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OZET

Serdaroglu, E. Norofibromatozis tip 1 (NF1) ile iliskili tiimorlerde Amiloid
Prekiirsor Proteini ve SAPP’nin rolii ve Schwann hiicrelerinin boliinme hizina
etkisi. Hacettepe Universitesi Saglhik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Program
Doktora Tezi, Ankara, 2009. NF1 (Norofibromatozis tip 1) yaygin goriilen
otozomal dominant bir hastaliktir. Hastaligin karakteristik bulgularindan olan
ndrofibromlar cilt, ciltalt1 ve pleksiform olmak iizere gesitli tiplere sahiptir. Iyi huylu
olan norofibromlar kasinti, agr1 ve estetik sikayetler yaninda kotii huylu tiimorlere
doniisebilme Ozelligine sahiptirler. Norofibromlar heterojen Kkitlelerdir, ancak
tiimorijenik yapidan Nfl-/- Schwann hiicreleri sorumlu tutulmaktadir. Nfl gen tirlinii
norofibrominin yoklugu Ras yolagmin hiperaktivasyonuna neden oldugu i¢in tiimor
olusturdugu diisiiniilmektedir. Ancak son literatiir bilgileri 15181 altinda APP’nin
(Amiloid Prekiirsor Proteini) de tiimor olusumunda rol oynadig belli tiimdrler i¢in
gosterilmistir. APP ekspresyonu Ras yolagi tarafindan pozitif kontrol edilmektedir.
APP sentez sonrast membrana yerlesmekte ve o sekretazlar araciligi ile kesime
ugrayarak hiicre disinda sAPPa’y1 olusmaktadir. sAPPa da bir biiylime faktori gibi
davranmakta ve Ras yolagini uyarmaktadir. NF1 tiimoérlerinde Ras yolagi zaten
hiperaktiftir, APP ve sAPP’nin de fazla olmasi beklendiginden tiimér gelisiminde
etkin olma olasilig1 diger tiimorlerden daha yiiksektir. Ayrica , APP’nin etkilestigi
molekiiller arasinda nérofibrominin de bulundugu melanosit hiicrelerinde deneysel
olarak gosterilmistir. SAPPo’nin, farkli kanser tipleriyle olan iligkisi ve bazi hiicre
hatlarinda Ras yolagini uyarici etkisinin bulunmasi sebebiyle, bu proje kapsaminda

NF1 tiimorlerindeki roliinii géstermek {izere ¢alismalar gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Norofibromatozis tip 1 (NF1), ndrofibromin, Ras, APP, sAPPa

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi (Proje no: 08 D05 101 009)

tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Serdaroglu, E. The effect of Amyloid Precursor Protein ( APP ) and sAPP
expression on the proliferation of Schwann cells in NF1 related tumors.
Hacettepe University Institute of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Medical
Biology, Ankara, 2009. NF1 (Neurofibromatosis type 1) is a common autosomal
dominant disorder. Neurofibromas, characteristic features of the disease, have
cutaneous, subcutaneous and plexiform types. Neurofibromas are benign, but cause
pain, pruritus, aesthetical problems and besides could develop malignancy.
Neurofibromas are heterogenous according to cell types, but it is known that Nfl -/-
Schwann cells are responsible for tumorigenic progression. Absence of NFI1 gene
product neurofibromin, results in hyperactivation of ras pathway, which is thought to
cause tumor formation. In recent studies APP (amyloid precursor protein) is shown
to play a role in various types of tumors. Ras pathway positively regulates APP
expression. After synthesis, APP locates to the cell membrane where it is cleaved by
a secretases to yield an extracellular peptide called sAPPa. sAPPa functions like a
growth factor and induces Ras pathway. In NF1 tumors Ras pathway is already
activated, so it is expected that APP and sAPPa levels are also elevated and they may
have an even more important role in NF1 tumors than other types of malignancies.
Also, in melanocytes neurofibromin was shown to be one of the proteins interacting
with APP. Due to the fact that SAPPa is involved in different types of tumors and
found to activate Ras pathway in various cell lines, in this project the role of SAPP in

NF1 related tumors was studied.

Key Words: Neurofibromatosis type 1 (NF1), neurofibromin, Ras, APP, sAPPa
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

A4/22C11 antikoru sAPP bloke eden monoklonal antikor

AICD APP intracellular domain

APP Amyloid beta A4 protein precursor
APPL APP-like

APS Amonyum Persiilfat

BCA Bicinchoninic Acid

bFGF basic fibroblast growth factor

BSA Bovine serum albumin

CLS cafe au lait lekeleri

CTF carboxy terminal fragment

DAPI 4’ 6-Diamidino-2-Phenylindole

DEPC Dietil pirokarbonat

DMEM Dulbecco’s Modified Eagles Medium
DMSO Dimetil Stilfoksit

EDTA Etilen diamin tetra asetik asit

EGF epidermal growth factor

EIA enzyme immunoassay

ELISA enzyme linked immunosorbent assay(enzim ilintili immiin test)
Erk extracellular signal-regulated kinase
EVI2A-2B ecotropic viral integration site

FCS Fetal calf serum, fotal dana serumu
GRD GAP ile ilgili bolge

Grb2 growth factor receptor 2

GAP guanozin trifosfataz aktive eden protein
HBSS Hank’s balanced salt solution

HRP Horseradish Peroksidaz

Ht Nf1 +/- Schwann hiicresi, heterozigot
IBMX 3-izobiitil-1-metilksantin

KO Nfl1 -/- Schwann hiicresi, homozigot mutant, knockout

KPI Kunitz tipi serin proteaz inhibitor bolgesi
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xi
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Malin periferik sinir kilifi tiimorleri
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nerve growth factor
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oligodendrocytemyelin glycoprotein
penisilin/streptomisin

Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Phosphate Buffer Saline

feokromositoma hiicre hatti

protein kinaz C

Ras binding domain, aktif Ras proteinini taniyan bolge
Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu
serial analysis of gene expression

secretory N-terminal ectodomain of APP alpha
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1. GIRIS

Norofibromatozis tip 1 (NF1, von Recklinghausen hastaligi) kalitsal kanser
sendromu ve norokutan hastaliklar arasinda sayilan ve 1/3000 goriilme siklig1 ile
yaygin goriilen bir hastaliktir (1). Otozomal dominant kalitim gosterir. Nfl geni, 17.
kromozomun 17q11.2 bolgesinde bulunan insan genomundaki en biiyiik genlerden
biridir. Bu gendeki mutasyonlar NF1 hastaligina yol acar. Nfl geninin ifadesi viicutta
yaygin olarak goriilmekle birlikte 6zellikle sinir sisteminde diizeyi yiiksektir. Nfl
geninden sitoplazmik protein “noérofibromin” kodlanir. Norofibrominin ekzon 21-

27a’y1 kapsayan bolgesi, Ras-GTP'yi Ras-GDP'ye ¢evirerek inaktivasyon yapar.

Norofibrominin kaybi hiicrede mitojenik Ras sinyal yolaginin devaml
aktivasyonu ve hiicre proliferasyonuna yol agar. Nfl geni, Ras ile etkilesimi nedeni
ile timor baskilayict gen olarak simiflandirilir. NF1 ile iligkili tiimorlerde Ras-GTP
diizeyinin ve Ras yolagi sinyalinin arttig1 gdosterilmistir. Ras yolagi, hiicre
proliferasyonu, farklilasma, sag kalim ve apoptozis gibi hiicrenin biyolojik

fonksiyonlarini diizenler (2).

NF1, periferik sinir sistemini tutar. Hastaligin karakteristik bulgularindan biri
norofibrom olusumudur. Norofibromlar periferik sinirdeki hiicreleri igeren kompleks
tiimorlerdir. Norofibromda Schwann hiicreleri, fibroblastlar, perindral hiicreler ve
mast hiicreleri bulunur. Nérofibrom olusumu esnasinda bir grup Schwann hiicresinde
Nfl kayb1 (Nfl -/- Schwann hiicresi) (LOH, loss of heterozygosity) gerceklesmesi
tiimore yol agmaktadir. Nfl -/- Schwann hiicreleri ¢evredeki Nfl +/- hiicrelerden
gelen uyarilarla asir1 boliinmeye itilir ve periferik sinir kilifindaki mikrogevrenin

etkisiyle tiimdr karakteri gosterirler (3).

Tez c¢alismamizda noérofibrom olusumunda Amiloid prekiirsor proteininin
(APP) Schwann hiicrelerinin boliinme hizina etkisi arastirilmistir. 21. kromozomda
yer alan APP geninin ifadesi viicutta yaygin olarak goriilmekle birlikte 6zellikle
merkezi sinir sistemi hiicrelerinde ifade diizeyi yiiksektir. Ayrica tiroid gibi cesitli

organlarin epitel hiicrelerinde ve epidermiste ifade edildigi bilinmektedir. APP’nin



insan Schwann hiicrelerinde ifadesi ve islenmesi ile ilgili bir literatiir bilgisi

bulunmamaktadir.

APP, hiicrelerde amiloid iireten ve iiretmeyen iki farkli yolak ile kesilip
islenebilir. APP normal kosullar altinda izledigi amiloid iiretmeyen yolakta alfa
sekretaz tarafindan kesilerek salgilanan sAPPa (secretory N-terminal ectodomain of
APP alpha) peptidini olusturur (4). sAPPa noroprotektif bir ajandir, keratinositlerin
ve tiroid hiicrelerinin biiylimesi ile iligkilendirilmistir. APP ifadesi noronal hiicre
boliinmesi, malinlesmesi ve kolorektal kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olur.
APP ve sAPPa’nin boliinme iizerindeki etkilerinin Ras yolagi araciligiyla oldugu

diistintilmektedir (5-9).

Tezimizde, Ras yolaginin hiperaktivitesinin yol actig1 bir hastalik olan NF1,
APP ve Ras yolag: arasindaki iliskinin anlagilmasi i¢in model olarak segilmistir.
Norofibromdan izole edilen NF1 +/- ve NF1 -/- Schwann hiicreleri, kontrol normal
genotipli Schwann hiicrelerle karsilastirilmistir. Insan Schwann hiicrelerinde APP
ifadesi, kesim iriinii SAPPa salgist ve boliinme iizerindeki etkileri incelenmistir.
Sonuglar nérofibrom olusumu agisindan degerlendirilmis ve nérofibrom tedavisi i¢in

bir hedef molekiil olarak APP’nin énemli oldugu 6ne siiriilmiistiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Norofibromatozis tip 1

Norofibromatozis tip 1 (NF1), diger adiyla von Recklinghausen hastalig
kalitsal kanser sendromu grubunda yer alan ve basta sinir sistemi olmak iizere diger
organ ve sistemleri de etkileyebilen otozomal dominant bir hastaliktir. Goriilme
siklig1 1/3000°dir (1,10). Hastaligin penetransi tam, ekspresyonu degiskendir. Klinik
bulgular bir hastadan digerine, aileden aileye, hatta ayn1 aile i¢inde bireyler arasinda
bile farklilik gosterebilir (11). NF1 hastasi olan tek yumurta ikizleri {izerinde yapilan
caligmalar sonucunda, klinik tablonun agiga ¢ikmasinda kisinin genetik 6zelliklerinin

ve modifiye edici genlerin etkisinin oldugu ortaya konmustur (12).

2.2. Nf1 geni ve protein iiriinii norofibromin

NF1 17. kromozomun 17ql11.2 boélgesinde Nfl genindeki mutasyonlar
nedeniyle ortaya ¢ikar. Nfl geni 350 kilobaz uzunlugunda insan genomundaki en
biiyiik genlerden biridir. 11-13 kilobazlik 60 ekzon igeren mRNA kodlar. 8457 bg
uzunlugunda bir okuma gergevesi olan Nfl geni yaklagik 327 — 350 kDa agirliginda
ve 2818 amino asit uzunlugunda olan norofibromini kodlar. Ekzonlarinin bir kismi
(9a, 10a-2, 23a, 48a gibi) alternatif ,,splicing™ sonucu olusur (13). Bu ekzonlar
okuma cergevesinin kaymasia neden olmaz, ancak ndrofibrominin izoformlarinin

olusumunda rol oynar.

Nfl geni evrim boyunca ¢ok korunmustur. Insan ve fare arasinda %98, insan
ve drozofila arasinda % 68 benzerlik mevcuttur, bu da hiicre i¢in énemli bir protein
kodladigina isaret eder. intron 27b iginde ii¢ tane fonksiyonel gen bulunur. EVI2A,
EVI2B (ecotropic viral integration site) ve OMGP (oligodendrocytemyelin
glycoprotein) isimli bu genler Nfl geninin tersi yoniinde transkribe olur. OMGP,
insan merkezi sinir sisteminde myelin olusumu esnasinda ifade edilir. Hiicre adezyon
molekiilii olarak calisir. In vitro olarak fibroblastlar igin inhibitér oldugu ve ndron

proliferasyonuna yol agtig1 gosterilmistir (14,15). OMGP’nin komsulugunda bulunan



EVI2A ve EVI2B, murin Evi-2A ve Evi-2B’nin homologudur. NF1 hastalarinda
goriilebilen 16semilerle iligkili olabilecekleri one siiriilmektedir (11). Nfl geninde
intron 39 i¢cinde AK3 (adenilat kinaz 3) adli bir de “pseudogen” bulunur ve NfI ile

ayni yonde ifade olur.

