının azaldığı 

ve nörit uzunluklarının kontrole göre kısa olduğu rapor edilmiştir (Şekil 2.2.7). Bu 

hücrelerde vektör ile dışarıdan Smn eksprese ettirildiğinde nörit uzamasının tekrar 

düzeldiği belirtilerek nörit uzama hatasının spesifik olarak Smn eksikliğinden 

kaynaklandığı gösterilebilmiştir (10). SMA’lı hayvan modelleriyle yapılan 

çalışmalarda da benzer sonuçlar elde edilmiştir. Smn ifadesi baskılanmış zebrafish 

modelinde motor akzonların uzamasında, uzantıların yerleşimlerinde ve 

dallanmasında hatalar saptanmıştır (12). SMA’lı fare modellerinden kurulan primer 

motor nöron kültürlerinde ise akzon boyunun kontrole göre kısa olduğu saptanmış ve 

akzonun uç kısımındaki büyüme bölgesinin boyutlarının kontrole göre daha küçük 

olduğu gösterilmiştir (11, 67) (Şekil 2.2.7).  
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Şekil 2.2.7. (a) SMN ifadesi baskılanmış PC12 , (b) fare primer motor nöron 

hücreleri ve (c) zebrafish modelinde görülen nörit uzama hataları (ok kısa nöritleri 

işaret etmektedir) (10-12) 

 

 SMN eksikliğinde hücre iskelet proteinlerinin yapılarının ya da 

yerleşimlerinin bozulduğu ve bu nedenle nörit boyunun kısaldığı hipotezi üzerinde 

durulmaktadır. SMN eksikliğinde hücre iskeletiyle ilişkili GAP-43 proteini ve  F-

aktin hatalı yerleşim göstermekte, nörofilamentler nöritlerde birikmekte, normalde 

nörit uzamasını inhibe eden Rho A-GTP protein ifadesi artmakta, nörit uzamasını 

indükleyen Cdc42-GTP’nin miktarı ise azalmaktadır (10). Ayrıca SMN eksikliğinde, 

aktine bağlanan profilin IIa ve aktin filamentini destekleyen plastin 3 proteinlerinin 

ifadeleri artmaktadır (10, 73). Aktin dinamiğindeki değişikliklerin SMA 

patogenezinin temeli olduğuna dair görüşler hakim olmakla birlikte SMN 

eksikliğinde mikrotübül yapısında da hatalar saptanmıştır. SMA’lı fare modelinde 

mikrotübülü destabilize eden statmin proteininin miktarı yüksek bulunmuş,  SMN 

eksikliğinde polimerize tubulin ve βIII-tubulin miktarları ile mikrotübül 

yoğunluğunun azalmış olduğu gösterilmiştir (74). Ayrıca karın kasını inerve eden 

nöronların presinaptik terminalinde normalde ince ve kalın demetler halinde organize 

olan mikrotübüllerin SMA’lı farede dağınık yerleşim gösterdiği bildirilmiştir (69). 

SMN proteininin motor nöron hücrelerindeki fonksiyonları ile ilgili çok fazla 

araştırma bulunmasına rağmen fonksiyonları henüz tam olarak aydınlatılabilmiş 

değildir. 

a b c 

Kontrol 

Smn ifadesi  

baskılanmış 
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 2.3. SMA’da Tedavi Yaklaşımları 

 

 SMA hastalığının moleküler patogenezi henüz net olarak anlaşılamamış 

olmasına rağmen elde edilen bulgular tedaviye yönelik bazı yaklaşımların ortaya 

çıkmasını sağlamıştır. Tüm yaklaşımlardaki ortak amaç semptomların ortadan 

kaldırılması veya hafifletilerek hastalığın ilerleyişinin yavaşlatılması olup tedaviye 

yönelik çalışmalar 3 ana başlık altında toplanmaktadır (6, 75-81);   

 

1.  SMN2 geninden kodlanan tam uzunluktaki SMN mRNA ve protein miktarının 

arttırılması 

 

 SMN2 geni promotor aktivasyonu 

 SMN2 splicing’inin düzeltilerek ekzon 7 atlanmasının engellenmesi 

 Tam uzunlukta SMN protein stabilizasyonunun arttırılması  

 SMN2 dur kodonunun atlatılarak Δ7-SMN proteinin boyunun uzatılması ve 

stabilitesinin arttırılması 

 

2.  Kök hücre tedavisi ve gen tedavisi ile SMN protein eksikliğinin giderilmesi 

 

3. Nörotropik ve nöroprotektif faktörler aracılığıyla motor nöron dejenerasyonun 

önlenmesi 

 

 Bu yaklaşımlardan ilki olan ve SMN2 geninden yararlanılarak tam uzunlukta 

SMN proteini elde etmek üzere yapılan araştırmalarda histon deasetilaz inhibitor 

grubu ümit verici olarak düşünülmektedir (82, 83). 
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2.3.A. Histon Deasetilaz İnhibitörleri 

 

 DNA, histon ve histon olmayan proteinlerle sıkıca paketlenerek kromatin 

yapısını oluşturmaktadır. Kromatin yapısında H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olmak üzere 

5 tip histon proteini bulunmaktadır. 146 baz çiftlik DNA 1,65 dönüş yaparak histon 

oktameri  (2H2A, 2H2B, 2H3 ve 2H4) üzerine sarılmakta, H1 ve bağlaç DNA’nın bu 

yapıya katılmasıyla paketlenmenin temel birimi olan nükleozom yapısı oluşmaktadır 

(84). Histon proteinlerinin amino kuyruk bölgeleri nükleozomun dışarısında kalarak 

post-translasyonel modifikasyonlar geçirmektedir (85, 86). Bu modifikasyonlardan 

biri asetilasyondur. Histon proteinlerine asetil gruplarının histon asetil transferaz 

(HAT) enzimleri tarafından takılmasıyla kromatin yapısı gevşeyerek transkripsiyon 

gerçekleşmektedir. Asetilasyon geri dönüşümlü olup asetil gruplarının çıkartılması 

histon deasetilaz (HDAC) enzimleri tarafından katalizlenmektedir (85). Lizin amino 

asitlerinden asetil gruplarının çıkartılmasıyla kromatin tekrar sıkılaşmakta ve 

transkripsiyon baskılanmaktadır. Günümüze kadar 18 adet HDAC isofomu 

tanımlanmış olup sınıf I (HDAC 1, 2, 3, 8), sınıf II (HDAC 4, 5, 6, 7, 9, 10), sınıf III 

(SIRT 1-7) ve sınıf IV (HDAC 11) olmak üzere 4 grupta incelenmektedir (87). 

 

 HDAC enzimlerinin aktivitelerini baskılayan, farklı yapısal özelliklere ve 

etkinliklere sahip histon deasetilaz inhibitörleri geliştirilmiştir (88, 89). İnhibitörler 

fonksiyonel grup, hidrokarbon zinciri ve başlık kısmı olmak üzere 3 temel bileşen 

içermektedir (Şekil 2.2.8). Sınıf I ve II HDAC’lar üzerine etki gösteren inhibitörler 

fonksiyonel gruplarına göre hidroksamatlar, siklik tetrapeptidler, benzamidler, 

elektrofilik ketonlar ve karboksilik asitler olarak sınıflandırılmaktadır (89). 

 

 HDAC inhibitörleri kullanılarak histonların asetilli halde kalmaları, böylece 

gen ifadesinin aktivasyonu amaçlanmaktadır (Şekil 2.2.8). İnhibitör uygulanan 

hücrelerde genlerin % 7-10’unun ifade düzeyleri değişmekle birlikte, transkripsiyon 

faktörleri ve hücre iskelet elemanları gibi histon olmayan proteinler de asetile 

edilmektedir (88, 90).  Bu nedenle HDAC inhibitörleri kanserin yanısıra SMA, 

Amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve Huntington gibi nörodejeneratif hastalıkların 
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tedavisine  yönelik olarak da araştırılmaktadır. Bazı inhibitörler ile klinik faz 

çalışmalarına başlanmıştır (90).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2.8. HDAC inhibitörlerinin yapısal özellikleri ve etki mekanizması 
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2.3.B. SMA Tedavisinde HDAC İnhibitörlerinin Rolü 

 

 SMN2 gen kopya sayısı fazla olan SMA hastalarında hastalığın hafif 

seyretmesi tedavi araştırmalarına temel teşkil etmektedir. HDAC inhibitörlerinin 

etkilerinin SMN2 gen promotoru ve/veya splicing üzerine olduğu gösterilmiştir. 

SMA tedavisi amacıyla karboksilik asitler (sodium bütirat, fenil bütirat, sodium fenil 

bütirat, valproat), hidroksamatlar (TSA, SAHA, Panobinostat) ve benzamid (M344) 

grubu HDAC inhibitorlerinin etkileri araştırılmış ancak henüz tedavi amacıyla 

kullanılmaya başlanmamıştır (91-100). Yarı ömürlerinin az olması ve/veya sitotoksik 

etkileri klinik uygulamaları sınırlamaktadır. Etkisi en fazla araştırılan HDAC 

inhibitörü valproat olup klinik araştırmalar faz II evresine ulaşmıştır. Valproat ile 

gerçekleştirilen klinik faz çalışmalarında hastaların yaklaşık %35’i uygulamalara 

olumlu cevap vermiştir.  Yarı ömrünün diğer inhibitörlere göre uzun olması (8-10 

saat) ve yan etkilerinin azlığı klinik uygulamalar açısından avantaj sağlamaktadır. 

(101, 102).  

  

 SMA tedavisinde kullanılabilecek etkin bir ilacın henüz geliştirilememiş 

olması nedeniyle HDAC inhibitörü özelliğine sahip yeni bileşikler tasarlanmakta ve 

SMN2 geni üzerindeki etkileri araştırılmaktadır. Anabilim Dalı’mızda 2006-2009 

yılları arasında yürütülmüş olan TÜBİTAK KAMAG projesi kapsamında, SMA 

tedavisinde kullanılabilecek, karboksilik asit grubu HDAC inhibitörlerinden 

literatürde bildirilenlerden daha etkili olanların geliştirilmesi amaçlanmış, yapı-

aktivite ilişkileri göz önüne alınarak modifiye edilen bileşikler türevlendirilmiş ve 

SMA’lı hasta fibroblast hücrelerine uygulanarak in-vitro ortamda tedavi edici etkileri 

araştırılmıştır. Araştırılan bileşikler arasında polifenol yapısında olan resveratrol ve 

kurkumin aktif bulunmuş, nöroprotektif özellikleri de dikkate alınarak fonksiyonel 

araştırmalara değer görülmüştür (7, 8, 103).  

 

 Polifenoller, yapısal olarak birden fazla fenol halkası içeren, bitkisel kökenli 

doğal bileşikler olup insan diyetinde  önemli yer tutmaktadır. Günümüze kadar 8000 

farklı polifenolik bileşik tanımlanmıştır. Bu bileşikler kimyasal yapılarına göre 
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flavonoidler ve flavonoid-olmayanlar şeklinde gruplandırılmaktadır (104, 105). 

Polifenolik bileşiklerin farklı hücresel hedefleri olup, anti-oksidatif, anti-

inflamatuvar, anti-karsinojenik, kardiyoprotektif ve nöroprotektif özellikleri 

tanımlanmıştır. Biyolojik etkilerinin yaygın olması nedeniyle polifenolik bileşiklerin 

kanser, kardiyovasküler ve nörodejeratif hastalıklardaki tedavi potansiyelleri 

araştırılmaktadır. Besinlerle alınabilmeleri, farmakolojik olarak güvenilir olmaları ve 

kan beyin bariyerini geçebilmeleri tedaviye yönelik çalışmaları kolaylaştırmaktadır 

(106, 107). 

 

 Resveratrol (trans-3,4’,5-trihidroksistilben) üzüm, kırmızı şarap, yer fıstığı, 

ve dut içeriğinde bulunan flavonoid-olmayan bir polifenoldür (Şekil 2.2.9) (104, 

108). Önceki çalışmalarımızda resveratrolün pan-HDAC inhibitorü (IC50: 650 µM) 

olduğu ve SMA tip I hasta fibroblast hücrelerine uygulandığında SMN2 mRNA ve 

protein ifadesini 1.3 kat arttırdığı gösterilmiştir (7).  

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2.9. Resvertrolün kimyasal yapısı 

 

 Kurkumin diğer bir flavonoid-olmayan polifenolik bileşiktir (Şekil 2.2.10) 

(104). Curcuma longa bitkisinden ekstrakte edilen kurkumin sarı renkte olup 

zerdeçal, köri ve hardal içeriğinde yüksek oranda bulunmakta, ayrıca besin, ilaç ve 

kozmetik ürünlerinde renklendirici olarak kullanılmaktadır. Önceki çalışmalarımızda 

kurkuminin pan-HDAC (IC50: 115 µM) ve HDAC 8 (IC50: 642 µM) inhibisyon 

aktivitesi gösterdiği ve SMA tip I hasta fibroblast hücrelerinde SMN ifadesini 1.6 kat 

arttırdığı gösterilmiştir (8, 103) 
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Şekil 2.2.10. Kurkuminin kimyasal yapısı 

 

 

 SMA hastalığında motor nöronlarda SMN protein eksikliğine bağlı olarak 

ortaya çıkan nörit kısalığının düzeltilmesinin in-vitro SMA tedavisinde önemli bir 

adım olacağı düşünülmüştür. Bu nedenle, tez çalışmasında SMA tip I hasta fibroblast 

hücrelerinde gen ifadesi düzeyinde etkili olduğu gösterilmiş olan resveratrol ve 

kurkuminin,  nöron benzeri  PC12 hücrelerinde nörit boyu uzunluğunu indükleyici 

etkileri incelenerek bileşiklerin tedavi potansiyelleri araştırılmıştır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Çalışmalarda Kullanılan Hücre Hatları 

 

 Çalışmalarda PC12 ve Smn ifadesi baskılanmış PC12 hücre hatları 

kullanılmış olup hücreler “Canada Ottawa Research Health Institute, Neuromuscular 

Diseases” laboratuvarı  (Prof. Dr. Rashmi Kothary) tarafından laboratuvarımıza 

bağışlanmıştır. 

 

 PC12, sıçan böbrek üstü bezinin medullasında oluşan nöroendrokrin tümör 

hücrelerinden kurulmuş bir hücre hattıdır. Kültür ortamına sinir büyüme faktörünün 

(NGF) eklenmesiyle hücre bölünmesi durmakta, nörit uzantıları oluşmakta ve 7 gün 

sonunda hücreler sempatik nöronlara farklılaşmaktadır.  

 

 Smn ifadesi baskılanmış PC12 hücre hattı, Smn-sh-RNA vektörünün 

transfeksiyonu ile oluşturulmuş olup Smn proteinin sentezi kalıcı olarak % 85 

oranında baskılanmıştır.  

 

3.2. Çalışmalarda Kullanılan Kimyasal Malzeme ve Solüsyonlar 

 

3.2.A. PC12 Hücre Hattı Kültür Koşulları 

 

Hücre Kültür Kaplarının Kaplanması: 

 

Sıçan kollajen tip I (Trevigen, Cultrex)             :1mg/ml distile su (dH2O) 

 

Hücre Kültürü Çoğaltma Ortamı: 

 

DMEM (4,5 g/l D-glukoz) (Biochrom AG)  : 164 ml 

At serumu (HS) (%10) (Gibco)   : 20 ml 

Fötal dana serumu (FBS) (%5) (Biochrom)  : 10 ml 
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Esansiyel olmayan amino asit (%1) (Gibco)  : 2 ml 

L-glutamin (200 mM, %1) (Biochrom)  : 2 ml 

Antibiyotik/antimikotik (%1) (Gibco)  : 2 ml 

(Penisilin/Streptomisin/Amfotericin/Penisilin G sodyum tuzu/Streptomisin 

sülfat/ Amfoterisin B; 10.000U/10.000µg/25 µg)  

 

Hücre Kültürü Farklılaştırma Ortamı: 

 

DMEM (4,5 g/l D-glukoz)     : 192 ml 

FBS (%1)       : 2 ml 

Esansiyel olmayan amino asit (%1)    : 2 ml 

L-glutamin (%1)     : 2 ml 

Antibiyotik/antimikotik (%1) (Gibco)  : 2 ml 

Sinir büyüme faktörü 2.5S (NGF) (Millipore) : 100 ng/ml 

 

Hücre Dondurma Ortamı: 

 

%90 FBS       : 3.6 ml 

%10 Dimetil sülfoksit (DMSO) (AppliChem) : 0.4 ml 
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3.2.B. Smn ifadesi baskılanmış PC12 Hücre Hattı Kültür Koşulları 

 

 Smn ifadesi baskılanmış hücreler, PC12 hücreleri ile benzer şekilde kültüre 

edilmektedir. Smn ifadesi baskılanmış hücrelerinin seçilimi amacıyla hücre kültürü 

çoğaltma ve farklılaştırma ortamına Geneticin (G418) (Invitrogen, 1mg/ml) 

antibiyotiği eklenmektedir.   

 

3.2.C. Bileşik Ana Stok Konsantrasyonları 

 

Kurkumin      : 1.15 mg/ml DMSO (3125 µM) 

C21H20O6 (Sigma)    

 

Trans-Resveratrol      : 1.4 mg/ml DMSO (6250 µM) 

 C14H12O3 (Sigma)   

 

Valproat (VPA)      : 8.3 mg/ml 1 X Phosphate 

C8H15NaO2 (Sigma)     buffered saline (PBS, Medicago) 

       (50.000 µM) 

  

3.2.D. İmmunfloresan Boyama 

 

Hücre Canlılığı Analizi 

 

Paraformaldehit (% 4, Sigma)    : 40 mg/ml 1 X PBS 

 

4′,6-diamidino-2-phenylindole, dilactate   : 5 mg/ml dH2O 

(DAPI, dilactate) (Invitrogen, molecular probes)   
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Gem Sayısı Analizi 

 

Poli-L-Lizin (Sigma) solüsyonu     : % 0.01 w/v 

 

Laminin (R&D Systems,Cultrex)     : 20 µg/ml 

 

Metanol % 100, soğuk (Merck)     : 2 ml 

 

1 X PBS        : 2 ml 

 

Anti-SMN primer antikor (BD Biosciences)    : 1:100 

 

Alexa-flour 488 Sekonder antikor (İnvitrogen)   : 1:500 

 

DAPI          : 5 mg/ ml dH2O 

 

ProLong® Gold Antifade solüsyonu     : 50 µl  

(Invitrogen, Molecular probes) 

 

Bloklama tamponu:  

   

 Tween 20 (% 0.1) içeren 1 X PBS    : 800 µl 

 Sıçan serum albumin (BSA) (0.1 gr/ml, Sigma)  : 100 µl  

 Keçi serumu (Sigma)       : 100 µl 
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3.2.E. Protein İzolasyonu 

 

Koruyucu tampon:     

 Tris baz 0.5 M pH 6.8 (Sigma)    : 625 μl 

  EDTA 0.5 M (Sigma)     : 50 μl 

  SDS (% 20, Carlo Erba)      : 2.5 ml 

  Proteaz inhibitörü (Roche)     : ½ tablet 

  dH20         : 2 ml 

 

3.2.F. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

 

% 3 Poliakrilamid Jel:  

 

  Akrilamid bisakrilamid (% 30, Sigma)     : 250 µl 

  Tris baz 1M pH 6.8      : 312 µl 

 dH2O           : 1.9 ml 

   SDS (% 20) pH 7.2        : 12.5 µl 

 APS (% 25, Sigma)       : 8 µl 

 TEMED (Sigma)      : 5 µl 

 

% 12 Poliakrilamid Jel: 

 

  Akrilamid bisakrilamid (% 30)    : 3.13 ml 

   Tris baz 1M pH 8.8      : 2.5 ml 

   dH2O        : 1.91 ml 
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   SDS (% 20) pH 7.2      : 37.5 µl 

   APS (% 25)       : 20 µl 

  TEMED       : 5 µl 

 

3.2.G. Western Blot 

 

Yükleme tamponu:     

  NuPAGE® Redüksiyon Ajanı (10X)     : 2 µl 

  LDS yükleme solüsyonu (4X)    : 5 µl 

  (İnvitrogen)  

      

 

Yürütme tamponu (pH 8.6):   

 Tris baz         : 3 g 

  Glisin (Sigma)         : 14.4 g 

 dH2O ile 1000 ml ‘ye tamamlanır   

 

Transfer tamponu (pH 8.3):   

 Tris baz       : 5.82 g 

 Glisin        : 2.93 g 

 SDS (%10)        : 3.75 ml 

 Metanol (%100)       : 200 ml 

 dH2O ile 1000 ml ‘ye tamamlanır   
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Yıkama tamponu (Tris-buffered saline, TBS) (pH 7.4): 

   Tris baz 20 mM      : 2.42 g 

 NaCl (Carlo Erba) 137 mM      : 8 g 

 dH2O ile 1000 ml ‘ye tamamlanır   

     

TBS-T:     

 TBS        : 1000 ml 

 Tween 20 (% 0.1, Sigma)     : 1 ml 

 

Bloklama tamponu:   

 BSA        : 0.05 g 

 Süt tozu       : 0. 5 g 

 TBS-T        : 10 ml 

 

Primer antikorlar:  Anti-SMN     : 1: 5000 

       Anti-Aktin (Sigma)    : 1: 2000 

   

Sekonder antikorlar:   Anti-SMN     : 1: 2000 

   (Anti-mouse IgG peroksidaz konjuge)   

             Anti- Aktin     : 1: 2000 

   (Anti-rabbit IgG peroksidaz konjuge, Amersham)  

      

Görüntüleme solüsyonu: ECL plus (Amersham)  
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3.3. Çalışmalarda Kullanılan Analiz Programları 

Nörit boyu analiz programı : Leica Qwin Image Analysis Software 

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

 

3.4. Bilgisayar Destekli 3 Boyutlu Moleküler Modelleme Çalışmaları 

Protein Data Bankası Erişim Adresi : www. rcsb.org 

SMN Tudor Domain Numarası : 1MHN 

Modelleme Programı : AutoDock 4.2. 
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3.5. Yöntemler 

 

3.5.A. PC12 ve Smn İfadesi Baskılanmış PC12 Hücre Kültürü Çalışmaları 

 

Hücre Kültür Kaplarının Kaplanması 

 

 PC12 ve Smn ifadesi baskılanmış PC12 hücreleri polistren hücre kültür 

kaplarına zayıf olarak tutunmaktadır. Hücrelerin yapışarak çoğaltılabilmesi ve 

farklılaştırılabilmesi için kültür kapları sıçan kollajen tip I ile kaplanmıştır. 