Nfl geninin ifadesi viicutta yaygin olarak goriilmekle birlikte 6zellikle sinir
sisteminde diizeyi yiiksektir. Nfl geninden sitoplazmik protein “ndrofibromin”
kodlanir. Norofibromin 2818 amino asitten olusan 327 kilodalton molekiiler agirlikta
bir proteindir. Nfl geninde meydana gelen alternatif “splicing” ile nérofibromin
izoformlar1 olusur. Bu izoformlar NF1 klinik tablosunun cesitliligi ve gelisimsel

basamaklar ile iligkilidir (16).

Norofibrominin ekzon 21-27a’y1 kapsayan bolgesi, guanozin trifosfataz
aktive eden proteinlerin (GAP) katalitik bolgesiyle homoloji gosterir. Ekzon 21-27a
bolgesi GAP ile ilgili bolge (GRD) olarak adlandirilir. GRD, Nfl geninin fonksiyonu
net olarak tanimlanan tek bolgesidir. Norofibromin GRD bdlgesiyle Ras-GTP'yi Ras-
GDP'ye cevirerek inaktivasyon yapar. Norofibrominin kaybi hiicrede mitojenik Ras
sinyal yolaginin devamli aktivasyonu ve hiicre proliferasyonuna yol agar. Ras ile
etkilesimi nedeni ile timor baskilayici gen olarak siniflandirilir. NF1 ile iliskili
tiimorlerde Ras-GTP diizeyinin ve Ras yolagi sinyalinin arttifi gosterilmistir (17).
Ras proteini; Raf/MEK/ERK ve PI3K/Akt yolaklarmi kontrol eder. Bu yolaklar
hiicre proliferasyonu, farklilasma, sagkalim ve apoptozis gibi hiicrenin biyolojik
fonksiyonlarin1 diizenler (2). Ras sinyalinin asir1 uyarilmast durdurulamayan

boliinme, invazyon, metastaz ve apoptozun engellenmesine yol agar.
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Sekil 2.1. Ras sinyal yolaginin uyardig alt basamaklar (18).

2.3. NF1 hastaliginin tam Kriterleri

NF1, periferik sinir sistemini tutar, belirtilerin siklikla ciltte gézlenmesinden
dolay1 norokutan bir hastalik olarak anilir. Birgok hastada belirtiler orta siddettedir
ve hastanin normal yasamini slirdiirmesine olanak verir. Temel bulgulari, ciltte “cafe
au lait” lekeleri (CLS) adi verilen agik kahverengi lekeler, norofibromlar, “Lisch
nodiilii” (iris hamartomlar1), aksiller ve inguinal ¢illenme, zeka geriligi ve 6grenme
bozuklugu gibi biligsel problemler, hipertansiyon ve konjenital kalp bozukluklart gibi
kardiyovaskiiler sistemi tutan bulgular, skolyoz gibi iskelet deformiteleri, boy

kisalig1 ve makrosefali gibi gelisimsel problemler ve tiimor gelisimine yatkinliktir.



NF1 hastalarinda >%99 oraninda gozlenen iki bulgu vardir. Bu bulgular, CLS
ve kutanoz noérofibromlardir (10). CLS adi verilen agik kahverengi lekeler viicudun
farkli bolgelerinde yer alabilir, ¢esitli boyutlarda olabilir. CLS ve aksiler veya
inguinal bolgede goriilen cillenmelerin sebebi melanosit sayisindaki artis degil,
melanin pigmentinin melanozom halinde fagolizozomlarda asir1 birikmesidir. Bu
lizozomlar sadece melanositlerin iginde degil aym1 zamanda keratinositlerde,
Langerhans hiicrelerinde ve makrofajlarda da goriilebilir. Norofibromlar periferik
sinirde olusan iyi huylu tiimorlerdir. Norofibromlarda yogun olarak Schwann
hiicreleri bulunur, ayrica fibroblastlar, mast hiicreleri, perinoral hiicreler de
norofibromlarda yer alir. Norofibromlarin sayist bazi hastalarda yiizlerce olabilir. Bu

karakteristik 6zellikler ayn1 zamanda tani kriterleri arasinda da yer alir (Tablo 2.1).

Tablo2.1. NF1 klinik tami kriterleri. 2 veya daha fazla kriterin varligi tam
koydurucudur (19) .

NF1 klinik tanm1 Kkriterleri

(NIH consensus development conference 1988)
. 6 veya daha fazla cafe au lait lekesi
0] Cocuklarda ¢ap1 >0.5 cm
0] Eriskinlerde ¢ap1 >1.5 cm
. 2 veya daha fazla sayida kiitandz/subkiitan nérofibrom
ya da 1 tane pleksiform norofibrom
. Aksiler veya inguinal ¢illenme

. Optik gliom

. 2 veya daha fazla Lisch nodiilii (iris hamartomu)
. Kemik lezyonlari
0] Sfenoid kemik displazisi
o] Uzun kemiklerde deformiteler +/- psddoartroz

. NF1 tanisi almis birinci derece akraba




2.4. Norofibromlarin klinik ve patolojik ozellikleri

Norofibromlar periferik sinirdeki hiicreleri igeren kompleks tiimorlerdir.
Hastalarda klinik ve estetik sorunlara yol acan nérofibromlar, periferik sinir kilifinin
iyi huylu tiimoérleridir. Bu tiimorler, kutandz, subkutan ve pleksiform olarak

smiflandirilir.

Alkson ——
Schwann @ @Q\\\

hiicre %

e (R
hiicre s =7 =y é
fibroblast

s e N‘Q& N [T~ o

Sekil 2.2. Normal sinir kilifi ile norofibromun karsilastirilmas: (20,21).
Norofibromlar, periferik sinir kilifinda bulunan hiicre ¢esitlerini ve Nfl -/- Schwann
hiicreleri igerir. Norofibromdaki Schwann hiicreleri sinir kilifindan farkli olarak

aksonlardan ayrilmistir.

NF1 hastalarinin >%99’unda kutandz norofibromlara rastlanir ve hastaligin
temel karakteristik bulgularindan biridir. Genellikle ergenlik caginda gelisir.
Norofibromlarin sayist aileler ve hastalar arasinda farklilik gosterir (22,23). Bu
tiimorlerin malin transformasyona ugradigina dair bir bulguya rastlanmamistir. Fakat

hastanin yasam kalitesini bozdugu durumlarda (batma, kasinti ve yerlesimi



nedeniyle) cerrahi olarak ¢ikarilabilirler. Cerrahi sonrasi hipertrofik skar gelisimi ve

norofibomun tekrarlama riski vardir.

Subkutan norofibromlar palpasyonla hissedilebilir, etkilenen sinirde
hassasiyet veya agri yaratabilir (23). Nadiren malin doniigiim goriiliir. Cerrahi

miidahelede bulunulmasi norolojik sorunlara yol acabilir.

Pleksiform norofibromlar diffiizdiir, sinir boyunca biiyiirler, birden ¢ok sinir
dali ve pleksusu kaplayabilirler (23). Cevre yumusak dokulara yayilabilir ve kemik
hipertrofisine yol acabilir. Uzerindeki deride genis pigmentasyon bulunabilir.
Biiylime hiz1 6ngoriilemez, 6zellikle ergenlikte ve hamilelikte hizli biiyiime gosterir.
Fasiyal pleksiform noérofibromlar hayatin ilk 3 yasinda geliserek goriiniim
bozukluklarina yol agar (22). Pleksiform nérofibromlar sinire ve ¢evre dokulara siki
yapisiklik gosterdigi ve asirt damarlandigi icin cerrahi olarak ¢ikarilmalart ¢ok
zordur. Ozellikle fasiyal pleksiform nérofibromlarin ¢ikarilmasinda hayati tehdit
edici kanamalar meydana gelebilir. Kutandz ve subkutan nérofibromlarin aksine,

pleksiform ndrofibromlar biiyiime ve malin forma donilisme potansiyeline sahiptir.

NF1 hastalarinda yasam boyu %8-13 oraninda malin periferik sinir kilifi
tiimorleri (MPNST) goriilme riski vardir. Genellikle 20-35 yas arasinda gelisir (24).
Bu kanserlerin tanisi1 zordur, yaygin metastaz ve kotii prognoz gosterir (25). MPNST
genellikle pleksiform norofibromlardan koken alir. Insan tiimérleri ve hayvan
modellerinde yapilan ¢aligmalarda, MPNST olusumunda NF1 kaybinin yani sira p53
gibi bagka bir timor baskilayict genin kaybi da gosterilmistir (26-29). Ayrica timor
baskilayic1 6zellikte iki gen olan pl16/Ink4a ve pl4ARF genlerini kodlayan Ink4a
lokusundaki mutasyonlar da insan MPNST orneklerinde gosterilmistir (30-32).
pl6/Ink4a; hiicre dongiisiiniin negatif diizenleyicisi olarak, pl4ARF ise p53
aktivatorii olarak ¢alistiklarindan MPNST deki malin doniisiime katkida bulunurlar
(33). Bunlarin disinda bu tiimoérlerde, Epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin
(EGFR) amplifikasyonu ya da asir1 ifadesinin de etkisi olabilecegini gosteren

calismalar bulunmaktadir (34).



2.5. Norofibromlarda Schwann hiicrelerinin rolii

Norofibromda Schwann hiicreleri, fibroblastlar, perinéral hiicreler ve mast
hiicreleri bulunur. Norofibrom olusumu hakkindaki temel soru hangi hiicre ya da
hiicrelerdeki Nfl kaybinin (LOH, loss of heterozygosity) tiimére yol agtigidir.
Norofibromlardan yapilan hiicre kiiltiirii calismalarinda Schwann hiicrelerinde Nfl
eksikligi gosterilmistir (35,36). Nfl +/- fareler spontan olarak ndrofibrom veya
MPNST gelistirmemektedir. Fakat Cichowski ve grubu, Nfl -/- hiicrelerle kimerik
olan Nfl +/- farelerde ¢ok sayida pleksiform ndrofibrom olustugunu gostermistir.
Norofibromlar da biiylik dlgiide Nfl -/- Schwann hiicrelerinden olusmaktadir (26).
Bu farelerdeki tiimor sayis1 kimerizm oranina bagl olarak degismektedir. Bu ¢alisma
sonucunda, Nfl +/- farelerde ndrofibrom gelisimi icin wild-type Nfl allelinin
kaybimnin gerekli oldugu sonucuna varilmistir. Bu ¢alisma farelerde norofibrom
modeli kuran ilk calisma olmakla birlikte, norofibrom olusturan asil hiicrenin
kokenini agiklayamamistir. Ayrica bu fareler hastaligin karakteristik 6zelliklerinden

biri olan kutandz noérofibromlar1 da olusturmamuistir.

Schwann hiicrelerindeki Nf1 eksikliginin nérofibrom olusturdugu hipotezini
test etmek i¢cin Zhu ve grubu kondisyonel Nfl-mutant allel iceren farelerle ¢aligti
(3,37). Bu fareler Cre rekombinazi sadece periferik sinir sistemi Schwann
hiicrelerinde ifade eden transgenik Krox20-Cre farelerle ¢iftlestirildiler (38,39). Bu
sekilde, Cre-aracili rekombinasyonla sadece Schwann hiicrelerinde Nfl
inaktivasyonu gergeklestirildi (3). Arastiricilar, Schwann hiicrelerinde nérofibromin
kayb1 (Nf1 -/-) ve Schwann hiicre disindaki hiicrelerde Nfl heterozigotlugu (Nf1 +/-)
gooriildiigii durumda tiimoral gelisimin oldugunu saptadilar. Bu ¢alisma sonucunda
Schwann hiicrelerinin norofibrom olusturan temel hiicreler oldugu ve Schwann
hiicrelerinde Nfl inaktivasyonunun yalnizca g¢evredeki hiicrelerin Nfl +/- oldugu

durumda norofibrom olusturdugu gosterildi.
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Schwann hiicrelerinin
gogalmasi
Sekil 2.4. Norofibrom olusumu. Norofibrom olusumunun nedeni Schwann

hiicrelerindeki Nfl kaybidir. Schwann hiicrelerinin boliinme artiginda ¢evredeki Nfl

+/- hiicrelerin salgilar1 da rol oynar (41).

Schwann hiicreleri periferik sinir kilifindaki mikrogevrenin etkisiyle timor
karakteri gosterirler. Ikinci alleli de inaktive olan Schwann hiicreleri, ¢evredeki Nfl
+/- hiicrelerden gelen uyarilarla asir1 boliinmeye itilir. Nfl +/- mast hiicrelerinin asir1
cogaldigina isaret eden caligmalar norofibromda rastlanilan bu hiicre tipine dikkat
¢cekmistir. Nfl -/- Schwann hiicrelerinin ,kit ligand* salarak heterozigot mast

hiicrelerini periferik sinir kilifina ¢gektigi ve bu mast hiicrelerinin salgilarinin timor
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olusumunda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Mikrocevre kapsaminda mast hiicre
salgilar1 ve gesitli hiicre dis1 matriks molekiillerinin tiimor gelisimine etkisi de yogun

olarak caligilan bir konudur (42,43).