1. Sıçan kollajen tip I solüsyonu hücre kültür kabini içerisinde steril şişeye aktarıldı. 

 

2. 80 ml steril dH2O eklenerek stok solüsyon hazırlandı. 

 

3. 100 x 20 mm kültür kapları (Greiner Bio-one) içerisine 10 ml,  6 kuyucuklu kültür 

kapları içerisine ise 2 ml stok solüsyon koyuldu. 

 

4. Kültür kapları % 5 oranında CO2 içeren, 37 C’deki etüve (Heraeus) kaldırılarak 1 

gün süreyle etüvde bırakıldı. 

 

5. Ertesi gün kültür kapları içerisindeki kollajen, stok solüsyon şişesine alındı.  

 

6. Kültür kapları kapakları yarım açık halde, steril kabin içerisinde 3 saat bırakılarak 

kollajenin kuruması sağlandı. 

 

7. Kültür kaplarının ağzı parafilm ile sıkıca kapatıldı ve +4°C’de kaldırılarak 

saklandı. 
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Hücre Çoğaltılması  

 

1. Kollajen ile kaplanmış 100 x 20 mm kültür kabına 9 ml çoğaltma ortamı koyuldu. 

 

2. Hücreler 37°C su banyosunda hızlıca çözüldükten sonra steril pastör pipeti 

yardımıyla çoğaltma ortamına eklendi. 

 

3. Kültür kabı hafifçe sağa-sola çalkalanarak hücrelerin homojen bir şekilde kaba 

yayılması sağlandı ve küme oluşturmaları engellendi. 

 

4. Kültür kabı % 5 oranında CO2 içeren, 37 C’deki etüvde istenilen hücre sayısına 

ulaşana kadar inkübe edildi. 

 

Hücre Dondurulması  

 

1. % 80 yoğunluğa ulaşan kültür kabındaki hücreler pipetajla kaldırılarak 1200 

rpm’de 5 dakika santrifuje (Hettich) edildi. 

 

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

tüp içerisinde hazırlandı. 

 

3. Santrifuj sonrası süpernatan atılarak hücrelere dondurma ortamı eklendi ve 

resüspande edildi. 

 

4. Hücreler, 4 adet dondurma tüpüne 1 ml olacak şekilde dağıtıldıktan sonra 

izopropanol içeren hücre dondurma kabına konularak -80°C derin dondurucuya 

kaldırıldı ve saklandı.  
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Hücre Sayımı ve Pasajlanması 

  

1. Kültür kaplarındaki çoğaltma ortamı steril cam pastör pipeti yardımıyla çekilerek 

atıldı. 

 

2. 2 ml steril 1 X PBS eklenerek ölü hücrelerin uzaklaşması sağlandı.  

 

3. 1 X PBS cam pastör pipeti ile çekilerek atıldı. 

 

4. 4 ml çoğaltma ortamı eklenerek pipetaj ile hücreler kaldırıldı. 

 

5. 950 µl çoğaltma ortamı 1.5 ml’lik tüpe alınarak içerisine 50 µl hücre koyuldu  

(sulandırma faktörü:20). Buradan 10 µl alınarak hemositometreye aktarıldı ve 10 

adet alan sayılarak 1 ml’deki hücre sayısı belirlendi. Kültür kabındaki hücrelerin 

sayısı ise sulandırma faktörü (20) x hücre sayısı / 1 ml x 10
4
 formülü kullanılarak 

hesaplandı. 

 

6. Hücreler aşağıda belirtilen şekilde pasajlanarak kültür kaplarına aktarıldı 

  

a.  Nörit boyu ve Gem sayısı analizleri için; 

 

- PC12 hücreleri 100 x 20 mm kültür kaplarına 15 x 10
4
 veya 6 kuyucuklu 

kültür kaplarına 21 x 10
3
 olacak şekilde dağıtıldı, çoğaltma ortamı eklenerek 

yapışmaları için bir gece 37°C % 5 CO2’li etüvde inkübe edildi. 

 

- Smn ifadesi baskılanmış hücreler 6 kuyucuklu kültür kaplarına 25 x 10
3
 

olacak şekilde dağıtıldı, çoğaltma ortamı eklenerek yapışmaları için bir gece 

37°C % 5 CO2’li etüvde inkübe edildi. 
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b. Protein izolasyonu için; 

 

- PC12 hücreleri 100 x 20 mm kültür kaplarına 1 x 10
6
 hücre olacak şekilde 

dağıtıldı, çoğaltma ortamı eklenerek yapışmaları için bir gece 37°C % 5 

CO2’li etüvde inkübe edildi. 

 

Hücre Farklılaştırılması  

 

1. Hücreler kültür kabına yapıştıktan sonra çoğaltma ortamı çekilerek farklılaşma 

karışımı eklendi. Farklılaşma karışımı taze olacak şekilde, farklılaşma ortamı ile 100 

ng/ml NGF karıştırılarak hazırlandı.  

 

2. Kültür kapları hafifçe sağa sola çalkalanarak, inkübasyon süresinin sonuna kadar 

(3, 5, 7 gün)  37°C % 5 CO2’li etüve kaldırıldı. 

 

3. Farklılaşma karışımı aşağıda belirtilen sürelerde değiştirildi; 

  

 Nörit boyu ve Gem sayısı analizi deneylerinde farklılaşmanın başlatıldığı 

günü takiben üç günde bir kültür kaplarındaki ortam, taze NGF içeren 

farklılaşma ortamı ile değiştirildi.  

 

 Protein izolasyonu amacıyla yapılan deneylerde, farklılaşmanın başlatıldığı 

günü takiben iki günde bir kültür kaplarındaki ortam, taze NGF içeren 

farklılaşma ortamı ile değiştirildi. 
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Hücrelere Resveratrol, Kurkumin ve Kontrol Amaçlı Valproat Uygulanması 

 

1. Hücreler pipetaj yapılarak kültür kabından kaldırıldı. 

 

2. Hücre sayıları hemositometre yardımıyla hesaplandıktan sonra kültür kaplarına 

dağıtıldı. Çoğaltma ortamı ilave edilerek yapışmaları için bir gece 37°C % 5 CO2’li 

etüvde inkübe edildi. 

 

3. Resveratrol ve kurkumin hassas terazi ile tartıldıktan sonra DMSO içerisinde 

çözülerek ana stok solüsyonları hazırlandı. Kontrol olarak kullanılan valproatın ana 

stoğu 1 X PBS içerisinde hazırlandı. Ana stoklar hücre kültür ortamı ile seyreltilerek 

istenilen konsantrasyonlarda ara stok solüsyonlar oluşturuldu. 

  

4. Hücre kültüründeki çoğaltma ortamı atıldı ve 1 X PBS ile ortam yıkanarak ölü 

hücreler uzaklaştırıldı.  

 

5. NGF (100 ng/ml) içeren farklılaşma karışımı taze olarak hazırlanarak, 100 x 20 

mm kültür kaplarına 10 ml, 6 kuyucuklu kültür kaplarına ise 2 ml olacak şekilde 

dağıtıldı.  

 

6. 5 µM Resveratrol, 500 nM kurkumin ve 2 mM valproat, triplike olacak şekilde 

hücrelere uygulandıktan sonra kültür kapları hafifçe sağa sola çalkalanarak, 

inkübasyon süresinin sonuna kadar (3, 5, 7 gün)  37°C % 5 CO2’li etüve kaldırıldı. 

Her inkübasyon süresi farklı kültür kabı kullanılarak gerçekleştirildi.  
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3.5.B. Nörit Boyu Analizi 

 

 İnkübasyon süresi tamamlanan kültür kaplarındaki hücreler ışık mikroskobu 

(Trinoküler Floresan Ataçmanlı Inverted Mikroskop, Leica DMIL) ile incelendi. 

Kültür kabında en uzun nöriti içeren hücrelerin bulunduğu alanlar saptanarak 10X 

objektif ile görüntülendi ve fotoğrafları çekildi. Fotoğraf çekilmleri aşağıda belirtilen 

kriterler doğrultusunda gerçekleştirildi; 

 

 Fotoğraf çekilen alanların kültür kabının tümünün farklılaşma durumunu 

yansıtmasına dikkat edildi. Bu nedenle kültür kaplarının her birinden en 

az 20 farklı alanın fotoğrafı çekildi.  

 

 Fotoğraf çekilen alanlardaki hücre yoğunluğunun, nörit ölçümünü 

yapabilecek yoğunlukta olmasına dikkat edildi. Hücre yoğunluğunun çok 

fazla olması durumunda nöritlerin üst üste gelmesinden ve nöritin hangi 

hücreye ait olduğunun anlaşılamamasından dolayı doğru bir ölçüm 

gerçekleştirilememektedir. Bu nedenle doğru ölçüm yapılabilecek 

yoğunlukta hücre bulunan alanların fotoğrafının çekilmesine dikkat 

edildi.  

 

 Fotoğraf çekilen alanlar incelenerek her kültür kabı için belirtilen kriterlere 

uygun 3 alan seçilerek analiz edildi (Şekil 3.1). Nörit boyu analizleri aşağıda 

belirtilen şekilde gerçekleştirildi; 

 

 Alanlardaki farklılaşmış hücre sayıları belirlendi. Uzantı oluşturan 

hücreler farklılaşmış olarak kabul edildi. 

 Hücre çapının 2 katı ya da daha uzun olan uzantılar nörit olarak kabul 

edildi ve her hücrenin en uzun  nöritinin boyu ölçüldü.  

 Ölçümler linear olarak, µm cinsinden yapıldı.  
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 Eğimli, kıvrımlı nöritler hücre gövdesinden nörit ucuna düz çizgi 

çekilerek ölçüldü. Dallanmış nöritlerin dallanma noktasından önceki 

veya sonraki en uzun kısmı ölçüldü.  

 Küme halinde bulunan ve hangi hücreye ait olduğu net olarak 

anlaşılamayan hücreler analiz dışında bırakıldı.         

   

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.1. Nörit boyu analizleri için izlenen protokolün şematik gösterimi.  3, 5 ve 7 

günlük farklılaştırma deneylerinde ayrı kültür kapları kullanılmış, kültür kaplarındaki 

her kuyucuk için en az 20 alan incelenmiş ve uygun kriterleri sağlayan 3 alandaki 

hücrelerin nörit boyları analiz edilmiştir. Analizlere ortalama 900 hücre dahil 

edilmiştir. K: Bileşik uygulanmayan kontrol hücreler, B: Bileşik uygulanan hücreleri 

temsil etmektedir. 

 

 

 >20 alan 

3 alan analizi 

 >20 alan >20 alan 

3 alan analizi 3 alan analizi 

K K K 

B B B 

9 alan analizi/çalışma 
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3.5.C. Bileşik Uygulamalarının Hücre Canlılığı Üzerindeki Etkisinin 

Araştırılması 

 

 Resveratrol ve kurkumin uygulaması sonrasında hücrelerin canlılıkları DAPI 

çekirdek boyaması yöntemiyle incelendi. 

 

1. Fotoğrafı çekilen hücrelerdeki kültür ortamı pipet ile çekilerek atıldı. 

 

2. 2 ml 1 X PBS ile ortam 2 kez yıkanarak ölü hücreler uzaklaştırıldı. 

 

3. 2 ml % 4 PFA eklenerek 30 dakika oda sıcaklığında hücrelerin kültür kabına 

yapışması sağlandı. 

 

4. PFA pipetle çekilip atıldı ve ortam 2 ml 1 X PBS ile 2 kez yıkanarak PFA 

uzaklaştırıldı. 

 

5. DAPI 1:1000 oranında 1 X PBS ile seyreltilerek hücrelere uygulandı. 1 dakika oda 

sıcaklığında bekletilerek hücre çekirdeklerinin boyanması sağlandı. 

 

6. DAPI pipetle çekilip atıldıktan sonra ortam 2 ml dH2O ile 2 kez yıkanarak boyama 

kalıntıları uzaklaştırıldı. 

 

7. Floresan ataçmanlı inverted mikroskopta DAPI filtresiyle hücre çekirdekleri 10X 

objektif kullanılarak incelendi ve fotoğraf çekildi. Çekirdek morfolojileri incelenerek 

parçalanmış çekirdekler ve fazla ışıma veren çekirdekler ölü olarak kabul edildi. 

Toplam hücre sayısı ile oranlanarak canlılık yüzdesi hesaplandı. 
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3.5.D. Bileşiklerin Çekirdekteki Smn Protein Miktarı Üzerindeki Etkisinin  

Araştırılması 

 

Bileşik uygulamalarının çekirdekteki Smn protein miktarına etkisi 

immunfloresan boyama yöntemi kullanılarak yapılan Gem sayısı analizi ile 

araştırıldı. 

 

1.  Steril cam lameller 1:100 oranında seyreltilmiş poli-l-lizin içerisine konularak 1 

gece % 5 CO2  37°C etüvde bırakıldı. 

2. Ertesi gün poli-l-lizin cam pipet yardımıyla atılarak lameller steril pens yardımıyla 

alındı ve dH2O içerisinde 3 defa yıkandı. 

 3. Poli-l-lizin kaplanmış olan lameller 6 kuyucuklu kültür kaplarına yerleştirilerek 

üzerlerine 400 µl laminin koyuldu. Kültür kapları 1 saat hücre kültür kabini 

içerisinde bırakıldı ve lamellerin laminin ile kaplanması sağlandı. 

4. Laminin cam pipet yardımıyla çekilip atıldıktan sonra kuyucuklara hücreler ve 

çoğaltma ortamı eklendi. Hücrelerin lamellere yapışması için kültür kabı 1 gece % 5 

CO2  37°C etüvde bırakıldı. 

5. Ertesi gün çoğaltma ortamı atılarak farklılaşma karışımı ile birlikte 5 µM 

resveratrol veya 500 nM kurkumin eklendi. 

6. Hücreler % 5 CO2  37°C etüvde 3 gün farklılaştırıldı. 

7. İnkübasyon süresi sonunda hücre kültür ortamı pipet ile çekilerek atıldı 

8. Hücreler 1 ml 1 X PBS ile yıkanarak ortamdan ölü hücreler uzaklaştırıldı. 

9. PBS pipet yardımıyla çekilip atıldıktan sonra hücrelere 2 ml % 100 soğuk metanol 

eklendi. Kültür kabı 5 dakika -20°C dondurucuya kaldırılarak hücrelerin kültür 

kabına yapışmaları sağlandı. 

10. Metanol pipet ile çekilip atıldıktan sonra kültür kabı oda sıcaklığına alındı ve 

kapağı 30 dakika açık bırakılarak metanolün uçması sağlandı. 
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11.  Kültür kapları içerisindeki lameller ince uçlu pens yardımıyla çıkartılarak 

bloklama tamponu içerisinde 1 saat bırakıldı. 

12. Anti-SMN primer antikoru % 10 keçi serumu ve % 0.1 Tween 20 içeren 1 X PBS 

içerisinde 1:100 oranında seyreltilerek hücrelere uygulandı. 4°C buzdolabında gece 

boyunca inkübe edildi. 

13. Ertesi gün hücreler 4 kez 5 dakika 1 X PBS ile yıkanarak primer antikor 

uzaklaştırıldı. 

14. Sekonder antikor 1:500 oranında  % 10 keçi serumu ve % 0.1 Tween 20 içeren 1 

X PBS içerisinde sulandırılarak 45 dakika hücrelere uygulandı.  

15. İnkübasyon süresi sonunda hücreler 4 kez 5 dakika 1 X PBS ile yıkandı ve 

sekonder antikor uzaklaştırıldı. 

16. En son yıkama sırasında 1 X PBS içerisine 1:1000 oranında DAPI eklenerek 

hücre çekirdekleri boyandı. 

17. Lam üzerine 1 damla mounting solüsyonu damlatıldıktan sonra hücreler lama 

bakacak şekilde lameller lam üzerine kapatıldı. 

18. Hücre çekirdeklerinde bulunan Gem yapıları 100X immersiyon objektifi ile 

görüntülenerek analiz edildi. 
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3.5.E. Kurkuminin Total Smn Protein Miktarı Üzerindeki Etkisinin  

Araştırılması  

 

 Kurkuminin hücredeki total Smn protein miktarına etkisi, Western blot 

yöntemiyle araştırıldı. 3, 5 ve 7 gün süreyle 500 nM kurkumin uygulanan PC12 

hücrelerinin Smn protein miktarları, uygulama yapılmayan kontrol hücrelerle 

karşılaştırıldı.  Protein analizleri duplike olacak şekilde gerçekleştirildi. 

 

Protein İzolasyonu 

 

 İnkübasyon süreleri sonunda 200 µl koruyucu tampon çözelti içerisine alınan 

hücreler buz içerisine koyularak sonikatöre yerleştirildi. Hücreler 20 sn süresince % 

50 amplitüdde, 10 kere sonike edilerek hücre membranları parçalandı. 13200 rpm’de 

3 dakika santrifugasyon yapılarak parçalanmış membranların ve organellerin 

çökmesi sağlandı. Süpernatan 1.5 ml’lik temiz tüplere aktarılarak buza alındı ve 

protein konsantrasyonları ölçüldü. 

 

Protein Konsantrasyon Tayini 

 

 Hücrelerden izole edilen proteinlerin konsantrasyonları bicinchoninic asit 

(BCA, Pierce) yöntemiyle tayin edildi. 

 

1. Standart eğrinin oluşturulması amacıyla, 0.1, 0.4, 0.8 ve 1.2 mg/ml 

konsantrasyonlarda BSA dilüsyonları % 10 SDS içerisinde hazırlandı. 

 

2. 45 µl % 10 SDS içeren tüplere, izole edilen protein örneklerinden 5 µl  koyularak 

pipetaj yapıldı. 

 

3. A ve B solüsyonlarından 50A:1B oranında karıştırılarak çalışma solüsyonu 

hazırlandı. Her tüpe 1 ml çalışma solüsyonu eklenerek, tüpler aşağı-yukarı karıştırıldı 

ve 37°C etüvde 30 dakika inkübe edildi.  
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4. İnkübasyon süresi sonunda 2 µl örnek ile NanoDrop spektrofotometrede (Thermo 

Scientific) ölçüm yapılarak proteinlerin konsantrasyonları tayin edildi.  

 

SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) 

 

 Proteinler iki katmanlı jel (resolving ve stacking) sistemi hazırlanarak SDS 

poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile moleküler ağırlıklarına göre ayrıldılar.  

 

1. Dikey elektroforez sisteminin camları etanol ile temizlendikten sonra sabitlenerek 

camlar arasında pipet yardımıyla % 12 akrilamid jel döküldü (Mini Trans-Blot 

Electrophoretic Transfer Cell BIORAD). Jelin üzerinde yaklaşık 3 cm boşluk 

bırakıldı ve bu boşluğa dH2O eklenerek jel yüzeyinin düzgün olması sağlandı. Jel 

polimerize olduktan sonra pipet yardımıyla % 3 akrilamid jel döküldü ve camlar 

arasında tarak yerleştirildi. Üst kısımdaki jel de polimerize olduktan sonra tarak 

dikkatli bir şekilde çıkartıldı ve kuyucuklar elektroforez tamponu ile yıkanarak hava 

kabarcıkları uzaklaştırıldı. 

   

2. Her örnekten 20 µg protein, redüksiyon ajanı ve yükleme tamponu ile 

karıştırılarak toplam hacim 20 µl olacak şekilde dH2O eklendi. Tüp içerikleri vorteks 

ile karıştırıldıktan sonra 4 dakika kaynar su içerinde bırakıldı. Kaynama süresi 

sonunda örnekler santrifuj edilerek buza alındı. 

 

3. Örnekler triplike olacak şekilde kuyulara yüklendi ve 52 V, 30 dakika boyunca % 

3 akrilamid jelde elektroforeze edildi. Örnekler ayrıştırıcı olan % 12 akrilamid jele 

ulaşınca voltaj arttırılarak 100 V, 2 saat daha elektroforez gerçekleştirildi.  
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Western Blot 

 

1. Eletroforez sonrası jeller cam içersinden çıkartıldı. % 3 jel kesilip atıldıktan sonra 

proteinlerin bulunduğu % 12’lik jel  transfer tamponu içerisine alındı. 

 

2. 1 adet nitroselüloz membran (BioRad) ve 5 adet Whatman kağıdı 6 cm eninde ve 9 

cm boyunda olacak şekilde kesilerek transfer tamponu içerisine alındı.  

 

3. Semi-dry blotlama cihazının (BioRad) üst ve alt plakaları transfer tamponu ile 

ıslatıldıktan sonra alt plaka üzerine 2 adet Whatman kağıdı koyuldu. Kağıtların 

üzerine membran, jel ve tekrar 3 adet Whatman kağıdı yerleştirilerek sandiviç 

hazırlandı. Bu işlemler sırasında cam pipet ile hava kabarcığı oluşması engellendi. 

Blotlama aparatının üst plakası kapatılarak 1 saat boyunca 15 V, 0.7 mA’de protein 

örneklerinin jelden membrana transferi gerçekleştirildi.  

 

4. Transfer tamamlandıktan sonra membran Ponceau S (Sigma) solüsyonu ile 

boyanarak transfer kontrol edildi. 

 

5. Membran bloklama solüsyonu içerisinde 1 saat boyunca oda sıcaklığında 

çalkalayıcı üzerinde bırakılarak bloklama işlemi gerçekleştirildi. Sürenin sonunda 

membran anti-SMN primer antikoru ile 16 saat +4°C’de çalkalayıcı üzerinde inkübe 

edildi. Ertesi gün membran yıkama tamponu ile 3 kez 10’ar dakika yıkanarak 

bağlanmayan antikorlar uzaklaştırıldı. Yıkamaların ardından membran, horseradish 

peroksidaz (HRP) işaretli sekonder antikor ile 1 saat oda sıcaklığında çalkalayıcıda 

inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda membran 4 kez 10’ar dakika yıkanarak 

bağlanmayan sekonder antikorlar uzaklaştırıldı. 

 

6.  ECL kemilüminesans kit solüsyonları olan A ve B, 40:1 oranında karıştırılarak 

görüntüleme karışımı hazırlandı. Membran görüntüleme karışımı ile karanlık 

ortamda 4 dk inkübe edildi. Membran kaset içine alınarak üzerine film (KODAK) 

kapatıldı ve film 5-30 dakika kaset içinde bırakıldı. Film develop (KODAK 
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Developer ve Fikser) edilerek proteinlere ait bantlar film üzerinde otoradyografik 

olarak görüntülendi. 