2.6. Norofibrominin APP ile etkilesimi

2006 yilinda De Schepper ve grubu tarafindan yayinlanan arastirmada Gal-4-
bazli maya-iki-hibrid vektor sistemi kullanilarak nérofibrominin GRD bdlgesi; beyin
cDNA kiitiiphanesine karsi tarandi. Taramanin ardindan yapilan secilim deneyleri
sonucunda belirlenen etkilesimlerden birinin APP (Amyloid precursor protein) ile

oldugu gosterildi (44).

APP’nin beyinde aksonal iletimde rol almasi ve melanozom iletimi ve
melanin saliniminda rol oynadiginin diislintilmesi, APP ile etkilesimin 6nemli bir
gorevi olabilecegi fikrini dogurdu. NF1 hastalarinda hem lezyonlu hem de lezyonsuz
deride melanosit yogunlugu yiiksektir ve melanositlerde makromelanozomlar
gozlenir. Epidermiste APP’nin ifade edildigi ve 6zellikle de melanositlerde ytiksek
oldugu bilinmektedir. Insan melanositlerindeki durumun gdzlenmesi amaciyla total
melanosit hiicre lizatlar1 norofibromin antikoru ile immiingoktiirmeye ugratildi,
norofibromin ile birlikte ¢oken proteinlere APP antikoruyla western blot uygulandi.
Boylece norofibromin ile APP’nin birlikteligi gosterildi. Ayni deney sistemi, APP ile
coken proteinlere norofibromin antikoru ile western blot yapilarak dogrulandi.
Primer insan epidermal melanosit kiiltiirlerinde RNA ve protein diizeyinde iki genin
iiriinleri de tespit edildi. Immiinfloresan boyama yapilarak, melanozom spesifik
glikoproteinleri boyadig1 i¢cin melanozom belirteci olarak kullanilan NKI-beteb’in
hem APP hem NFI ile kolokalize oldugu gosterilmistir. Nfl +/- primer insan
epidermal melanosit kiiltiirlerinde immiinfloresan boyamalar ve “immunogold
transmission” elektron mikroskopu ile yapilan incelemeler sonucunda Nfl +/-

durumda melanozom ile APP kolokalizasyonunun da bozuldugu goriilmiistiir (44).

Hem norofibromin hem de APP'nin hiicre iskeleti elemanlarindan kinesin-1

ile iliski kurdugu bilinmektedir. Herzog ve grubunun 2004 yilinda yaptiklar1 bir
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calismada melanozomlarin dendritlere kinesin aracili mikrotiibiiler tasiniminda

APP’nin rol oynadig1 gosterilmistir (45).

De Schepper ve grubu gosterdikleri APP ve norofibromin birlikteliginin,
melanozom komplekslerinin olusumunda ve vezikiiler trafikte rol oynayabilecegini
Oone slrmiislerdir (44). Diwakar ise melanozom membraninda ndérofibrominin
gosterilmesinin  Ras yolagimmin buradan diizenlenip diizenlenmedigi agisindan
incelenmesi gerektigini vurgulamistir (46). Ayrica, NF1 hastalarinda melanositlerin
parakrin biiyiime faktorlerine asir1 cevabinin, melanozomda APP ve ndrofibrominin

goriilmemesi sonucu ortaya ¢ikabilecegini ileri stirmiiglerdir.

NF1 hastalarinda goriilen 6grenme giigliigli fare modellerinde calisilmis ve
Ras hiperaktivitesi ve artmis GABA (gama-amino-biitirik asit) aracili inhibisyonla
iligkilendirilmistir. Hippokampal ndronlarda yapilan bir ¢alismada, ndrofibrominin
APP ile bir kompleks olusturup filamin proteinleri araciligiyla dopamin reseptoriiyle
(Drd3) iletisim kurdugu “in silico” olarak gosterilmistir. APP proteinin
norofibrominle olan bu iliskisi NF1 hastalarindaki 6grenme gii¢liigliniin

aciklanmasina da 1s1k tutacaktir (47).

2.7. APP

Amiloid prekiirsor proteini (APP), ilk olarak Alzheimer hastaliginin
karakteristik bulgularindan biri olan senil plaklarin olusumundaki rolii ile tanimlandi.
Senil plaklarda bulunan beta amiloid 40-42 aminoasit uzunlugunda 4 kDa agirliginda
bir peptit olup APP isimli proteinin islenmesi sonucu olusur. 21. kromozomda yer
alan APP geninin ifadesi Alzheimer olusumunda etkilidir. Down sendromlu
hastalarda Alzheimer benzeri bir patoloji goriilmesi APP geninin trizomi 21 iligkili

duplikasyonu ile agiklanmistir (48).

APP, tip-1 transmembran glikoprotein olup biiyiik bir hiicre dis1 bolge,
hidrofobik transmembran bodlge ve kisa bir sitoplazmik kuyruktan olusur. Viicutta

yaygin olarak ifade edilmekle birlikte 6zellikle merkezi sinir sistemi hiicrelerinde
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ifade diizeyi yiiksektir. Ayrica tiroid gibi ¢esitli organlarin epitel hiicrelerinde ve

epidermiste ifade edildigi bilinmektedir.

Memelilerde APP protein ailesinin 3 iiyesi bulunmaktadir: APP ve iki adet
APP benzeri protein; APLP1 ve APLP2. APLP1 yalmizca beyin dokusunda ifade
edilir. Bagka canlilarda da APP homologlar1 gosterilmistir. Caenorhabditis elegans’ta
APL1 (APP-like-1), Drozofila’da APPL (APP-like) ve Xenopus’ta homolog
proteinler bulunur (49-51). Bu proteinler arasinda fizyolojik bir benzerlik de oldugu
APPL-null drozofilalarda davranigsal fenotipin insan APP’si ile diizeltilmesi

sayesinde gosterildi.

APP, 21g21.3’te yerlesiktir ve ifadesi farkli hiicrelerde forbol esterleri, tiroid
hormonlari, retinoik asit gibi ¢esitli uyaranlardan etkilenir. 19 ekzonu vardir. Ekzon
7 ve 8 alternatif “splicing”e ugratilarak 365 - 770 amino asit uzunlugunda, 100 — 135
kDa agirliginda izoformlar elde edilir. Bu izoformlardan APP695 ifadesi beyin
dokusunda ytiksektir, APP751 ve APP770 polipeptitleri néron dis1 hiicrelerde yaygin
olarak ifade edilir. APP izoformlar islev acisindan da smiflandirilabilir. Ekzon 7
Kunitz tipi serin proteaz inhibitor bolgesi (KPI) kodlar. APP751 ve APP770 hiicre
dist kisminda KPI igerirken, APP695 KPI bolgesi igermez. APP translasyon sonrasi
N- ve O- glikozilasyon, fosforilasyon ve tirozin siilfasyonu seklinde degisime ugrar

(52).

2.8. APP’nin islenmesi

APP, hiicrelerde amiloid iireten ve iiretmeyen iki farkli yolak ile kesilip

islenebilir. APP ¢ogunlukla amiloid iiretmeyen yolag izler.

APP; alfa sekretaz tarafindan kesilerek amino ucundan biiylik amiloid
iiretmeyen bir peptid olusturur. Bu peptid, sAPPa (secretory N-terminal ectodomain
of APP alpha); ylizeyden salinir ve ndroprotektif bir ajandir. SAPP, melanositler ve
melanoma hiicrelerindeki melanin salinimini etkilemenin yani sira, Ras yolaginin

uyarilmasina sebep olan bir biiylime faktorii gibi de ¢alisir (6,53). APP’nin kesim
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sonucu olusan karboksi ucu ise CTF (carboxy terminal fragment) ismini alir.
CTF’nin gama sekretaz tarafindan kesime ugratilmasiyla p3 ve AICD (APP

intracellular domain) olusur.

APP’nin alfa sekretaz kesiminden kactigi durumlarda amiloid {ireten yolak
devreye girer. Bu yolak beta sekretaz kesimiyle baslar. APP, beta sekretaz tarafindan
kesilirse amino terminalinden sAPPa’dan 17 aminoasit daha kisa olan sAPPJ olusur.
sAPPB’nin sAPPa gibi noéroprotektif oldugu, ancak etkisinin ¢ok daha diisiik
diizeyde oldugu diisiiniilmektedir. APP, beta sekretaz tarafindan kesildikten sonra
gama sekretaz ile kesilerek norotoksik peptid amiloid-beta peptidini ve AICD’yi
olusturur (54,55). Amiloid beta peptidi, Alzheimer hastalarinin serebral korteksinde

gorilen senil plaklarda ve norofibriler agda bulunur (56).
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Sekil 2.5. APP’nin islenmesi (57).

2.9. APP’nin gorevleri

APP’nin sentezi, tasinmasi, molekiiler organizasyonu iyi bilinse de amiloid-

beta’nin uyardigi hiicre o6liimii, APP’nin normal hiicrelerde islevi ve kanser

olusumundaki rolii ile SAPP’nin goérevleri heniiz tam olarak aydinlatilamamastir.
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APP karboksi ucu araciligiyla sinyal iletiminde rol alir. APP, karboksi
ucunun selektif fosforilasyonu sayesinde sinyal iletiminde rol alan proteinlerin
fosfotirozin baglama bdlgeleri ya da SH2 (Src homology 2) bolgeleri ile etkilesime
girer. Insan beyin hiicrelerinde ve néroblastom hiicre kiiltiirlerinde APP ile SH2
bolgesine sahip adaptor protein Grb2 (growth factor receptor 2)’nin etkilesimi
tanimlanmistir. Grb2, hiicre yiizeyindeki biliylime faktorii reseptorlerini Ras sinyali
ve hiicre proliferasyonu ile iliskilendirir. Alzheimer hastalariin beyin dokusu

orneklerinde Grb2’nin APP ile etkilesimi artmistir (58).

APP’nin kesim iirlinli sAPP son caligmalarda keratinositlerin ve tiroid
hiicrelerinin biliytimesi ile iliskilendirilmistir (6,7). sAPP epidermal melanositlerde
ve melanoma hiicrelerinde dendrit motilitesinin ve melanin saliniminin diizenleyicisi
olarak calisir (9). APP ifadesi noronal hiicre boliinmesi, malinlesmesi ve kolorektal

kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olur (5,8,59).

2.10. sAPP

APP’nin hiicredis1 kismiyla ilgili yapilan fonksiyonel calismalarda hiicre
yiizeyi reseptorii oldugu, hiicre adezyonu, norit uzamasi ve sinaps olusumunda rol

oynadig1 6ne stiriilmiistiir (5,60,61).

Normal kosullarda sAPP, APP’nin transmembran bodlgesinin yakinindan alfa
sekretaz tarafindan kesilir, Alzheimer hastalif1 gibi patolojik durumlarda ise beta
sekretaz tarafindan kesilir. sAPP’nin tiroid hiicrelerinin ve fibroblastlarin hiicre
zarlarina baglandig1 gosterilmistir (53). Fibroblastlar ve tiroid hiicrelerinin sAPP ile
inkiibasyonu hiicre ¢ogalmasini artirmaktadir. Tiroid epitel hiicrelerinde (FRTL-5)
yapilan ¢alismalarda sAPP’nin biiyiimeyi artirici etkisinin MAP kinaz fosforilasyonu
aracilifiyla oldugu gosterilmistir (53). Hiicre dongiisiine etkilerinin yani sira
sAPP’nin hiicre morfolojisi lizerinde de etkileri vardir. sAPP, noroblastom

hiicrelerinde norit uzantilarinin artmasina neden olmaktadir (62).
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2.11. APP ve kesim iiriinii SAPP’nin Ras yolagiyla iliskisi

Pankreatik kanser hiicrelerinde APP’nin proteolitik kesiminde artis
gozlenmistir. Bu artisin pankreatik kanserde hiicre biliylimesi ve gocii ile iliskili
oldugu diistiniilmektedir. APP ifadesi, normal eriskin pankreasinda asinar ve adacik
hiicrelerinde lokalizedir, duktal epitelde bulunmaz. SAGE (serial analysis of gene
expression) kiitliphaneleriyle yapilan calismalarda APP transkriptleri pankreatik
kanserde saptanirken normal duktal epitelde transkriptlere rastlanmamaktadir.
Pankreatik adenokarsinom olusumu esnasinda, duktal epitelde bir seri genetik
degisiklik meydana gelmekte ve APP asir1 ifadesi olugmaktadir. Hem pankreatik
kanser 6rneklerinde hem de pankreatik kanser hiicre hatlarinda immiinohistokimya
sonuglart bu bulguyu desteklemektedir. APP promotorunun aktivitesinin ve APP
ifadesinin artis1 fizyolojik sistemlere sitokin ve biliylime faktorii eklenmesiyle de

gbzlenmistir (63,64).

Pankreatik kanser kokenli BxPC3 hiicrelerinde sAPP sinyalinin blokaji,
kanser hiicre kiimelerinin toplam sayisini azaltir, kiimelesmeyi ortadan kaldirarak tek
tek tanimlanabilen hiicre goriiniimiinii saglar. Bu hiicrelerin ekzojen sAPP ile
inkiibasyonu kanser hiicre ¢ogalmasinit artirir. Cogalmay1 artirici bu etki, FRTL-5
tiroid epiteli hiicrelerinde oldugu gibi MAP kinaz yolagiyla agiklanabilecegi gibi,
protein kinaz c¢ aktivasyonu, Akt fosforilasyonu veya biiyiime faktorii sinyal
yolaklarinin uyarilmasi ile de gerceklesebilir (65-68). sAPP deri keratinositlerinin

biiylimesini artirir ve gog¢ etmelerini uyarir (6,69).