  

 Smn protein bandının değerlendirilmesi için internal kontrol olarak aktin 

proteini kullanıldı. Bahsedilen tüm deneysel aşamalar bloklama işleminden itibaren 

tekrarlandı. Farklı olarak, aktin proteininin görüntülenmesi için membran anti-aktin 

primer ve sekonder antikorlar ile muamele edildi.  

 

 

Smn Protein Miktarının Analizi 

 

 Protein bantlarının kantitasyonu Image J analiz programıyla gerçekleştirildi. 

SMN ve aktin bantlarının görüntülendiği filmler bilgisayar ortamına aktarıldıktan 

sonra Image J programı kullanılarak her bandın yoğunluğu hesaplandı. Smn protein 

miktarının aktin protein miktarına oranı belirlendi ve kurkumin uygulanmayan 

kontrol örneklere göre analiz edildi.  

 

3.5.F. Bilgisayar Destekli 3 Boyutlu Moleküler Modelleme Çalışmaları 

 SMN proteininin Tudor domainine ait yüksek çözünürlüklü kristal yapı 

Protein Data Bankasından (www.rcsb.org, PDB ID: 1MHN) elde edildi. Kurkumin 

ve valproatın Tudor domainine bağlanma gücü AutoDock 4.2. modelleme programı 

kullanılarak bilgisayar tabanlı olarak incelendi ve bağlanma afiniteleri hesaplandı. 

Modelleme çalışmaları Kadir Has Üniversitesi işbirliği ile gerçekleştirildi. 

3.5.G. İstatistiksel Analizler 

 Bileşik uygulanan ve uygulamayan grupların nörit boyları, Gem sayıları ve 

protein miktarları arasındaki farklar, 3, 5 ve 7. günlerde Student t-testi kullanılarak 

değerlendirildi. P değeri 0.05 ve altında olan değerler istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Sinir Büyüme Faktörü (NGF) Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

 

 PC12 hücreleri kültür ortamına NGF eklenerek farklılaştırılırlar. NGF 

konsantrasyonunun farklılaşmayı etkileyen en önemli etmen olması nedeniyle 

öncelikle tez çalışmasındaki tüm deneysel aşamalarda kullanılması gereken 

konsantrasyon belirlenmiştir.  PC12 hücreleri literatürde sık kullanılan 50 ng/ml ve 

100 ng/ml konsantrasyonda NGF ile farklılaştırılmış, her iki konsantrasyonda da 

hücrelerin farklılaşma yüzdeleri belirlenmiş, nörit uzunlukları analiz edilebilen en 

erken dönem olan 3. günde ölçülmüş ve sonuçlar karşılaştırılmıştır. 

  

 Ortalama 1000 hücrede yapılan nörit boyu analizlerine göre 50 ng/ml NGF 

uygulanan hücrelerin nörit boylarının 88 µm, 100 ng/ml uygulanan hücrelerin nörit 

boylarının ise 101 µm olduğu saptanmıştır. NGF uygulanan kültürlerde, her iki 

konsantrasyonda % 98-99 oranında farklılaşma gözlenmiştir  (Şekil 4.1.1.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.1.1. 50 ng/ml ve 100 ng/ml NGF uygulanarak 3 gün farklılaştırılan PC12 

hücrelerinin nörit boyu analizleri (ortanca± S.D.,* p< 0.05). 

  

 Elde edilen bulgular doğrultusunda 100 ng/ml NGF’nin nörit boyu üzerine 

etkisinin 50 ng/ml konsantrasyondaki etkisine oranla daha fazla olduğu görülmüş ve 

bundan sonraki çalışmalarda 100 ng/ml NGF kullanılmıştır. 

* 
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4.2. Farklılaşma Sürecindeki PC12 Hücrelerinin Nörit Uzunluklarının 

Belirlenmesi 

 

 100 ng/ml NGF uygulanan PC12 hücrelerinin bazal nörit boyları ve 

farklılaşma yüzdeleri 3, 5 ve farklılaşmanın tamamlandığı 7. günde analiz edilmiştir. 

Nörit boyu ölçümlerini gösteren örnek fotoğraflar Şekil 4.2.1’de gösterilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

I 

Farklılaştırılmamış  PC12 hücreleri 

3 gün farklılaştırma sonrası 

II 
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Şekil 4.2.1. PC12 hücrelerine ait nörit boyu ölçümlerinin örnek gösterimleri. 

 Ölçek: 100 µm. 

 

 

 

 

 

5 gün farklılaştırma sonrası 

III 

7 gün farklılaştırma sonrası 

IV 
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 Ortalama 800 PC12 hücresi ile yapılan analizler sonucunda nörit uzunlukları 

3. günde 74 µm, 5. günde 96 µm, 7.günde ise 160 µm olarak ölçülmüştür. 3. günde 

farklılaşma yüzdesinin % 99, 5 ve 7.  günlerde ise % 100 olduğu görülmüştür  (Şekil 

4.2.1.). 

 

Şekil 4.2.2. NGF ile 3, 5 ve 7 gün farklılaştırılmış PC12 hücrelerinin nörit boyu 

analiz sonuçları (ortanca ± S.D., * p < 0.001). 

 

 PC12 hücrelerinin nörit uzunluklarının farklılaşma sürelerine paralel olarak 

artışı istatistiksel yönden anlamlı bulunmuştur.  
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4.3. PC12 Hücrelerinde Nörit Uzamasının Kontrolü 

 

 Nörit uzamasının indüklenebilirliğini kontrol etmek amacıyla PC12 

hücrelerinde nörit boyunu uzattığı bildirilen valproat adlı histon deasetilaz inhibitörü 

2 mM konsantrasyonda ve 3 gün süreyle uygulanmıştır. İnkübasyon süresi sonunda 

hücrelerin nörit boyları ve farklılaşma yüzdeleri analiz edilerek valproat 

uygulanmayan kontrol hücreler ile karşılaştırılmıştır.  

 

 PC12 hücrelerine uygulanan 2 mM VPA’nın nörit uzunluğunu 102 µm’den 

143 µm’ye arttırdığı saptanmıştır. VPA uygulanan hücrelerdeki farklılaşma oranı    

% 99 olarak belirlenmiştir (Şekil 4.3.1.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.3.1. 2 mM VPA ile 3 gün farklılaştırılan PC12 hücrelerinin nörit boyu analiz 

sonuçları (ortanca ± S.D., * p <0.001) 

 

 Ortalama 800 PC12 hücresinin analiz edilmesiyle, VPA’nın nörit boyunu 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde uzatılabildiği saptanmış, böylece deney 

sisteminin çalıştığı gösterilmiştir. 

 

 

* 
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4.4.  PC12 Hücrelerine Kurkumin Uygulaması 

4.4.A. Kurkumin Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

Kurkumin uygulamalarına SMA’lı hasta fibroblast hücrelerinde SMN2 gen 

ifadesini arttırdığı bilinen 20 µM konsantrasyon ile başlanmıştır.  3 günlük 

inkübasyon süresi sonunda uygulama yapılmayan kontrol hücreler sağlıklı bir şekilde 

farklılaşırken 20 µM kurkumin uygulanmış PC12 hücrelerinde canlılığın devam 

etmediği gözlenmiştir (Şekil 4.4.1).  

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.4.1. (a) Kurkumin uygulanmayan ve (b) 20 µM kurkumin uygulanan PC12 

hücrelerinin 3 günlük farklılaşma sonrası morfolojik görüntüleri (ok kurkumin 

uygulanan ölü hücreleri işaret etmektedir). Ölçek: 100 µm.  

a 

b 
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 Canlılığı etkilemeden farklılaşmanın devam ettiği konsantrasyonunun 

belirlenmesi amacıyla PC12 hücrelerine 10 µM, 5 µM, 2.5 µM ve 500 nM 

konsantrasyonlarda kurkumin 3 gün süreyle uygulanmıştır. DAPI ile hücre 

çekirdekleri boyandığında hücrelerin % 98 oranında canlı olması ve nörit uzamasının 

devam etmesi nedenleriyle nörit boyu ölçümleri için 500 nM kurkuminin uygun 

olduğu sonucuna varılmış ve PC12 hücrelerine 3, 5 ve 7 gün süreyle uygulanarak 

nörit uzunlukları analiz edilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.4.2. 500 nM kurkumin uygulaması sonrası (a) farklılaşan PC12 hücrelerinin 

morfolojik görüntüsü, (b) DAPI çekirdek boyaması ile canlılık analizine ait örnek 

gösterim (ok ölü hücreyi işaret etmektedir). Ölçek: 100 µm.  

a 
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* 

** 

4.4.B. Kurkumin Uygulaması ve Nörit Boyu Analizleri 

 PC12 hücrelerine 3, 5 ve 7 gün süreyle 500 nM kurkumin uygulaması sonrası 

ortalama 950 hücre ile yapılan analiz sonuçları Tablo 4.4.1 ve Şekil 4.4.3’de 

gösterilmiştir. Kurkumin uygulamaları sonrası hücre canlılık oranı % 99, farklılaşma 

oranları 3. günde % 97, 5 ve 7. günlerde ise % 100 olarak saptanmıştır.  

Tablo 4.4.1. 3, 5 ve 7 gün süreyle kurkumin uygulanmış PC12 hücrelerinin nörit  

 boy uzunlukları. 

 

 

 

 

Şekil 4.4.3. 500 nM konsantrasyonda kurkumin uygulanarak 3, 5 ve 7 gün 

farklılaştırılan PC12 hücrelerinin nörit boyu analiz sonuçları (ortanca ± S.D.,  * 

p<0.001,** p <0.05) 

 

 Yapılan analizlerde 3 ve 7 günlük kurkuminin inkübasyonlarının nörit 

boyunu istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde uzattığı gösterilmiştir.  

Gün Nörit Uzunluğu (µm) 

                  Kurkumin (-) Kurkumin (+) 

3 71 109 

5 101 101 

7 153 176 
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4.5. PC12 Hücrelerine Resveratrol Uygulaması 

4.5.A. Resveratrol Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

 Çalışmalara SMA’lı hasta fibroblast hücrelerinde SMN2 gen ifadesini 

arttırdığı bilinen 100 µM resveratrol ile başlanmıştır. 3 günlük inkübasyon süresi 

sonunda uygulama yapılmayan hücreler sağlıklı bir şekilde farklılaşırken 100 µM 

resveratrol uygulanan PC12 hücrelerinde canlılığın devam etmediği gözlenmiştir 

(Şekil 4.5.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.5.1. (a) Resveratrol uygulanmayan ve (b) 100 µM resveratrol uygulanan 

PC12 hücrelerinin 3 günlük farklılaşma sonrası morfolojik görüntüleri. (ok 

resveratrol uygulanan ölü hücreleri işaret etmektedir) Ölçek: 100 µm  

b 

a 
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 Canlılığı etkilemeden farklılaşmanın devam ettiği konsantrasyonun 

belirlenmesi amacıyla PC12 hücrelerine 50 µM, 20 µM, 10 µM ve 5 µM resveratrol 

3 gün süreyle uygulanmıştır. DAPI ile boyandığında hücrelerin % 99 oranında canlı 

olması ve nörit uzamasının devam etmesi nedenleriyle nörit boyu analizleri için 5 

µM resveratrolün uygun olduğu sonucuna varılarak PC12 hücrelerine 3, 5 ve 7 gün 

süreyle uygulanmış ve nörit uzunlukları analiz edilmiştir (Şekil 4.5.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.5.2. 5 µM resveratrol uygulaması sonrası (a) farklılaşan PC12 hücrelerinin 

morfolojik görüntüsü, (b) DAPI çekirdek boyaması ile canlılık analizine ait örnek 

gösterim (ok ölü hücreyi işaret etmektedir). Ölçek: 100 µm.  

a 
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4.5.B. Resveratrol Uygulaması ve Nörit Boyu Analizleri 

 PC12 hücrelerine 3, 5 ve 7 gün süreyle 5 µM resveratrol uygulaması sonrası 

ortalama 1000 hücre ile yapılan analiz sonuçları Tablo 4.5.1 ve Şekil 4.5.3’de 

gösterilmiştir. Resveratrol uygulamaları sonrası hücre canlılık oranı % 99, 

farklılaşma oranı 3. günde % 99, 5 ve 7. günlerde ise % 100 olarak saptanmıştır. 

 

Tablo 4.5.1. 3, 5 ve 7 gün süreyle resveratrol uygulanmış PC12 hücrelerinin nörit  

boy uzunlukları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.5.3. 5 µM resveratrol uygulanarak 3, 5 ve 7 gün farklılaştırılan PC12 

hücrelerinin nörit boyu analiz sonuçları (ortanca ± S.D., *  p = 0.05) 

 

 5 ve 7 günlük inkübasyonlarda nörit boy uzunluğunda kontrole göre bir artış 

gözlenmezken, 3 günlük inkübasyonun sonunda yapılan analizlerde resveratrolün 

nörit boyunu istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde uzattığı saptanmıştır. 

Gün Nörit Uzunluğu (µm) 

            Resveratrol (-) Resveratrol  (+) 

3 64 82 

5 83 90 

7 143 137 

* 



55 

 

4.6. Smn İfadesi Baskılanmış PC12 hücrelerinde Nörit Boyu Analizi 

 Nörit uzamasının Smn proteini ile ilişkisini araştırmak üzere Smn ifadesi 

kalıcı olarak baskılanmış PC12 hücre hattı kullanılmıştır.  

 Smn ifadesi baskılanmış olan hücreler 100 ng/ml NGF ile 3 gün 

farklılaştırılarak nörit boyları analiz edilmiş ve sağlıklı hücrelerde 83 µm olan nörit 

boyu, Smn ifadesi baskılandığında 24 µm kısalarak 59 µm olarak ölçülmüştür (Şekil 

4.6.1).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.6.1. Smn ifadesi baskılanmış PC12 hücre hattının sağlıklı PC12 hücreleriyle 

karşılaştırmalı nörit boyu analizi  (ortanca ± S.D., *p<0.001). 

  

 Yapılan istatistiksel analizlerde, Smn ifadesi baskılanan hücrelerin nörit 

boyunun sağlıklı hücrelere göre kısa olduğu gösterilmiştir. 

 

 

 

* 

* 
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4.7. Smn İfadesi Baskılanmış PC12 Hücrelerine Resveratrol ve Kurkumin 

Uygulamaları 

 Resveratrol ve kurkuminin nörit boyunu indükleyici etkileri Smn ifadesi 

baskılanmış PC12 hücre hattında araştırılmıştır. Smn ifadesi baskılanmış hücrelerde 

kısalan nörit boyunun tekrar uzatılabildiğini göstermek amacıyla hücrelere 3 gün 

süreyle 2 mM valproat uygulanmıştır. Ortalama 900 hücrenin analizi sonucunda Smn 

ifadesinin baskılanmasıyla kısalan nörit boyunun valproat uygulamasıyla 59 µm’den 

112 µm uzunluğa eriştiği gösterilmiştir (Tablo 4.7.1,  Şekil 4.7.1).  

 

 Kontrol amaçlı VPA uygulamasının ardından hücrelere optimum 

konsantrasyon olarak saptanan 500 nM kurkumin ve 5 µM resveratrol uygulanmış, 

hücrelerin nörit boyları uzamanın en fazla indüklendiği 3 günlük farklılaştırma 

sonrası analiz edilmiş ve sonuçlar Tablo 4.7.1. ve Şekil 4.7.1.’de gösterilmiştir 

 

Tablo 4.7.1. Kurkumin ve resveratrol uygulanan Smn ifadesi baskılanmış PC12 

hücrelerinin kontrol ve VPA uygulanan hücrelerle karşılaştırmalı nörit 

boyu uzunlukları. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bileşik Nörit Uzunluğu (µm) 

Kontrol 59 

Kurkumin 63 

Resveratrol 56 

VPA 112 
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Şekil 4.7.1. 5 µM resveratrol ve 500 nM kurkumin uygulanarak 3 gün farklılaştırılan 

Smn ifadesi baskılanmış PC12 hücrelerinin, uygulama yapılmayan ve VPA 

uygulaması yapılan PC12 hücreleriyle karşılaştırmalı nörit boyu analiz sonuçları 

(ortanca ±SD, * p<0.001). 

 

 Ortalama 1000 hücre yapılan analizler ile, sağlıklı PC12 hücrelerinde nörit 

boyunu indükleyen resveratrol ve kurkuminin, Smn ifadesi baskılandığında kısalan 

nörit boyunu uzatmadıkları gösterilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

* 
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4.8.  Nörit Uzamasının Smn Protein İfade Düzeyi ile İlişkisi 

 

 PC12 hücrelerinde resveratrol ve kurkumin ile indüklenen nörit uzamasının 

Smn protein ifade düzeyi ile ilişkisi araştırılmıştır. 

 

4.8.1. Bileşiklerin Çekirdekteki Smn Protein Miktarı Üzerindeki Etkisinin  

Araştırılması 

  

 Hücre çekirdeğinde Smn proteininin yerleştiği Gem adlı küresel yapıların 

sayısı çekirdekteki Smn protein miktarını yansıtmaktadır.  Gem sayısı analizleri için 

PC12 hücreleri 500 nM kurkumin ve 5 µM resveratrol ile 3 gün inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon süresinin sonunda Smn ve DAPI boyamaları gerçekleştirilmiş ve Gem 

sayısında uygulama yapılmayan hücrelere göre bir değişiklik belirlenmemiştir. PC12 

hücrelerinde Smn boyaması ile gösterilen Gem yapılarının örnek fotoğrafları Şekil 

4.8.1’de gösterilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.8.1. (a) PC12 hücrelerinde Smn boyaması ile Gem sayısı analizini gösteren 

örnek fotoğraflar (ok Gem’leri işaret etmektedir), Ölçek: 10 µm 
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 500 nM kurkumin ve 5 µM resveratrol uygulanan sağlıklı ve Smn ifadesi 

baskılanmış PC12 hücrelerinin Gem sayısı analiz sonuçları Şekil 4.8.2’de 

gösterilmiştir. Smn ifadesi baskılanmış PC12 hücrelerinde sağlıklı hücrelere oranla 

azalan Gem sayılarının bileşik uygulamaları ile değişmediği saptamıştır (Şekil 

4.8.2.).  

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 Şekil 4.8.2. 3 gün süreyle 500 nM kurkumin ve 5 µM resveratrol uygulanan sağlıklı 

ve Smn ifadesi baskılanmış PC12 hücrelerinde Gem sayısı analizi sonuçları 

(ortalama ± S.H.*p<0.05 **p<0.001) 

 

 

 

 

 

 

 

* * ** 
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4.8.2. Kurkuminin Total Smn Protein Miktarı Üzerindeki Etkisinin  

Araştırılması 

 

 Smn proteininin hücrenin farklı kompartmanlarında bulunması nedeniyle 

kurkumin uygulanan hücrelerdeki total Smn proteini analiz edilmiştir. Kurkuminin 

nörit uzunluğunu resveratrolden daha fazla arttırması nedeniyle, Smn protein 

miktarındaki değişiklik kurkumin uygulanarak incelenmiştir. Bu nedenle PC12 

hücrelerine 500 nM kurkumin uygulanmış ve hücreler 3, 5 ve 7 gün boyunca 

farklılaştırılmıştır. İnkübasyon süreleri sonrasında gerçekleştirilen Western blot 

çalışmalarıyla kurkumin uygulanan örneklerdeki Smn protein miktarları 

uygulanmayan kontrol örnekler ile karşılaştırılmış ve kurkuminin hücrelerdeki 

toplam Smn protein miktarını değiştirmediği görülmüştür (Şekil 4.8.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.8.3. 3, 5 ve 7 gün 500 nM kurkumin uygulanan ve uygulanmayan kontrol 

PC12 hücreleri ile gerçekleştirilen Western blot sonuçları. 
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4.9. Kurkumin-Smn Moleküler Modelleme Çalışmaları 

 Kurkuminin Smn proteininin tudor domaini ile bağlantı potansiyeli bilgisayar 

destekli 3 boyutlu moleküler modelleme çalışmasıyla araştırılmış ve Smn-valproat 

bağlantısıyla karşılaştırılmıştır. Modelleme çalışmalarında Smn-kurkuminin 

bağlanma afinitesi 239.79 µM, Smn-valproat bağlanma afinitesi ise 16.97 mM olarak 

hesaplanmış, kurkuminin bağlanma potansiyeli valproata göre yüksek bulunmuştur. 

Kurkumin ve valproatın Smn proteini tudor domaini ile bağlantıları Şekil 4.9.1’de 

gösterilmiştir. 

a 

 

 

 

 

 

 

 

b 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9.1. Smn proteini tudor domaini ile; (a) kurkumin ve (b) valproat arasındaki 

bağlantıyı gösteren 3 boyutlu (3D) ve 2 boyutlu (2D) modellemeler 

3D 2D 

3D 2D 
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5.TARTIŞMA 

 

 Sinir sistemindeki nöronların fonksiyon görebilmesi için akzon ve dendrit 

morfolojilerinin doğru şekillenmesi gerekmektedir. Akzon ve dendrit yapıları aktin-

mikrotübül iskeletleri ile oluşmakta olup bu iskelet elemanlarında meydana gelen 

yapısal ve fonksiyonel bozukluklar birçok nörodejeneratif hastalık ile 

ilişkilendirilmektedir.  İlerleyici nöron kaybı ile karakterize olan ALS, Alzheimer ve 

Parkinson gibi nörodejeneratif hastalıklarda hücre iskelet elemanlarının hatalı 

katlanması ve birikimi sonucu fonksiyon bozukluklarının ortaya çıktığı bilinmektedir 

(109). Nörodejeneratif hastalıklardan olan SMA’da son yıllarda yapılan çalışmalarda 

SMN proteininin hücre iskelet elemanlarıyla ilişkisi olduğu ve eksikliğinde hücre 

iskeletinin bozulduğu dikkat çekmiş, PC12 hücrelerinde Smn ifadesi  

baskılandığında nörit boyunun kısaldığı bildirilmiştir (10). Benzer şekilde, Rossol ve 

diğ. (11) SMA’lı fare motor nöron kültürlerinde akzon boyunun normale göre kısa 

olduğunu rapor etmiştir. SMA zebrafish modelinde de gösterilen bu bulgu, SMA’lı 

hastaların IPS-kaynaklı motor nöron hücrelerinde yapılan çalışmalarla 

desteklenmiştir (12, 72).  