APP ifadesi oral skuamoz hiicre kanserlerinde gosterilmis ve kotii prognoz ile
iliski oldugu ileri siiriilmiistiir. Oral skuamo6z hiicre kanseri hattinda (OECM-1) APP
ifadesi engellendiginde, sagkalim ve proliferasyonda belirgin bir azalma tespit
edilmistir. Bu etkinin sAPP {iretiminin azalmasi sonucu olustugu diisiiniilmektedir
(7). Hiicre zarinda hentiz tanimlanmamis bir APP reseptoriiniin bulundugu ve otokrin
uyartyla MAPK yolaginin aktive edildigi, boylece fenotipik degisimlerin meydana

geldigi one siirtilmiistiir (69).
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Onkojenik stres hiicrelerde protein kinaz C (PKC) veya Ras yolaklarini
uyarabilir. Bu iki yolak da APP ifadesini artirmaktadir (48). Ayrica PKC alfa
sekretaz1 aktive ederek sAPP alfa iiretimini uyarir (48). Ras yolagi ve APP iliskisini
inceleyen bir ¢alisma da 2007 yilinda yaymlanmistir. Nizzari ve grubu bu ¢alismada
APP’nin Grb2 adaptdr proteini ile iletisim kurdugunu ve bu iletisimin bdliinen
hiicrelerde gozlenip apoptotik durumlarda kayboldugunu tartigmislardir (58).
APP’nin adaptor Grb2 ile sentrozomda vezikiiler yapilarla iliski kurdugu
gosterilmistir. Bu iletisimin hedefinin Erk 1,2 oldugu ve bu nedenle APP’nin hiicre

dongiisiinii diizenlemede rol oynayabilecegi 6ne siiriilmiistir.

Fare feokromositoma hiicre hattt PC12 hiicrelerinde NGF (nerve growth
factor)’in APP’nin ifade diizeyleri, mRNA izoformlari, lokalizasyonu, yikimi,
salgilanmak iizere islenmesi iizerinde etkisi oldugu gdsterilmistir. Villa ve grubu
NGF’in biiylime faktorleri bFGF (basic fibroblast growth factor) ve EGF (epidermal
growth factor) gibi Ras-bagimli bir mekanizma kullanarak APP mRNA seviyesini
artirdigint tespit etmistir (48). PC12 hiicrelerinin ras icin dominant inhibitor
mutasyona sahip ve normal Ras’in islev goremedigi alt-klonu M-M17-26 ile yapilan
deneylerde NGF’in APP ifadesini artirmak i¢in Ras’a ihtiya¢ duydugu bulunmustur.
Ras, Raf ve MAP kinazin dominant negatif mutantlar1 ile yapilan ¢aligmalar APP
ifadesi i¢in sadece Ras’in degil tiim Ras-MAPK yolaginin aktivasyonunun
gerektigini gostermistir. APP ile Ras yolaginin birbirleri tizerindeki etkisinin insan
orneklerinde calisilmasi gerektigi, bu bilginin Alzheimer basta olmak iizere bir ¢cok

hastalik icin yol gosterici sonuglar doguracag: tartigilmaktadir.

Ras yolagiyla dogrudan iliskili bir patoloji olan NFI1 hastaligindaki
tiimorlerde APP’nin rolii olabilecegi hipotezi One siiriilmiis, tez calismamizda
norofibrom olusumundan sorumlu Schwann hiicreleri APP ifadesi, islenmesi ve

boliinme 6zellikleri agisindan incelenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismada kullanilan kimyasal malzeme ve soliisyonlar

3.1.A. Hiicre Kiiltiirii

Kullanilan hiicreler:

Normal insan Schwann hiicreleri (Prof. Dr. Patrick Wood un laboratuvarindan temin
edildi. )
Norofibromdan izole edilen Schwann hiicreleri (NF1 +/- ve NF1 -/-) (Prof Dr. Eric

Legius’un laboratuvarindan temin edildi.)

Kullanilan Kiltiir Ortamlarz:

Schwann hiicre kiiltiirli ortami (+/- forskolin):

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Gibco/Invitrogen)
%10 FCS (Fetal calf serum) (Gibco/Invitrogen)

1x P/S (penisilin/streptomisin) (Sigma)

0.5 mM IBMX (3-izobiitil-1-metilksantin) (Sigma)

10 nM beta-heregulin (R&D Systems EUROPE Ltd.)

2.5 pg/ml insiilin (Sigma)

0.5uM forskolin (Sigma)

N2-supplement medium: (Serum i¢ermeyen medium)

DMEM F12 (Gibco/Invitrogen)

Ix P/S (Sigma)

0.5 mM IBMX (Sigma)

N2-supplement (1:100 dil) (Gibco/Invitrogen)

Hiicre dondurma ortama:

%40 DMEM (Gibco/Invitrogen)
%40 FCS (Gibco/Invitrogen)
%20 DMSO (Dimetil stilfoksit) (Applichem)



Kiiltiir kab1 kaplamak icin gereken malzemeler:
Poli-L-lizin (Sigma)

Laminin (Gibco/Invitrogen)

Hiicre pasajlanmasinda kullanilan malzemeler:
1x PBS (Phosphate buffered saline) (Sigma)
Versen (Gibco/Invitrogen)

Tripsin — EDTA (Biochrom)

3.1.B. immiinfloresan Boyama

Triton-X-100 (Sigma) : 0.2%/PBS (v/v)
Keci serumu (Sigma) : 10%/PBS (v/v)
Dana serum albiimini (Sigma) : 10%/PBS (w/v)
Tween 20 (Sigma) : 0.1%/PBS (v/v)
Antikorlar:
Tavsan poliklonal S-100 (DaKo)
Kegi anti-tavsan AF 568 (Molecular Probes)
DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma)
Prolong Antifade Kit (solmay1 engelleyici) (Molecular Probes)

1X PBS (pH 7.4) : Phosphate buffered saline

NaCl (Carlo Erba) 140 mM
KCIl (Carlo Erba) 3 mM

KH2PO4 (Carlo Erba) 0.9 mM
NaHPO4 (Merck) 6.4 mM

3.1.C. Boliinme Deneyi

CyQuant NF Bolinme Deney Kiti kullanilmistir. (Invitrogen)
5X HBSS tamponu (Hank’s balanced salt solution)
CyQuant NF boya soliisyonu



96 kuyucuklu plate (Greiner)
dH,O

3.1.D. Hiicreden RNA izolasyonu:

Trizol (Invitrogen)

Kloroform (Merck)

Izopropanol (Merck)

Etanol (Merck)

Dietil pirokarbonat (DEPC) (Applichem)

3.1.E. cDNA Sentezi

Quantiscript Reverse Transcriptase (QIAGEN)
5x Quantiscript RT tamponu (QIAGEN)
RT primer karisimi (QIAGEN)

3.1.F. Kantitatif RT-PCR

2X SYBR green jump start mix (Sigma)

25 uM MgCl, (Sigma)

10 uM insan beta aktin primeri (Iontek)
F: 5’-CGCAAAGACCTGTACGCCAAC-3 55.20 nmol 10pmol/pl
R:5’-GAGCCGCCGATCCACACG-3’ 49.94 nmol 10 pmol/pul

3.1.G. Yari-kantitatif RT-PCR

10x PCR Tamponu (Fermentas)

25 uM MgCl, (Fermentas)

dNTP (Fermentas)

Taq DNA polimeraz (rekombinant) enzim 5u / pl (Fermentas)

dH,O

20
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10 uM insan APP primeri (Metabion International AG)

F: 5-AAGCCACAGAGAGAACCACCAGCATT-3' (Ekzon 6)

R: 5'-GCTTGACGTTCTGCCTCTTCCCATT -3’ (Ekzon 10)
50 b¢ molekiiler agirlik belirleyicisi (Fermentas, SM0371, Gene Ruler 50bp DNA
Ladder) (DNA fragmentleri: 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 250, 200, 150,
100, 50 baz gifti)

3.1.H. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Insan sAPPa deney kiti kullanilmistir. (IBL- Immunobiological laboratories)

96 kuyucuklu fare anti- insan sSAPPa (2B3) antikoru kaplanmais kiiltiir kabi
HRP (horse radish peroksidaz) konjuge fare anti-insan monoklonal APP (10D1)

antikoru 0.4 ml
Rekombinant insan sSAPPa Proteini 0.5mlx2
EIA tampon (enzyme immunoassay): %1 BSA, %0.05 Tween 20, PBS 30 ml
Antikor i¢in solisyon: %1 BSA, %0.05 Tween 20, PBS 12 ml
Kromojen: TMB soliisyonu (Tetra Methyl Benzidine) 15 ml
Durdurma soliisyonu: 1N H,SO4 12 ml
Yikama tamponu: %0.05 Tween 20, PBS 50 ml

3.1.1. Protein izolasyonu

Blending buffer (¢6ziicii tampon)
Tris-HC1 0.5M pH 6.8
EDTA 0.5 M
SDS %20
H20

Proteaz inhibitor tablet



3.1.J. Protein miktar tayini

BCA Protein Deney Kiti (Pierce, Cat. No. 23225)
3.1.K. Ras aktivite diizeyi testi

Ras Assay Reagent (Raf-1 RBD, agaroz) (Millipore)
Fare anti-ras antikoru, klon RAS10 (Millipore)

Mg*" lizis / yikama tamponu (Millipore)

3.1.L. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

%12 akrilamid jel
%30 akrilamid / bisakrilamid 4 ml
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 2.5 ml
dH,0 3.3 ml
%20 SDS pH 7.2 100 ul
%10 APS 100 ul
TEMED 4 ul

%S5 akrilamid jel
%30 akrilamid bisakrilamid 0.5 ml
Tris-HCI IM pH 6.8 380 ul
dH,0 2.1 ml
%20 SDS pH 7.2 30 ul
%10 APS 30 ul
TEMED 3ul

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

Sodyum dodesil stilfat (SDS) (Sigma)
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3.1.M. Western Blot

Yiirlitme tamponu (pH 8.6):
Tris baz NH,C(CH,OH); (Sigma)
Glisin (Sigma)
dH,O
Yikama tamponu (TBS, pH 7.4)
Tris baz
NaCl
Transfer tamponu
Tris baz
Glisin
dH,O
TBS-T
TBS yikama tamponu
% 0.1 Tween 20 (v/v) (Sigma)
Bloklama tamponu
Siit tozu

TBS-T
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0.124 M
1.250 M

20 mM
137 mM

3,04 ¢
144 ¢
1 litre

lg
10 ml

Birincil ve ikincil antikor sulandirma soliisyonu

Siit tozu
TBS-T

Birincil antikor:

05¢g
10 ml

Fare anti-ras antikoru, klon RAS10 (Millipore)

Ikincil antikor :
HRP ile isaretli anti-fare (Sigma)

Nitroseliiloz membran (Sigma)

Iki renkli protein molekiiler agirlik belirleyicisi (Biorad marker)

Coomassie brilliant blue R-250 (Amersham)

Ponceau S. soliisyonu (Sigma)
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3.2. Yontemler

Tez calismas1 kapsaminda normal, NFI + / - ve NF1 - / - Schwann
hiicrelerinin boliinme hizlari, APP ifadeleri, sAPP iiretimleri, Ras yolag:1 aktivitesi
diizeyleri incelenmis, SAPP bloke edici antikor uygulanarak hiicreler boliinme hizi ve

Ras yolag1 aktivitesi agisindan tekrar degerlendirilmistir.

3.2.A. NF1 +/ - ve NF1 -/ - Schwann hiicre kiiltiirii kurulmasi

NF1 hastasindan ¢ikarilan noérofibrom, laboratuvarda dnce kiigiik parcalara
boliinerek ¢evre dokulardan ayrilir, sonra 2 hafta forskolinli ortamda kiiltiire edilir.
(6n inkiibasyon) 2 haftanin sonunda on inkiibasyon ortami kollajenaz ve dispaz
iceren ayristirma ortami ile degistirilir. Bu ortam igerisinde nérofibrom daha da
kiigiik parcalara boliindiikten sonra bir gece 37°C’de inkiibe edilir. Ertesi giin, ucu
inceltilmis pastor pipeti yardimiyla nérofibrom tamamen parcalanir ve santrifiijle
hiicreler ¢oktiiriilir. Elde edilen hiicreler, Schwann hiicre kiiltiirii kurmak iizere
calisilmaya devam edilebilecegi gibi, bu asamada elde edilen hiicreler dondurma
ortami1 eklenerek dondurulup bagka deneyler i¢in saklanabilir. Norofibromdan izole
edilen ve 2 ml dondurma ortaminda dondurularak saklanan Schwann hiicreleri
Belcika Leuven Universitesi’nden temin edildi. Dondurulan hiicreler kuru buz
igerisinde yollanarak, yolculuk esnasinda hiicrelerin ¢oziiliip 6lme riskine karsi
onlem alindi. Donmus halde gelen hiicreler 37°C’de ¢oziildii. Uzerine 4 ml kiiltiir
ortami1 eklenip 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atildiktan sonra
¢Oken hiicreler 10 ml forskolinli Schwann hiicre ortaminda tekrar kaldirildi. Hiicreler
Nfl +/- ve Nfl -/- Schwann hiicreleri elde etmek icin, iki adet 25 em®lik kiiltiir

kabina 5’er ml olacak sekilde boliindii.