 

 In vitro ve in vivo modeller kullanılarak elde edilen bu bulgular 

doğrultusunda planlanan tez çalışmasında, SMA’da görülen nörit kısalığının 

polifenoller aracılığı ile düzeltilerek sağlıklı hücrelerdeki boyutuna döndürülmesi 

amaçlanmıştır. Araştırmalar için ihtiyaç duyulan ideal hücre tipinin insan motor 

nöron hücresi olmasına karşın bu hücrelere ulaşmak mümkün olamamıştır. Motor 

nöron hücrelerine ulaşamayan diğer araştırmacılar bu sorunu SMA’lı fare 

modellerini ve nöron benzeri hücre hatlarını kullanarak aşabilmişlerdir (35). SMA’lı 

farelerden kurulan primer motor nöron kültürleri ile yapılan çalışmalarda hastalık 

patofizyolojisi hakkında bilgi edinilmekle birlikte hücrelerin farklılaşmış olmaları 

çoğalmalarında güçlük yaratmış ve araştırmalar için nöron benzeri hücre hatları 

tercih edilmiştir. Bu nedenle, bu tez çalışmasında da nöron benzeri bir hücre hattı 

olan PC12 hücreleri kullanılmıştır. Nörit uzamasıyla ilgili araştırmalarda sıklıkla 

kullanılan PC12, sıçan adrenal medulla nöroendokrin tümör (pheochromocytoma) 

hücrelerinden kurulmuş nöron benzeri bir hücre hattıdır (110). NGF uygulamasıyla 
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nörit uzantıları oluşturan bu  hücreler 7 gün sonunda homojen bir şekilde sempatik 

nöronlara farklılaşmaktadır (111).  Bu hücrelerin farklılaşması  tirozin kinaz reseptör 

(TrkA) fosforilasyonu, ardından fosfolipaz C ve ras sinyal yolaklarının aktivasyonu 

ile gerçekleşmektedir. Plazma membranın özelliklerinin de değişmesiyle nörit 

uzantıları oluşmaktadır (110). Tez kapsamında kullanılan PC12 ve Smn ifadesi 

baskılanmış PC12 hücre hatları Ottawa Üniversitesi Nöromüsküler Hastalıklar 

Merkezi tarafından laboratuvarımıza bağışlanmıştır.  

 

 HDAC inhibitörleri epigenetik düzenleme aracılığıyla yapısal hücre iskelet 

proteinlerinin fonksiyonlarını etkileyerek nörit uzamasını arttırmaktadır (112-114). 

Bu nedenle SMA’da görülen nörit uzama hatasının HDAC inhibitörleri ile 

düzeltilebileceği düşünülmüştür. HDAC inhibitörlerinden olan VPA, PC12 

hücrelerine uygulandığında nörit uzunluğunun arttığı bilindiğinden, uzamanın 

indüklenebilirliği VPA uygulaması ile kontrol edilmiştir (115). PC12 hücrelerine 2 

mM konsantrasyonda ve 3 gün süreyle uygulanan VPA’nın nörit boyunu 41 µm 

uzatabildiği saptanmıştır. Smn ifadesi baskılanan hücrelere aynı şartlarda uygulanan 

VPA’nın ise nörit boyunda 53 µm uzama  sağlayarak nörit uzama hatasını 

düzeltebildiği gösterilmiştir. VPA’nın nörit uzamasına olan etkisinin hücrelerdeki 

Smn protein miktarına bağlı olarak değişmediği görülmüş, literatür ile uyumlu 

şekilde VPA’nın Smn-bağımsız bir mekanizma ile nöriti uzattığı bulgusu elde 

edilmiştir (115).  

 

 Tez çalışmasında, nöron hücrelerini hasara karşı korudukları bilinen 

resveratrol ve kurkumin adlı polifenolik HDAC inhibitörleri araştırılmıştır.  PC12 

hücrelerine 3 gün süreyle uygulanan 500 nM kurkuminin nörit uzunluğunu 38 µm 

arttırdığı saptanmış, 5. günde nörit uzunluğu açısından kontrole göre bir fark 

gözlenmezken, 7 günlük uygulama sonrasında nörit boyundaki uzama 23 µm olacak 

şekilde ölçülmüştür. 3 ve 7. günlerde nörit uzamasında saptanan bu artışlar 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuş,  kurkuminin etkisinin farklılaşmanın erken 

evresi olan 3.günde fazla olduğu saptanmıştır.  Kontrol hücrelerin 5. günde eriştikleri 

nörit boyu uzunluğuna 3 günlük kurkumin uygulamasıyla ulaşılabilmiş, bu nedenle 

kurkuminin NGF’nin etkisini hızlandırdığı düşünülmüştür. 2009 yılnda Ray B. ve 
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diğ. (116) 2 hafta farklılaştırdıkları PC12 hücreleri üzerine kurkumin uygulayarak 

nörit boyunu uzattığını bildirmiştir. Farklılaşmanın ileri evresinde gösterilen bu 

etkiyi erken dönemde analiz edebilmek amacı ile yaptığımız çalışmalarda kurkumin 

ve NGF eşzamanlı olarak uygulanmış ve kurkuminin nörit boyunu uzatabildiği 

gösterilmiştir. Elde edilen sonuçlar, kurkuminin hem farklılaşmamış nöron öncülü 

hücrelerde hem de farklılaşmış hücrelerde nörit uzamasını hızlandırabileceğini işaret 

etmiştir. 

 

 Kurkuminin nörit uzamasına etkileri başka hücre hatlarında da gösterilmiş, 

fare nöroblastoma Neuro 2a hücrelerine kurkumin uygulaması ile nörit uzamasının 

indüklendiği  bildirilmiştir.  Bu çalışmada kurkuminin NF- kB aktivasyonunu 

engellediği ve proteozom aktivitesini inhibe ettiği gösterilmiştir. Proteozom 

inhibisyonun nörit uzamasını arttırdığı bilindiğinden kurkumin ile indüklenen 

uzamanın hücrelerdeki ubikutinlenmiş protein birikiminden kaynaklanabileceği 

sonucuna varılmıştır (117, 118). Hung ve diğ. (120) kurkuminin amfipatik 

özelliğinden dolayı hücre membranına bağlanarak membranı incelttiğini ve 

elastikiyetini etkilediğini bildirmiştir. Nörit uzaması sırasında yeni membran 

oluşumu gerekmekte ve  hücrenin yüzey alanı büyümektedir (119, 120). Bu nedenle 

tez çalışmasında saptanan nörit uzamasında kurkuminin membran özelliklerini 

etkilemesinin katkısının olabileceği düşünülmüştür. Ancak kurkumin gibi pleitropik 

bileşiklerin etkilerinin hücre tipine, uygulanan süre ve konsantrasyona bağlı olarak 

değişebileceği bilinmektedir. Örneğin, farklılaştırılmış insan nöroblastoma hücre 

hattı SH-SY5Y‘ye 2 µM kurkumin uygulandığında, nörit boyunu kısalttığı 

bildirilmiştir (121). 

 

 Nöron hücrelerini hasara karşı koruduğu bilinen diğer bir polifenolik HDAC 

inhibitörü resveratroldür. Çalışmalarımızda PC12 hücrelerine 3 gün süreyle 

uygulanan 5 µM resveratrolün nörit boyunu 18 µm arttırdığı  ve bu artışın 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu saptanmıştır. Farklılaşmanın erken döneminde 

nörit uzamasını indüklemiş olan resveratrolün, 5 ve 7 günlük inkübasyonlarda ise 

nörit uzunluğunda kontrole göre değişiklik yaratmadığı gözlenmiştir. Benzer şekilde, 

Dasgupta ve diğ. (122)’nin Washington üniversitesinde yaptıkları bir çalışmada, 
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resveratrolün Neuro 2a hücrelerinde AMP-kinaz aktivitesini arttırarak nörit 

uzamasını indüklediği rapor edilmiştir. Czaplicki ve diğ. (123) resveratrolle 

indüklenen nörit uzamasının büyüme bölgelerindeki mikrotübül dağılımının 

değişmesi sonucu görüldüğünü bildirmiştir. Ayrıca resveratrolün NAD-bağımlı 

histon deasetilazlardan SIRT1’i aktive ettiği ve SIRT1 ifadesi fazla olan fare 

modelinde nörit boyunun uzadığı bildirilmiştir (124). Kurkumin gibi resveratrolün de 

hücre membranı üzerindeki etkileri araştırılmış, Brittes ve diğ. (125) lipofilik bir 

molekül olan resveratrolün fosfolipitler arasına yerleşerek membran akışkanlığını 

arttırdığını bildirmiştir.  

 

 PC12 hücreleri kurkumin ile inkübe edildiğinde saptanan anlamlı nörit 

uzaması, Smn ifadesi baskılanmış PC12 hücrelerinde ortadan kalkmıştır. Benzer 

şekilde, PC12 hücrelerinin nörit boyunu 3. günde anlamlı bir şekilde uzatan 

resveratrol, Smn ifadesi baskılanmış hücrelerin nörit boyunu uzatmamıştır.  

Kurkumin ve resveratrolün hücrede Smn ifadesi azaldığı durumda nörit uzaması 

üzerindeki etkilerini kaybettikleri saptanmıştır. Bu durum nöritogenez sırasında Smn 

proteinine ihtiyaç olduğunu kanıtlamaktadır. SMA’lı hasta fibroblast hücreleri ile 

yapmış olduğumuz önceki çalışmalarımızda, resveratrol ve kurkuminin SMN2 gen 

ifadesini arttırdığı gösterilmiştir (7, 8).  Sakla ve diğ. (126)’ de yaptıkları 

çalışmalarda polifenollerin SMN2 gen ifadesini arttırdığını bildirmiştir.  Bu 

nedenlerle polifenollerin etkisiyle artan Smn proteininin, hücre gövdesinden nörite 

doğru taşınması sayesinde nörit uzamasının indüklenebileceği hipotezi üzerine 

yoğunlaşılmıştır. PC12 hücrelerinin çekirdeğindeki Smn proteinleri, yerleşim 

gösterdikleri Gem yapılarının sayısal analizi ile araştırılmış, kurkumin ve resveratrol 

uygulamaları sonrasında Gem sayısında artış saptanmamıştır. Kurkuminin nörit 

uzaması üzerindeki etkisinin resveratrolden fazla olması nedeniyle çalışmalara 

kurkumin ile devam edilerek PC12 hücrelerine 3, 5 ve 7 gün süreyle kurkumin 

uygulanmış ve hücredeki toplam  Smn protein miktarını  arttırmadığı saptanmıştır.  

Kurkumin uygulaması ile hücredeki toplam Smn ve çekirdekteki Smn proteinlerinin 

artmamış olması, bileşik ile indüklenen nörit uzamasının Smn protein miktar 

artışından ya da Smn’in nörite taşınmasından kaynaklanmadığını göstermiştir.  
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 Araştırmalarımızda her iki bileşiğin de SMN protein sentezini 

indüklemeksizin nörit boyunu uzatabildikleri, ancak etki edebilmeleri için SMN 

proteinine ihtiyaç duydukları gösterilmiştir. SMA’lı hasta bireylerde, SMN2 geni 

kopya sayısıyla orantılı olarak hücrelerdeki fonksiyonel protein miktarının arttığı 

bilinmektedir (32). SMN2 geninden sentezlenen protein miktarı tip I hastalarda en 

düşük, tip III ve IV SMA’lı bireylerde en yüksek düzeydedir. Bu nedenle, kurkumin 

ve resveratrolün tip III ve IV SMA hastalarında  nörit uzamasını etkileyebileceği 

düşünülmüştür. Bu hipotezin doğrulanabilmesi için tip III/ IV fare modellerinde ve 

hasta bireylerin IPS-kaynaklı motor nöron hücrelerinde çalışılması gerekmektedir.  