Nf1 +/- hiicrelerin ortami1 3-4 giinde bir forskolinli ortamla degistirildi. Nf1-/-
hiicrelere ise, forskolinli Schwann hiicre kiiltiir ortami eklenip bir gece bekletildikten
sonra, bir kez PBS ile yikanip serum i¢cermeyen N2-supplement ortami ilave edildi.
Nfl -/- hiicreler 24 saat N2-supplement ortaminda tutulduktan sonra forskolinsiz

Schwann hiicre kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmaya devam edildi. 3-4 giinde bir ve
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pasajlama sirasinda, bir gece forskolinli ortamda tutma, ardindan 24 saat N2-
supplement ortaminda bekletme, sonrasinda forskolinsiz ortama ge¢me protokolii

tekrarlandi.

3.2.B. Normal Schwann hiicre Kiiltiiriiniin elde edilmesi

Normal Schwann hiicreleri, organ dondrlerinin sural sinirlerinden
ayristirilmaktadir. Cevre dokulardan ayrilan fasikiillere, nérofibromlardan Schwann
hiicre izolasyonunda kullanilan yontemler uygulanarak normal Schwann hiicre
kiiltiirii kurulur. Bu sekilde izole edilen Schwann hiicreleri Miami Universitesi, “The
Miami Project to Cure Paralysis and the Department of Neurological Surgery”
boliimiinden temin edildi. Normal Schwann hiicrelerinin ortami 3-4 giinde bir

forskolinli ortamla yenilendi.

3.2.C. Kiiltiir kaplarimin kaplanmasi:

Schwann hiicrelerin tutunmalarini saglamak amaciyla kiiltiir kaplarmin poli-L-

lizin ve laminin ile kaplanmas1 gerekmektedir.

1. 100pg/ml Poli-L-Lizin konulup oda sicakliginda 30-60 dakika bekletildi. 35
mm ¢apindaki petri kaplar i¢in 3 ml, 25 cm2 yiizey alanina sahip kiigiik kiiltiir
kaplar1 i¢in 5 ml konuldu.

2. 1-3 kez PBS ile yikand..

3. 4 pg/ml Laminin konulup 37°C’de 1 saat veya 4°C’de bir gece bekletildi.

4. 1-3 kez PBS ile yikand.

5. Hazirlanan kiiltiir kaplar1 4°C’de bir hafta kadar saklanabilir.

Bu islemler esnasinda kiiltiir kaplarinin yilizeyine pipetle temas etmemeye

dikkat edilmelidir, ¢iinkii ¢izilen yiizeyler fibroblastlar tarafindan doldurulmaktadir.
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3.2.D. Pasajlama

Hiicreler kiiltiire edildikleri kiiltiir kaplarinin ylizeyini kapladiklar1 zaman
(confluency) asir1 yogunlugun yaratacagi kontak inhibisyonunu onlemek, hiicrelerin
cogalmasini saglamak ya da dondurarak saklayabilmek amaciyla pasajlama yapmak
gerekmektedir. Pasajlama protokolii normal, Nfl +/- ve Nfl -/- Schwann hiicreleri

i¢in aynidir.

Schwann hiicreleri 25 cm? alana sahip hiicre kiiltiir kaplarinin yiizeyini 3 — 4
haftada kaplamaktadir. 25 cm® yiizey alam olan kiiltir kaplarinda yiizey
kaplandiginda hiicre sayis1 yaklagik 700 bine ulagmaktadir. Pasajlama islemi ile

hiicreler, iki yeni 25 cm?’lik kiiltiir kabina boliiniir.

Pasajlama  islemlerinde; hiicre  kiiltir =~ ortami  pipet yardimiyla
uzaklagtirildiktan sonra, bir kez PBS ile yikandi. Hiicrelerin {izerine 2 ml versen
eklenip geri ¢ekildi. 1 ml tripsin-EDTA soliisyonu konuldu. Daha sonra 37°C’de
%35 CO, igeren etiivde 2-3 dakika inkiibe edilerek hiicrelerin kalkmasi saglandi.
Hiicrelerin kalktigi mikroskop altinda gozlemlendikten sonra hiicrelerin iizerine
tripsini inaktive etmek amaciyla 2 ml hiicre kiiltiir ortam1 eklendi ve hiicreler 15
ml’lik tiip igerisinde toplandi. Hiicreler bu asamada hemasitometre kullanilarak

sayildi.

Toplam hiicre sayis1i = Hemasitometrede sayilan hiicre miktari x hacim

Tiipte toplanan hiicreler 2000 rpm.’de 10 dakika santriflij ediildi, boylece
hiicrelerin dibe ¢okmesi saglandi, slipernatan atildi. Hiicreler kullanilis amaglarina
gore (pasajlama / dondurma) gerekli soliisyon 15 ml’lik tiiplin dibine ¢oken

hiicrelerin tizerine eklendi.

Dondurulacak hiicrelerin tizerine 1 ml toplam hacim olasak sekilde %40
DMEM (400 pl), %40 FCS (400 ul), %20 DMSO (200 pl) eklendi. Pipetaj

yardimiyla hiicreler kaldirildi ve cryo tiiplere konularak dondurulmalar1 saglandi.
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Pasajlanacak hiicreler ise hiicre kiiltiir ortami hiicre sayisina gore seyreltilerek kiiltiir

kaplarina aktarildi.

3.2.E. Mikoplazma Testi:

Bagka bir laboratuvardan temin edilen Schwann hiicreleri ile ¢alismaya
baslamadan 6nce, hiicre kiiltiir laboratuvarimizi olas1 bir kontaminasyon riskinden

korumak amaci1 ile DAPI boyamasi yapilarak mikoplazma testi uygulanmastir.

Mikoplazma testi i¢in, 35 mm ¢apinda ve igerisinde lamel bulunan petri kabu,
hiicrelerin yapigsmasini saglamak amaciyla Poli-L-Lizin ve Laminin ile kaplandi.
Gonderilen hiicrelerden bir miktar alinarak 37°C’de %5 CO, igeren etiivde Kkiiltiire
edildi. Bu sekilde hiicrelerin lamele yapigsmasi beklendi. Bu siire sonunda besi yeri
atilarak hiicreler 1x PBS ile yikandi. Sonrasinda %4’liik paraformaldehit ile hiicreler
lamelin iizerine fikse edildi. iki defa 1x PBS ile yikandiktan sonra DAPI boyamasi
yapilarak hiicrelerdeki genetik materyal isaretlendi. Ana stok konsantrasyonu: 0,1
pg/mL olan DAPI boyast 1/1000 oraninda sulandirilarak kullanildi. Hiicrelere 1
dakika DAPI boyasi uygulandiktan sonra tekrar 1x PBS ile yikandi. Islem
tamamlandiktan sonra lamel, lam iizerine kapatilarak floresan mikroskopta
mikoplazma enfeksiyonu yoniinden incelendi ve fotografi cekildi. Bu ¢alisma

sonucunda hiicrelerde mikoplazma kontaminasyonunun olmadig1 tespit edilmistir.

3.2.F. immiin boyama:

Schwann hiicreleri norofibromdan izole edildikleri i¢in kiiltiir ortaminda
baska tip hiicrelerin de bulunma ihtimali vardir. Ozellikle kolay béliinebildiklerinden
fibroblastlar kiiltir kabinda biiyilk yer kaplayarak yavas boliinen Schwann
hiicrelerinin ¢ogalmasina firsat tanimayabilir. Bu nedenle Schwann hiicrelerine 6zel
bir besleme ortami ve protokolii kullanilmasinin yani sira kiiltiirdeki hiicrelerin
gercekten Schwann hiicreleri olduklarimi gostermek adina Schwann hiicrelere 6zgiil

bir protein olan S-100’e 6zgii antikorla immiinfloresan boyama yapildu.
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Boyama yapilan hiicreler Poly-L-Lysin ve Laminin ile kaplanan 35 mm
capinda i¢inde lamel bulunan petrilerde 37°C’de %5 CO, igeren etiivde kiiltiire
edildi. Hiicreler yeterli yogunluga ulastiktan sonra %@4’liikk paraformaldehit ile
lamellerin tizerine fikse edildi ve 0.2% Triton X-100/PBS kullanilarak gecirgenligi
artirlldi. Daha sonra % 10 keci serumu, % 10 sigir serum albiimini ve % 0.1
Tween20/PBS igeren soliisyon ile hiicreler bloke edildi. Birincil antikor olarak
1/3000 derisimde tavsan poliklonal S-100 antikoru (DaKo) kullanild1. ikincil antikor
olarak ke¢i anti-tavsan antikoru AF 568 (Invitogen Molecular Probes) kullanildi.
Birincil ve ikincil antikor boyama sonrasi ¢ekirdekler i¢in DAPI boyamas1 yapildi.
Lameller, ProLong Antifade Kit (Molecular Probes) kullanilarak lam iizerine
yapistirildt  ve kurumalart icin karanlikta 10-12 saat bekletildikten sonra

degerlendirildi.

3.2.G. Boliinme deney protokolii:

Normal, Nfl +/- ve Nfl -/- Schwann hiicrelerinin bélinme hizlarinin
karsilastirilmast  ve ortama APP antikoru eklenmesinin hiicre sayilar1 lizerindeki
etkisinin degerlendirilmesi amaciyla CyQuant NF Proliferation Kit kullanildi. Bu
kitte hiicresel DNA igerigi floresan boya baglanmasi araciligryla olclilmektedir.
Floresan siddeti ile hiicre sayisini korele etmek i¢in, dncelikle belirli sayida hiicre ile
Olctim yapilir ve standart egri ¢izilir. Standart egri ¢izimi i¢in uygun olan hiicre
sayilar1 asagida verilmistir. Hiicreler ilave edilmeden 6nce kuyucuklar, kiiltlir kab1

kaplanmasindaki yontem esas alinarak poli-L-lizin ve laminin ile kapland.

1. Hicreler kuyucuklara ilave edildi. Standart egri ¢izimi i¢in en az 4 saat
boyunca, diger deneyler icin 2, 5 veya 8 giin siiresince hiicreler forskolinli
ortamda inkiibe edildi. Hiicreler 24 saat boyunca yiizeye yapistiktan sonra
APP antikoru 1:100 derisimde eklendi ve 24 saat sonra Olglime alindi.
Deneyler ikili veya tiglii tekrarlar halinde ¢alisildi.

2. Olgiim yapilacaginda hiicrelerin iizerindeki ortam uzaklastirildi.
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5x konsantrasyonda bulunan tampon HBSS (Hank’s balanced salt solution)
distile su ile diliie edilerek 1x olacak sekilde her deney Oncesinde taze
hazirlandi.

Ix konsantrasyondaki tamponun mililitresine 2 pl olacak sekilde CyQuant
NF dye reagent isimli boya ilave edildi ve bdylece 1x boya baglanma
sollisyonu hazirlandi.

Ix boya baglanma soliisyonundan kuyucuklara 100’er pl konuldu.

Kiiltiir kaplar1 37°C’de 30-60 dakika inkiibe edildi.

Floresan siddeti, 485 nm’de uyarim ve 530 nm’de emisyon tespiti ile
SpectraMax M2 microplate reader aletinde olgiildii. Boya baglanma
soliisyonu ile inkiibasyondan sonra 2 saat icinde Olglim yapilmasi

gerekmektedir.

Tablo 3.1. Boliinme egrisi standardizasyonu icin kullanilan kiiltiir kabinin

sematizasyonu. Kutularda yazili sayilar, kuyucuklardaki hiicre sayilarini ifade

etmektedir. Bollinme egrisinin standardizasyonu i¢in 0 ila 20000 hiicre tiglii tekrar

halinde 96-kuyucuklu kiiltiir kabina asagida gosterildigi sekilde konmustur.

1 |2 3 4 5 6 7 8 19 |10 |11 |12

A 0 15000 | 0 15000 | 0 15000

B 100 20000 | 100 20000 | 100 20000

C 250 250 250

D 500 500 500

E 1000 1000 1000

F 2500 2500 2500

G 5000 5000 5000

H 10000 10000 10000
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Boliinme deneyleri i¢in hazirlanan 6rnekler her hiicre tipi i¢in hemasitometre

ile sayilarak hazirlanan 1000 hiicreden olusmaktadir. 2., 5. ve 8. gilinlerde yapilan

Olctimler i¢in ayr plateler kullanildi. Kullanilan kuyucuklar poli-L-lizin ve laminin

ile kaplandu.

3.2.H. RNA izolasyonu:

RNA izolasyonu i¢in trizol ile RNA ayristirma metodu kullanildi.

10.

11.

. Yiizeyi tamamen hiicrelerle kaplanmis 25 cm”lik kiltir kabi iizerine 1 ml

trizol eklendi ve 1,5 ml’lik ependorf tiipe alindu.

Kloroform (49) : izoamil alkol (1) oraninda soliisyon hazirlandi. Buz
iistiindeki 6rneklere 200 pl eklendi. Tipler elle 2 dakika kadar ¢alkaland.
13000 rpm’de +4C’de 15 dakika santrifiij yapildi.

Santrifiij sonrasinda en lstteki beyaz seffaf faz ayri bir ependorf tlipe alindi
ve lizerine 500 pl izopropanol eklendi. Seffaf faz RNA igcermektedir, alttaki
fazlar ise DNA veya protein izolasyonu i¢in kullanilabilir.