 

 Kurkuminin etki gösterebilmek için Smn proteinine ihtiyaç duymasına 

rağmen,  protein miktarını arttırmadan  nörit boyunu uzatması, Smn proteini ile 

kurkuminin fiziksel bağlantısı olabileceğini düşündürmüştür. Kurkuminin Smn 

proteinine bağlanarak, Smn ile ilişkili protein komplekslerinin kurulmasını 

kolaylaştırabileceği, böylece nörit uzamasını hızlandırabileceği hipotezi üzerinde 

durulmuştur. Bu hipotez in silico olarak test edildiğinde Smn-kurkumin bağlanma 

afinitesi 239.79 µM olarak hesaplanmış ve Smn-valproat bağlantısına oranla daha 

güçlü olduğu belirlenmiştir. Smn-kurkumin fiziksel bağlanma olasılığının yüksek 

bulunması üzerine, kurkuminin Smn’in içinde bulunduğu komplekslerin 

fonksiyonlarını etkileyebileceği düşünülmüştür. Araştırmamızda in silico olarak 

gösterilen fiziksel bağlanmanın in vitro ve in vivo çalışmalar ile desteklenmesi 

gerekmektedir. 

 

 Bileşiklere verilen cevapta hücreler arası farklılıklar bulunduğu 

bilinmektedir. Örneğin; HDAC inhibitörleriyle yapılan bir çalışmada, fibroblast 

hücrelerinde fenil bütirat ve valproatın SMN2 gen ifadesini arttırdığı ancak aynı 

hastaya ait lenfoblastoid hücrelerinde kontrole göre değişiklik olmadığı bildirilmiştir 

(127). Bu durum, aynı bireyin farklı hücrelerinde bile bileşiklere cevabın aynı 

olmadığını göstermektedir. Bu nedenle PC12 gibi farklı türden deneysel modellerin 

kullanımıyla elde edilen sonuçlar ileride yapılacak çalışmalar için yol gösterici 

olmakla birlikte sonuçların insan hücrelerinde de desteklenmesi gerekmektedir. 

Ayrıca polifenollerin pleitropik bileşikler olmaları nedeniyle etkileri uygulanan 
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konsantrasyon ve süreye bağımlı olup hücrelerin verdikleri cevap değişebilmektedir.  

Bu nedenle resveratrol ve kurkuminin etkilerinin SMA hasta fibroblast hücrelerinin 

yeniden programlanması (reprogramming) yoluyla elde edilen motor nöron 

hücrelerine uygulanmaları ile tedavi potansiyellerinin daha kapsamlı olarak 

değerlendirilebileceği düşünülmüştür. 

 

 Son yıllarda kurkuminin tubulin proteinlerine bağlandığını ve MAP2 geni 

ifadesini arttırmak suretiyle nörit hatalarını düzeltebildiğini açıklayan makaleler 

yayınlanmıştır (128, 129).  Sıçanlarda,  Map2 mRNA’sının  nörit boyunca 

taşınmasına Marta1 adlı bir proteinin aracılık ettiği gösterilmiş ve bu proteinin 

insandaki homoloğu KSRP proteini olarak bildirilmiştir. KSRP proteini ise SMN 

proteinine bağlanmaktadır (130, 131). Bu nedenle,  kurkumin ile indüklenebildiğini 

gösterdiğimiz  nörit uzamasının Map2-aracılı bir mekanizma ile gerçekleşebileceği, 

Smn proteini eksikliğinde Map2 mRNA’sının nörit boyunca taşınamaması nedeniyle 

mikrotübül organizasyonunun bozulabileceği ve nörit uzama hatası yaratabileceği 

düşünülmüştür. Bu görüş, Map2 gen ifadesinin siRNA aracılığıyla susturulması 

sonrasında nörit uzamasının incelenmesi ile desteklenmelidir. 

 

 Bu tez çalışmasından elde edilen bilgiler, kurkumin ve resveratrol adlı 

polifenollerin PC12 hücrelerinde Smn ifadesini arttırmaksızın nörit boyunu 

uzatabildiklerini ve etki edebilmeleri için Smn proteinin hücrelerde var olması 

gerekliliği göstermiştir. Kurkumin-Smn bağlanma potansiyelinin de yüksek 

bulunduğu göz önüne alındığında, kurkuminin Smn proteinine bağlanarak Smn’in 

dahil olduğu protein komplekslerinin kurulmasını kolaylaştıracağı, böylece nörit 

uzamasında rolü olan protein ve mRNA’ların nörit boyunca taşınmasının hızlanacağı 

düşünülmüştür. Hücrelerdeki Smn protein miktarının azalması durumunda bu 

komplekslerin kurulamadığı ve bu nedenle kurkuminin etki edemediği sonucuna 

varılmıştır. Smn proteininin katıldığı komplekslerde yer alan protein ve mRNA‘ların 

araştırılması, nörit uzamasındaki moleküler mekanizmaların aydınlatılmasına ve 

tedavide yeni hedef moleküllerin tanımlanmasına ışık tutacaktır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 PC12 hücrelerine 50 ng/ml NGF uygulamasıyla 88 µm olan nörit 

uzunluğunun 100 ng/ml NGF uygulamasıyla 101 µm olduğu saptandı. 

Bundan sonraki tüm deneysel çalışmalarda 100 ng/ml NGF kullanıldı. 

 

 PC12 hücrelerinin bazal nörit boyları  3, 5 ve 7. günlük farklılaşma 

sürelerinde 74 µm, 96 µm ve 160 µm olarak belirlendi. İnkübasyon 

süresindeki artışa paralel olarak saptanan nörit boyu artışı istatistiksel olarak 

anlamlı bulundu (p<0.001). 

 

 PC12 hücrelerine nörit boyunun indüklenebilirliğinin kontrolü amacıyla 

uygulanan 2 mM VPA’nın nörit uzunluğunu 102 µm’den 143 µm’ye 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde arttırdığı saptandı (p<0.001).  

 

 PC12 hücrelerine uygulanan; 

 - 500 nM kurkuminin nörit boyunu 3 günlük inkübasyon sonunda 71 

 µm’den 109 µm’ye istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde uzattığı ve 

 böylece nörit boyunda yaklaşık 38 µm artış sağladığı saptandı 

 (p<0.001). 

 - 500 nM kurkuminin nörit boyunu 7 günlük inkübasyon sonunda 153 

 µm’den 176 µm’ye istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde uzattığı ve 

 böylece nörit boyunda yaklaşık 23 µm artış sağladığı saptandı 

 (p<0.05). 

 - 5 µM resveratrolün nörit boyunu 3 günlük inkübasyon sonunda 64 

 µm’den 82 µm’ye istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde uzattığı  ve 

 böylece nörit boyunda yaklaşık 18 µm artış sağladığı saptandı 

 (p=0.05).  
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 Smn ifadesi baskılanmış PC12 hücreleri; 

  - 100 ng/ml NGF ile 3 gün farklılaştırıldığında, sağlıklı hücrelerde 83 

 µm olan nörit boyunun Smn ifadesi baskılandığında 24 µm kısalarak 

 59 µm olduğu saptandı (p<0.001).  

 - 2 mM valproat ile 3 gün inkübe edildiğinde nörit boyunun 59 

 µm’den 112 µm’ye uzadığı, böylece nörit boyunda yaklaşık 53 µm’lik 

 artış olduğu gösterildi (p<0.001). Bu sayede kısalan nörit boyunun 

 bileşik uygulamasıyla tekrar uzatılabildiği gösterildi. 

 - 500 nM kurkumin ve 5 µM resveratrol ile inkübe edildiğinde, bu 

 hücrelerde kısa olan nörit boyunu uzatmadıkları saptandı. 

 

 PC12 ve Smn ifadesi baskılanmış PC12 hücreleriyle yapılan çalışmalar 

sonucunda, bileşiklerin nörit boyunu uzatabilmeleri için  hücrelerde SMN 

proteini varlığına ihtiyaç duyduklarını göstermiştir. 

 

 Bileşik uygulamalarının sağladığı nörit uzamasının çekirdekteki Smn protein 

miktarı ile ilişkisi Gem sayısı analiziyle araştırıldığında bileşiklerin 

çekirdekteki Smn protein miktarını arttırmadığı saptandı. 

 

 Resveratrolün nörit boyuna etkisinin kurkumine oranla az olması nedeniyle, 

PC12 hücrelerindeki total SMN protein miktarı 500 nM kurkumin 

uygulanarak Western blot ile araştırıldığında, kurkuminin hücrelerdeki total 

Smn proteini miktarını değiştirmediği saptadı. 

 

 Kurkuminin SMN protein miktarını değiştirmeden nörit boyunu uzatması, 

SMN proteini ile kurkuminin fiziksel bağlantısı olabileceğini düşündürdü ve 

bağlanma afiniteleri bilgisayar destekli 3D modelleme ile araştırıldı. Smn-

kurkumin bağlanma afinitesi 239.79 µM olarak hesaplandı ve bağlanma 

potansiyelinin Smn-valproata oranla daha güçlü olduğu belirlendi. 
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 Bileşiklerin Smn varlığında nörit boyunu uzatabilmeleri, Smn ifadesi 

baskılandığında ise bu etkilerini kaybetmeleri, etki mekanizmalarının  Smn 

proteini üzerinden olduğunu göstermektedir. Elde edilen bulgular, bileşikle 

indüklenen nörit uzamasının Smn protein miktar artışından 

kaynaklanmadığını göstermiştir.  Nörit boyu uzaması üzerindeki etkisi 

anlamlı bulunan kurkuminin, Smn proteinine fiziksel olarak bağlanma 

olasılığının yüksek olduğu saptanmıştır. Bu nedenle, kurkumin-Smn 

bağlantısının Smn’in içinde bulunduğu komplekslerin fonksiyonlarını 

etkileyebileceği düşünülmüştür. Kurkumin-Smn-nörit uzaması arasında 

varsayılan ilişkinin kanıtlanabilmesi için tez çalışmasında in silico olarak 

gösterilen fiziksel bağlanmanın in vitro ve in vivo çalışmalar ile 

desteklenmesi önerilmektedir. 

 

 SMN proteini nöritlerde KSRP proteini ile bağlanmaktadır. Bu protein hücre 

iskeletinde mikrotübül organizasyonunun kurulmasında görevli olan MAP2 

geni mRNA’sının nörite taşınmasına aracılık etmektedir. Kurkuminin MAP2 

gen ifadesini arttırdığı rapor edilmiştir. Tez çalışmamızın sonuçları ile liteatür 

bilgileri birlikte değerlendirildiğinde, kurkumin ile indüklenen nörit 

uzamasında MAP2 proteinin rolü olabileceği düşünülmüştür. Bu nedenle 

kurkumin aracılı nörit uzamasında SMN ile MAP2 proteinlerinin rollerinin 

birlikte araştırılması önerilmektedir. Bu sayede uzamanın moleküler 

mekanizmasının aydınlatılabilmesi mümkün olabilecektir. 

 

 Sıçan kökenli hücre kültür modeli kullanılarak yapılan bu çalışmanın 

sonuçları ileride yapılacak araştırmalara yol gösterici nitelik taşımaktadır. 

Araştırdığımız bileşiklerin tedavi potansiyellerinin kanıtlanabilmesı için 

SMA hasta hücrelerinin yeniden programlanmasıyla elde edilecek olan motor 

nöron hücreleri üzerindeki etkilerinin de araştırılması önerilmektedir. 
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