RNA ve izopropanol igeren tiip alt iist edilerek karistirildi ve 10 dakika -
20°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrast 13000 rpm’de +4C’de 10 dakika santrifiij yapildi.
Stipernatan atildi.

Pelet ilizerine 1 ml DEPC (Diethyl pyrocarbonate) iceren %70 etanol
eklenerek karistirildi. Buz iizerinde 3 dakika bekletildi.

7500 rpm’de +4C’de 3 dakika santrifiij yapildi.

Etanol atilds, tiip kapagi acik birakilarak kurutuldu.

Pelet {izerine 15 pl niikleaz igermeyen distile su eklendi. Buz igerisinde 1 — 2
saat bekletildi.

Elde edilen RNA 6rnegi — 80 C’de saklanabilir.
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izole edilen RNA’nin saflig1 ve miktar1 spektrofotometrik olarak, 260 nm ve 280
nm dalga boyundaki optik dansite Olciilerek hesaplandi. RNA safligi, optik dansite
(280) / optik dansite (260) oranina gore belirlendi.

3.2.1. cDNA sentezi

Elde edilen RNA oOrneklerinden ¢cDNA, Quantiscript reverse transcriptase

enzimi ve random primer kullanilarak sentezlendi.

1. Toplam 14 pl olacak sekilde 1 ug RNA, 2 ul gDNA (genomic DNA) wipeout
buffer (7x) ve RNaz igermeyen distile su karigimi hazirlandi.
2. 42 C’de 5 dakika inkiibe edildi.
3. Ornekler buza alindi ve mastermix eklendi.
Mastermix:  Quantiscript reverse transcriptase 1ul
5x quantiscript RT buffer 4ul
RT primer mix 1ul oraninda hazirlandi.
4. 42 C’de 30 dakika, 95 C’de 5 dakika inkiibe edildi.
5. Ornekler -20C’de saklandh.

3.2.J. RT-PCR

RT PCR, ilgilenilen genin ifadesinin cDNA’nin kalip olarak kullanilmasi
araciligiyla analiz edilmesidir. PCR iirlinli agaroz jelde yiiriitiiliir ve elde edilen
bandin yogunlugu, her dokuda ifade edildigi bilinen kontrol genlerin (house keeping)
ifadesi ile karsilastirilir. Bu yonteme yari-kantitatif RT-PCR denilir. Bu yontemle
herhangi bir genin bir dokuda ifade edilip edilmedigi ve ifadedeki degisikligin analizi
yapilir.

Hiicrelerden izole edilen RNA orneklerinin ¢cDNA’ya ¢evrimi sonrasinda
orneklerin yogunluklarini dengelemek amaciyla sadece insan beta aktin primerleri
kullanilarak kantitatif RT PCR reaksiyonu kondu ve Ornekler birbirlerine gore

standardize edildikleri zaman APP ifadeleri agisindan karsilastirildi. On deneylerde
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APP’nin bu hiicrelerde birden ¢ok izoformunun ifade edildigi goézlendigi i¢in
birbirlerine gore standardize edilen 6rnekler APP ifadesi i¢in yari-kantitatif RT PCR

ile incelenmistir.

Kantitatif RT PCR reaksiyonu:
Ormek sayisina gore bir karisim hazirlandi. Tiiplere 19 ul olacak sekilde

karisim dagitildi. Ardindan 1’er pl cDNA eklendi.

2x SYBR green jump start mix — 10ul
25 uM MgCl, — 2,4 pl

Beta aktin primer Forward — 0,8 ul
Beta aktin primer Reverse — 0,8 ul
dH,O -5 ul

Reaksiyon kosullari:

94°C 2 dakika, (94°C 1 saniye, 60°C 15 saniye) x 45 dongii

Yari-kantitatif RT PCR reaksiyonu:
Ornek sayisina gore bir karistm hazirlandi. Tiiplere 6nce 30,6 pl dH-O,

ardindan karisimdan 15,4 pl dagitildi. Tiiplere en son 4’er pul cDNA eklendi.

10x PCR Tamponu — 5 pl
25 uM MgCl, — 4 pl

dNTP karigimi —2 pl

APP primer Forward — 2 pl
APP primer Reverse — 2 ul

Taq polimeraz enzim — 0,4 pl

Reaksiyon kosullart:
94°C 2 dakika, (94°C 25 saniye, 55°C 30 saniye, 72°C 30 saniye) x 35 dongii
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3.2.K. ELISA

Normal, NF1 + / - ve NF1 -/ - Schwann hiicrelerinin ortama salgiladiklar1 APP
kesim iirtinii sAPP alfa’nmin tespiti ve hiicreler arasinda Kkarsilagtirmali bir
degerlendirilme yapilmasi i¢in insan SAPPa deney kiti kullanildi. Hiicreler arasindaki
Ol¢iimleri standardize etmek icin, kendi protokollerine gore beslenmekte olan
hiicreler 24 saat boyunca serum i¢ermeyen N2 ortaminda tutuldu. 25 cm?lik kiiltiir
kabindaki hiicreler i¢in 3 ml N2 ortami eklendi. N2 ortaminin kullanilmasinin nedeni

Schwann hiicre ortamindaki serum igeriginin sonuglari etkilemesini 6nlemektir.

1. Insan sAPP alfa peptidi igeren liyofilize haldeki standart tiipii 500 ul dH,O ile
coziilerek 50 ng/ml sAPP alfa standart soliisyonu elde edildi.

2. Standart soliisyonun 0 — 25 ng/ml konsantrasyonlar: arasinda 8 dillisyonu
EIA tamponu ile hazirlandi. Diliisyonlar; 25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 6,25 ng/ml,
3,13 ng/ml, 1,56 ng/ml, 0,78 ng/ml, 0,39 ng/ml ve 0 konsantrasyonda sAPP
alfa icermektedir.

3. Standart diliisyonlar, 6l¢iilecek 6rnekler ve kor soliisyonlar 100’er pl olacak
sekilde kuyucuklara konuldu ve bir gece 4°C’de inkiibe edildi.

4. 40x derisimdeki yikama tamponu dH,O ile seyreltildi.

5. 1x yikama tamponu ile kuyucuklar 7 defa yikandi.

6. Her kuyucuk icin 100 pl olacak sekilde, sAPP antikoru; kit igerisindeki
antikor soliisyonu ile 30 kat sulandirildi.

7. 100 pl isaretli antikor soliisyonu kuyucuklara eklendi ve 30 dakika 4°C’de
inkiibe edildi.

8. 1x yikama tamponu ile kuyucuklar 9 defa yikandu.

9. Kuyucuklara 100’er ul kromojen konuldu, 30 dakika boyunca karanlikta ve
oda sicakliginda inkiibe edildi.

10. Kuyucuklara 100’er pl durdurma soliisyonu eklendi. Kuyucuklardaki sivilarin
sar1 renge dondiigii gézlendi.

11. 450 nm’de 6l¢iim gerceklestirildi



3.2.L. Protein izolasyonu

Hiicre kiiltiirtinden protein izolasyonu yapmak i¢in oncelikle hiicre icerigini
¢Oziicii tampona aliir. Hiicreler kiiltiir kab1 yiizeyini kaplayinca iizerlerindeki ortam
uzaklastirildi ve 1x PBS ile yikandi. Coziicii tampon ilave edilerek hiicreler
kaziyicilar yardimiyla tampon i¢inde toplandi. Tampon i¢inde ¢6ziilmiis hiicre igerigi
-20°C’de saklanabilir. Oda sicakluginda buz iistiinde calisilan ornekler 10 kez
sonikasyona ugratildi. Tipler 4°C’de 30 dakika boyunca 13000 rpm’de santrifiij

edildi. Protein igeren siipernatan yeni bir tiipe alinarak -20°C’ye kaldirildi.

3.2.M. BCA (Bicinchoninic acid) Protein miktar tayini

Protein 6rneklerinin konsantrasyonlarini saptamak i¢in oncelikle standart egri

cizimi gerekmektedir.

Tablo 3.2. Protein konsantrasyonu dl¢limii i¢in kullanilan standart egri 6rnekleri.

BSA (2mg/ml) %1 SDS Konsantrasyon
Blank - 50 ul
1 2,5 ul 47,5 ul 0,1 mg/ml
2 5ul 45 ul 0,2 mg/ml
3 10 pl 40 pl 0,4 mg/ml
4 20 pl 30 ul 0,8 mg/ml
5 30 ul 20 ul 1,2 mg/ml

Olgiilecek ornekler 2,5 pl protein + 47,5 ul %1 SDS seklinde 1/20 oraninda
seyreltildi. Working reagent (49x reagent A + 1x reagent B) hazirlanarak 6rneklerin
ve standartlarin lizerine 1’er ml eklendi. 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

NanoDrop1000 Spektrofotometre cihazinda 280 nm. dalga boyunda konsantrasyon

6l¢iimii yapildi.
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3.2.N. Ras aktivitesi

Ras aktivitesi, immiin ¢oktiirme ve western blot teknikleri esasina dayanan
“Millipore Ras aktivitesi deney kiti” kullanilarak saptandi. Hiicre lizatlarindan 5x
konsantrasyonda bulunan Mg”" lizis / yikama tamponu dH,O ile sulandirildi ve
proteaz inhibitor tableti eklenerek hazirlandi. Bu deneyde 35 pg protein kullanildi.
Protein ornekleri 1x Mg®" lizis / yikama tamponu eklenerek 1 mililitreye
tamamlandi. Orneklere 30 pl Raf-1 RBD bélgesi (Ras binding domain, aktif Ras
proteinini taniyan bolge) takili agaroz soliisyonu konuldu ve 4°C’de 60 dakika
inkiibe edildi. 4°C 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij ile agaroz ve bagli proteinler
coktiiriildii. Peletin iistiine 3 kez 500 ul 1x Mg®" lizis / yikama tamponu konuldu ve
4°C 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip siipernatan atildi. Son yikamanin
ardindan 6rnekler NuPage sample reducing agent ve sample buffer i¢inde ¢oziilerek
SDS jelde yiiriitiildii.

\_ .../ reseptdr

hiicre zan

sitoplazma Ras ) —»

Sekil 3.1. Ras/Raf/MEK/ERK yolagi. Raf, Ras — GTP formunu taniyip
uyarilmaktadir (70).
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3.2.0. SDS jel

Proteinlerin molekiiler agirliklarima gore ayrismalarini saglamak icin SDS-
PAGE kullanildi. Proteinler, iki katmanli jel (resolving ve stacking) sistemi
hazirlanarak SDS poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile molekiiler agirliklarina
gore ayrildi.

%12 oraninda akrilamid iceren jel, dikey jel elektroforezi sisteminin (Mini
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell BIO-RAD) iki camini1 arasina pipet
yardimiyla dokiildii. Bu islem sirasinda ikinci katmani olusturan %3 akrilamid jelin
dokiilmesi i¢in 3 cm bosluk birakildi. %12 akrilamid jel soliisyonu dokiildiikten
sonra %3 akrilamid jel dokiilmeden Once, lizerine bir miktar distile su eklenerek jel
yiizeyinin kurumasi Onlendi ve daha diizgiin bir yiizey elde edildi. Resolving jel
polimerize olduktan sonra, iizerine stacking jel dokiilerek 0.75 mm. kalinliginda 10

kuyucuklu tarak yerlestirildi.

Ornekler yiiklenirken NuPage sample reducing agent ve sample buffer ile
karistirldi, kaynayan suda 4 dakika bekletildi. Ornekler 80 voltta 30 dakika boyunca
yiiriitiildii. Ornekler ayristirict olan % 12 akrilamid jele ulasinca voltaj 120 volta
cikartilarak 2 saat elektroforez gerceklestirildi. Orneklerin ne kadar siire
yiiriitiilecegine belirte¢in acilmasina bakilarak karar verildi. Boylelikle proteinler

SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarina gore ayrildi.

3.2.P. Western blot

SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarina gore ayristirilan proteinlerin
nitroselluléz membrana transferi i¢in 4 adet 3M Whatman kagidi ve 1 adet
nitroseliilloz membran, 9 cm eninde ve 11 cm boyunda olacak sekilde kesildi ve
transfer tamponu icinde 5 dakika bekletildi. Protein elektroforezi tamamlandiktan
sonra Electroblotting (Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell From BIO-RAD)
aleti igine sirastyla 2 adet Whatman kagidi, membran, jel ve son olarak tekrar 2 adet

Whatman kagidi arada hava kabarcigir birakilmadan iist iiste yerlestirildi. Protein
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orneklerinin jel iizerinden nitroseliiloz membrana transferi 30 volt, 372 mA’de 16-18

saatte gergeklestirildi.

Transfer tamamlandiktan sonra jel, Coomassie brilliant blue R-250 soliisyonu
ile boyanarak protein Orneklerinin tamaminin jel iizerinden nitroseliiloz membrana
transfer edildigi anlasildi. Protein Orneklerinin esit miktarda yiliklendiginin kontrol
edilebilmesi i¢in nitroselilloz membran Ponceau S. soliisyonu ile boyandi ve tiim

kuyucuklarda yiiklemenin esit oldugu gézlendi.

Tranfer tamamlandiktan sonra nitroseliloz membran 06zgiil olmayan
baglanmalar1 engellemek adina bloklama soliisyonunda 1 saat bekletildi. Ardindan
membran gece boyunca +4°C’de fare anti - ras (1/1000) birincil antikoru ile inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrast membran, TBST yikama soliisyonu ile 6 kez 5’er dakika

boyunca calkalanarak yikandi ve baglanmayan antikor uzaklagtirildi.

Birincil antikor ile inkiibasyon sonrasi membran, birincil antikora karsi
hazirlanmis ve HRP ile isaretli anti-fare (1:3000, Sigma) ikincil antikoru ile 1 saat
muamele edildi. BCL kemiliiminesans isaretleyici kullanilarak bantlar film iizerinde

otoradyografik olarak goriintiilendi.
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4. BULGULAR

4.1. Schwann hiicre kiiltiiriiniin kurulmasi

Tez kapsaminda normal, Nf 1 +/- ve Nfl -/- Schwann hiicre kiiltiirleri ile
calisildi. Bu hiicreler, kiiltiir kaplar1 poli-L-lizin ve laminin ile kaplandiklarinda
yilizeye yapismaktadir. Kiiltiir kaplarinin poli-L-lizin ve laminin ile kaplanmasinin

morfolojik olarak ve boliinme agisindan en iyi sonucu verdigi gosterilmistir (71,72).

Schwann hiicrelerinin beslenmesi ortama 06zel faktorlerin eklenmesini
gerektirmektedir. Bu faktorler, organizmada aksonlarin etrafina sarilmak suretiyle
tutunan ve akson kaynakli faktorlerle uyarilarak canliligini siirdiiren Schwann
hiicrelerinin  kiiltiirde ¢ogalmasin1 saglar. Bdylece, daha hizli c¢ogalabilen
fibroblastlarin kiiltiir kabin1 doldurmalar1 6nlenir. Beta heregiilin, aksondan Schwann
hiicresine yapilan uyariy1r kiiltiir ortaminda gergeklestirir (73). Beslenme ortamina
konan IBMX, cAMP diizeyini artirir, kiiltiir kabindaki Schwann hiicre oraninin %98-
99’a ulagsmasini saglar (74). Insiilin, besleme ortamina her zaman taze olarak eklenir,
IBMX ile beraber ¢alisarak Schwann hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilagmasini saglar
(75,76). Ortama taze olarak 2,5 ng/ml insiilin ilave edilmesi bolinme hizin1 %30
artirir. Insiilin konsantrasyonunun 2,5 ng/ml’den daha fazla artirilmasi boliinme
hizinda daha fazla bir artisa yol agmamaktadir. Poli-L-lizin ve laminin kaplh kiiltiir
kaplar1 ve insiilinli ortamda Kkiiltiire edilen Schwann hiicrelerinin senescense’e

girmesi gecikmektedir.

Normal ve Nfl +/- Schwann hiicrelerinin beslenme ortamina, Nfl -/-
Schwann hiicrelerinden farkli olarak forskolin eklenmektedir. Forskolin, Schwann
hiicrelerinin farklilagmasini uyarir. Norofibromdan izole edilen heterojen Schwann
hiicre populasyonundaki Nfl +/- ve Nfl -/- Schwann hiicreleri olarak birbirinden
ayrilmasini saglar. Nfl -/- Schwann hiicreleri tiimoriin koken aldigr hiicreler
olduklar1 i¢in ortamda forskoline ihtiya¢ duyulmamaktadir. Nfl -/- hiicrelerinin Nfl

+/- hiicrelerden ayrilma protokolii yontemlerde anlatildig: gibi ii¢c basamaklidir.
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Periferik sinirden izole edilen Schwann hiicrelerinin kiiltiire edildikleri
kaplarda fibroblastlarin da ¢ogalma riski bulunmaktadir. Fibroblastlarin ¢ogalmasi
ise yavas bolinme egilimindeki Schwann hiicrelerinden o6nce bos alanlarin
fibroblastlarca kaplanmasina neden olacaktir. Yapilan ¢aligmalarda kiiltiir kuruldugu
zaman ortalama % 7 fibroblast hiicre igerigi olmasina karsin, kullandigimiz
yontemlerle pasaj sayisi ilerledikce kiiltiirdeki hiicrelerin % 100’e yaklasan oranini
Schwann hiicreleri olusturmaktadir. Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda 4. ve 5.
pasajdaki hiicreler kullanildi. Ayrica Schwann hiicrelerine 6zgiil S100 proteinine
kars1 antikorlar ile immiin boyama yapilarak kiiltlir kabindaki hiicrelerin gergekten

Schwann hiicreleri oldugu gosterildi.
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cakistirma

Sekil 4.1. S100 ve DAPI ile Schwann hiicresinin immiin boyamasi. (100x biiyilitme)

gakistirma

Sekil 4.2. S100 ve DAPI ile Schwann hiicrelerinin immiin boyamasi. (40x biiyiitme)
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Sekil 4.3. Normal genotipe sahip Schwann hiicrelerinin (WT) kiiltiir ortamindaki faz
kontrast mikroskopi goriintiisii. (10x biiylitme)
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Sekil 4.4. Nf1 +/- Schwann hiicrelerinin (heterozigot) kiiltiir ortamindaki faz kontrast
mikroskopi goriintiisii. (10x biiylitme)



Sekil 4.5. Nf1 -/- Schwann hiicrelerinin (KO) kiiltiir ortamindaki faz kontrast
mikroskopi goriintiisii. (10x biiyiitme)

43
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4.2. Hiicrelerin boliinme hizlarimin karsilastirilmasi

Bu calisma kapsaminda normal, Nf 1 +/- ve Nfl -/- Schwann hiicre
kiltlirlerinin boliinme hizlar1 birbirleriyle kiyaslandi. Hiicrelerin boliinme profilleri
tizeindeki gozlemlerimiz sonucu, hiicre sayilarinin 48., 120. ve 192. saatlerde

6l¢iilmesi planlandi.

Hiicre sayilarinin 6l¢timiinde objektif ve kantitatif degerlendirmeyi saglamasi
icin CyQuant NF Bolinme Deney kiti kullanildi. Bu kit, hiicrenin ¢ekirdek
materyalini floresan boya ile isaretleyen bir sistem kullanmaktadir. Floresan siddeti
ile hiicre sayilarim1 korele etmek amaciyla Oncelikle standart egri ¢izimi

gergeklestirildi.

Standart egri ¢izimi i¢in kullanilan hiicre sayilar1 ve 6l¢iilen floresan siddeti

degerleri tabloda verilmistir.
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Tablo 4.1. CyQuant NF Bdliinme Deney kiti kullanilarak yapilan hiicre sayim
deneyinde standart egri ¢izimi i¢in kullanilan hiicre sayilari, elde edilen ortalama

floresan siddeti ve hesaplanan standart sapma degerleri. Olgiimler iiglii tekrar

seklinde yapildi.
Hiicre sayist Ortalama floresan siddeti Standart sapma
1000 7,617 4,678
2500 18,48067 15,9894
5000 43,36533 24,08219
10000 78,398 29,92412
15000 177,0733 48,25863
20000 210,2533 37,86602
y = 0,0112x - 10,84
300
R? = 0,973
250
200 |
150
100 |
50 |
0 : : : :
0 5000 10000 15000 20000 25000

Sekil 4.6. CyQuant NF Boliinme Deney kiti kullanilarak hesaplanan standart egri
¢izimi. Bu deney sonucunda R? = 0,973 bulunmustur. Egriden hesaplanan denklem
y= 0,0112x — 10,84 (y:hiicre sayisi, x:floresan siddeti) bundan sonraki olglimlerde
bulunan floresan siddeti degerleri x kabul edilerek kullanildi ve y ile ifade edilen

hiicre sayilar1 hesaplandi.
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Tablo 4.2. CyQuant NF Boéliinme Deney kiti kullanilarak yapilan boliinme deneyi
sonuglari. Tabloda Ol¢iim yapilan saatler, 6l¢lim yapilan hiicre tipleri ve deneyin
tekrar sayisina gore Olclim sonuglart verilmistir. WT: normal genotipli Schwann

hiicresi, Ht: Nfl +/- Schwann hiicresi, KO: Nfl -/- Schwann hiicresi

48 saat (2 giin)
hiicreler 1 2 3 ortalama
WT 1887,83 1967,20 1621,93 1825,65
Ht 1990,12 1962,62 2019,58 1990,77
KO 2520,18 3345,00 2093,57 2652,92
120 saat (5 giin)
hiicreler 1 2 3 ortalama
WT 2246,43 1961,25 3096,16 2434,61
Ht 2626,46 2479,49 2519,67 2541,88
KO 4158,39 2966,07 2212,23 3112,23
192 saat (8 giin)
hiicreler 1 2 ortalama
WT 3119,91 2684,91 2902,41
Ht 2922,98 3089,67 3006,32
KO 3924,24 2548,62 3236,43

Yapilan dl¢timler, hiicre sayilarinin zamana bagli degisimini gostermek adina
asagidaki grafiklerde gorsellestirilmistir. Ilk grafikte, hiicrelerin kendi iclerinde
dlgiilen giinlerdeki hiicre sayilar1 karsilastirildi. Ikinci grafikte, dlgiilen giinlerde

farkl: hiicrelerin hiicre sayilar birbirleriyle karsilastildi.
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Hiicre Sayisinin Zamana Bagh Degigimi-1
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Sekil 4.7. Hiicre sayisinin zamana bagli degisimi-1. WT: normal genotipli Schwann

hiicresi, Ht: Nfl +/- Schwann hiicresi, KO: Nfl -/- Schwann hiicresi
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Hiicre Sayisinin Zamana Bagh Degigimi-2
3300
@
S, 2200 1
©
(]
o
S
2 1100
0 " " "
2.gln 5. glin 8. glin
owT 1825,65 2434,61 2902,41
| Ht 1990,77 2541,88 3006,32
OKO 2652,92 3112,23 3236,43
zaman (giin)

Sekil 4.8. Hiicre sayisinin zamana bagli degisimi-2. WT: normal genotipli Schwann

hiicresi, Ht: Nfl +/- Schwann hiicresi, KO: Nfl -/- Schwann hiicresi
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4.3. Hiicrelerin APP ifade diizeylerinin karsilastirilmasi

Insan Schwann hiicrelerinde APP varligini ve ifadesini gdsteren bir ¢alismaya
literatiirde rastlanmamistir. Normal ve Nfl -/- hiicreler APP geni ifadeleri agisindan
incelendi ve izoformlar agisindan degerlendirildi. Kantitatif RT PCR yontemi ile
housekeeping gen aktin ifadesi agisindan esitlenen 6rnekler, yar1 kantitatif RT PCR
yontemi ile APP ifadeleri agisindan degerlendirildi. APP ifadesi i¢in yar1 kantitatif
RT PCR kullanilmasinin nedeni; APP geninin farkli izoformlarinin ifade edilmesinin
teknik olarak kantitatif §l¢iimiin yapilmasini engellemesidir. Yari kantitatif RT PCR
ile cDNA o6rnekleri PCR reaksiyonundan sonra % 2 agaroz jelde yiiriitiildii ve 50 bg
belirte¢ kullanilarak bantlar degerlendirildi.

APP primerleri, viicutta en yaygin olarak bulunan ii¢ izoform olan 770, 751
ve 695 izoformlarmin tespitini saglamasi dikkate almarak secildi. Insan Schwann

hiicrelerinde bu ii¢ izoformun da ifade edildigi gosterildi.

% 2 agaroz jelde yiiriitiilen orneklerin bantlar1 asagida verilmistir. Nfl -/-
Schwann hiicrelerinde APP izoformlarinin ifadesinin normal Schwann hiicrelerinden
daha fazla oldugu goriilmektedir. Ayrica bant yogunluklarina sayisal deger vererek
karsilastirma imkani1 saglayan Scion Image isimli bilgisayar programi kullanilarak

elde edilen bant siddeti degerleri tabloda verilmistir.
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Belirteg APP ifadesi Belirteg Aktin ifadesi
B1 2 3 456 7 8 B 1 2 3 456 7 8

500 bg

Sekil 4.9. Normal Schwann hiicresinin APP ifadesi. Belirte¢ olarak 50 b¢ molekiiler
agirlik belirleyicisi: Fermentas DNA Ladder (DNA fragmentleri: 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 250, 200, 150, 100, 50 baz ¢ifti) kullanilmistir. Bantlar RT
PCR deneyinde 20 — 34. dongiilerdeki APP ve aktin ifadelerini gostermektedir. (B:
belirteg, 1: 20. dongii, 2: 22. dongi, 3: 24. dongii, 4: 26. dongii, 5: 28. dongii 6: 30.
dongti, 7: 32. dongii, 8: 34. dongii)

Belirteg APP ifadesi Belirteg Aktin ifadesi
B1 2 3 456 7 8 B 1 2 3 456 7 8

500 bg

Sekil 4.10. NF1 -/- Schwann hiicresinin APP ifadesi. Belirte¢ olarak 50 b¢ molekiiler
agirhik belirleyicisi: Fermentas DNA Ladder (DNA fragmentleri: 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 250, 200, 150, 100, 50 baz ¢ifti) kullanilmistir. Bantlar RT
PCR deneyinde 20 — 34. dongiilerdeki APP ve aktin ifadelerini gostermektedir. (B:
belirteg, 1: 20. dongii, 2: 22. dongii, 3: 24. dongi, 4: 26. dongii, 5: 28. dongii 6: 30.
dongii, 7: 32. dongii, 8: 34. dongii)
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Tablo 4.3. Scion Image programinda ifade diizeylerini gosteren bantlarin
yogunluklarina gore degerlendirilmesi. Tabloda bantlarin temsil ettigi ifade, bant
alan1 ve yogunlugu verilmistir. Orneklerde ayni yogunlukta aktin bandi elde
edilmistir. Bant alanlar1 tiim Olgiimlerde aymi degerdedir. WT: normal genotipli

Schwann hiicresi, KO: Nfl -/- Schwann hiicresi

Hiicre tipi Bant Bant uzunlugu Bant yogunlugu
Normal (WT) Aktin 164 baz ¢ifti 217

APP 770 469 baz cifti 174

APP 751 412 baz cifti 167

APP 695 244 baz cifti 145
Nfl -/- (KO) Aktin 164 baz ¢ifti 217

APP 770 469 baz cifti 205

APP 751 412 baz cifti 186

APP 695 244 baz cifti 151

4.4. Hiicrelerin ortamlarmma salgiladiklar1 sAPP alfa peptidi diizeylerinin

karsilastirilmasi

Calismamiz kapsaminda normal, Nfl +/- ve Nfl -/- Schwann hiicreleri
ortama salgiladiklar1 SAPP alfa peptidi diizeyleri agisindan karsilastirildi. Hiicreler
kiiltiir kabinin yiizeyini tamamen kapladiklarinda 24 saat boyunca serum igermeyen
N2 ortaminda inkiibe edildiler. Hiicrelerin ortamlar1 alinip sAPP alfa salgisi
degerlendirilmesi i¢in ELISA deneyinde kullanildi. Hiicrelerden ise protein
izolasyonu yapildi. Hiicrelerin ortamlarina salgiladiklar1 sAPP alfa diizeyleri
birbiriyle karsilagtirilirken degerlendirmenin standardizasyonu hiicrelerden elde

edilen toplam protein icerikleri goze alinarak yapildi.

Insan sAPPa deney kiti kullanilarak ELISA ydntemiyle dlgiim yapilirken, kit

iceriginde bulunan sAPP alfa standarti ile standart egri cizilmesi gerekmektedir.
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Standart egri, absorbans ile sAPP alfa konsantrasyonu arasinda bir korelasyon

kurulmasini saglar.

Average OD

StandardCurve

0.7-
o,e—f
05
0,4—5
0,3—5
0,2—5

0,1

4-PFit: y = (A - D)/( 1+ (x/C)*B ) + D D
O STD#1 (Standards@ELISA_HRP TMB: Conc vs Av... -0,022 1,203 112695 5729 0,999

Curve Fit Option - Fixed Weight Value: 1

100

Conc

A B C D RA2

Sekil 4.11. sAPPo ELISA deney kiti i¢in standart egri ¢izimi. R*= 0,999

hesaplanmustir.

Tablo 4.4. sAPPa ELISA deney kiti sonuglari. Olgiilen konsantrasyonlar kiiltiir

kabindan izole edilen toplam protein konsantrasyonuna gore standardize edilmistir.

Kiiltiir kaplarinda bulunan ortamin hacmi 3 ml’dir. WT: normal genotipli Schwann

hiicresi, Ht: Nfl +/- Schwann hiicresi, KO: Nfl -/- Schwann hiicresi

Toplam Toplam hacim =3
protein Konsantrasyon ml'deki miktar
Wt 3mg/ml 1,49 ng/ul 4,47 ug
Ht 3 mg/ml 1,81 ng/ul 5,43 ug
KO 3,3mg/ml 2,55 ng/ul 7,66 ug
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sAPP

sAPP miktan (ug)
O =~ N W > OO N 00 ©

/

D~

WT Ht KO

Sekil 4.12. Ortamdaki sAPP alfa salgi miktarinin karsilastirilmasi. WT: normal
genotipli Schwann hiicresi, Ht: Nfl +/- Schwann hiicresi, KO: Nfl -/- Schwann

hiicresi

4.5. Hiicrelere sAPP bloke eden monoklonal antikor uygulanmasinin hiicre

boliinme hizina etkisi

A4/22C11 monoklonal antikoru sAPP’ye baglanmaktadir. Daha o6nceki
caligmalarda, bu antikorun sAPP’nin hiicre bdliinmesini uyarict etkisini azalttifi
gosterilmistir (5-7,9). Bizim ¢alismamizda 1:100 derisimdeki A4/22C11 monoklonal
antikoru 1ile hiicreler 24 saat inkiibe edildi (5) ve ayni hiicrelerin antikor
uygulanmayan Ornekleri ile hiicre sayilarindaki degisim agisindan CyQuant NF

boliinme deney kiti ile kiyaslandi.

sAPP antikorunun hiicre ortamina ilave edilmesi; hiicrelerin boliinme hizinda
azalmaya neden olmus, ayni siire sonunda normal ortamda inkiibe edilen hiicrelere

kiyasla daha diisiik sayida hiicre sayimlari elde edilmistir.
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Tablo 4.5. sAPP bloke edici antikor eklenen ortamda inkiibasyon sonras1 CyQuant

NF Boliinme Deney kiti ile dlgililen hiicre sayilart. Ortamdaki antikorun derigimi

1:100°diir (5). WT: normal genotipli Schwann hiicresi, Ht: Nfl +/- Schwann hiicresi,
KO: Nfl -/- Schwann hiicresi

sAPP bloke edici antikor (1:100) ile inkiibasyon sonrasi
hiicreler 1 2 3 Ortalama
WT 1417,86 2763,39 2090,625
Ht 472,77 1039,73 756,25
KO 793,30 446,87 346,87 529,02
Boliinmeye sAPP Antikorunun Etkisi
3000
g 2000 [ ]
g —&— Antikorsuz ortam
o \ —8— sAPP antikoru 1:100
(&)
0
WT Ht KO
—&— Antikorsuz ortam 1825,65 1990,77 2652,92
—e— sAPP antikoru 2090,63 756,25 529,02
1:100

Sekil 4.13. sAPP bloke eden antikor eklenen ortamda inkiibe edilen hiicrelerin
CyQuant NF Bolinme Deney kiti ile Olgililen hiicre sayilarmin grafik olarak
incelenmesi. Ortamdaki antikorun derigimi 1:100°diir (5). WT: normal genotipli

Schwann hiicresi, Ht: Nfl +/- Schwann hiicresi, KO: Nfl -/- Schwann hiicresi
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4.6. Hiicrelerin Ras aktivitesi diizeylerinin karsilastirilmas1 ve APP bloke edici

antikor uygulanmasinin Ras aktivitesi diizeyleri iizerindeki etkisi

Norofibomin Ras yolaginin negatif diizenleyicisi olarak c¢alisir. Aktif Ras
formu Ras-GTP’nin inaktif olan Ras-GDP’ye doniisiimiinii hizlandirarak yolagin
asir1 uyarilmasini engeller. Norofibrominin yoklugunda, hiicrelerde bu yolak negatif
kontrolden kactig1 i¢in asir1 aktiftir. Ras-GTP diizeyi yiikselir ve uyar1 devam eder.
Tez calismasi kapsaminda hiicrelerin farkli durumdaki Ras aktivite diizeylerini
karsilastirabilmek amaciyla immiin ¢oktiirme ve western blot teknikleri kullanildu.
Immiin ¢oktiirme sadece aktif Ras formunu taniyip ona baglanan Rafl-Ras binding
domain (RBD) tasiyan agaroz soliisyonu ile yapildi. Rafl, Ras yolaginda Ras’in
aktiflesince uyardigi bir alt basamagindaki proteindir. Hiicrelerin protein icerigi RBD
takili agaroz ile inkiibe edilerek yalmizca aktif Ras formunun baglanip ¢okmesi
saglandi. Coken pelet western blot yontemiyle monoklonal Ras antikoru ile
boyanarak aktif Ras formunun gorsellestirilmesi gergeklestirildi. Ras — GTP,
immiingOktiirme sonrasinda RBD ve ara gruplara takili olarak 50 — 75 kDa arasinda

bant vermistir.

Belirteg WT KO  WT + antikor KO + antikor
1 2 3 4

75 kDa —>

Sekil 4.14. Normal ve Nfl -/- Schwann hiicrelerinin normal ve antikor igeren
ortamlarda aktif Ras diizeyi. Normal ve Nfl -/- Schwann hiicrelerinin normal
ortamda inkiibe edilen 6rnekleri belirte¢in yanindaki 1. ve 2. kuyucuklardadir. 3. ve
4. kuyucuklarda ise ayni tip hiicrelerin 24 saat 1:100 derisimdeki sAPP bloke eden
A4/22C11 monoklonal antikorunda inkiibe edilen 6rnekleri bulunmaktadir. Belirteg



55

olarak iki renkli protein molekiiler agirlik belirleyicisi (Biorad, Precision Plus
Protein Standarts, Dual Color marker, protein bantlari: 200, 150, 100, 75, 50, 37, 25,
20, 15, 10kDa) kullanildi.

Elde edilen sonuclar yukaridaki sekilde goriilmektedir. Deney sonuglarina
gore sAPP uyarisinin baskilanmasi hiicrelerde kompensatuar bir Ras aktivitesi
artisina yol agmaktadir. Her iki hiicre tipinde de antikor ile baskilanmis 6rnekte daha
giiclii bir Ras aktif form bandi elde edilmistir. Nfl -/- Schwann hiicreleri sAPP
baskilayici antikorun etkisine daha duyarli olup daha belirgin kuvvette bir aktif Ras

formu band1 vermistir.
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5. TARTISMA

Norofibromatozis tip 1 (NF1), yaklasik 3000'de 1 goriilme sikligiyla yaygin
bir otozomal dominant hastaliktir. NF1 hastaligi, 17. kromozomda bulunan Nfl
genindeki mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar. Nfl gen {irlinii ndrofibrominin kayb1
ile, hiicrede Ras sinyal yolaginin devamli aktivasyonu ve hiicre proliferasyonu

goruliir.

NF1, klinik olarak birinci derecede periferik sinir sistemi olmak iizere,
viicudun ¢esitli organ ve sistemlerini tutar. Temel karakteristik bulgularindan biri
norofibrom olusumudur. Norofibromlar, periferik sinir kilifinin 1yi huylu tiimoriidiir.
Norofibromda Schwann hiicreleri, fibroblastlar, perindral hiicreler ve mast hiicreleri
bulunur. Norofibromlar birden fazla tipte hiicre icermelerine ragmen, tlimoral
olusumun kaynaginin Nfl -/- Schwann hiicreleri (KO) oldugu bilinmektedir (36).
NF1 hastalarinin ikinci alleli de inaktif olan Schwann hiicreleri (Nfl -/-), ¢evredeki
Nfl +/- hiicrelerden gelen uyarilarla asir1 boliinmeye itilir. Cesitli hiicre dis1 matriks
molekiillerinin ve hiicre salgilarinin (timdér mikrogevresi) tiimor gelisimine etkisi
yogun bir bi¢imde arastirilmaktadir. Biiylime faktorleri, kit ligand1 ve mast hiicre
salgilar1 norofibrom olusumu agisindan caligilmakta, Ras yolag: ile olast iligkiler

kurulmaya ¢alisilmaktadir (42,43).

Ras yolagi ile etkilesimi gosterilen proteinlerden biri de Alzheimer / amiloid
prekiirsor proteini (APP)’dir. APP ve kesim iiriinii sAPPa, Ras yolagimi uyarir.
APP’nin adaptor protein Grb2 ile iligkili oldugu ve Erkl-2 sinyalini uyardigi
gosterilmistir (58,77,78). Alzheimer hastalarinin beyin 6rneklerinde Ras yolaginin
tiyesi Raf-1 aktivitesinde artis saptanmistir (79). Ras yolaginin da APP ifadesi
tizerine etkileri incelenmektedir. Ras yolagi elemanlarindan Erk1-2; APP mRNA

ifadesini artirmaktadir (48).

APP’nin Alzheimer hastaligi disinda iligkilendirildigi hastaliklar arasinda
cesitli kanserler bulunmaktadir. APP ve sAPP alfa oral skuamdéz hiicreli ve

pankreatik kanserlerde fazla ifade edilmektedir (5,80). APP, néron ve keratinosit
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hiicre kiiltiirlerinde biiyiime faktorii gibi davranmakta, boliinmeyi artirmaktadir
(54,55). Bu bilgiler 1s5181nda APP ve kesim iiriinii SAPPa'nin Ras yolag ile karsilikli
etkilesim altinda oldugu ve boliinmeyi uyaric1 etkilerinde bu iligkilerinin 6nem

tagidigr diistiniilmektedir.

Tez caligmamizin ¢ikis noktasi, APP ile Ras yolagi arasindaki iliskiyi Ras
yolaginin agir1 aktivasyonunun neden oldugu bir hastalik olan NF1’de incelemektir.
Hastaligin en Onemli bulgularindan biri olan periferik sinir kilifi timdorleri
norofibromlar iizerinde ¢aligilmistir. NF1 hastalarinin Nf1 +/- Schwann hiicreleri ve
norofibrom olusumunu tetikleyen Nfl -/- Schwann hiicreleri Ras yolaginin asir
uyarildigt durumu gostermek amaciyla kontrol Schwann  hiicreleri ile
karsilagtirilmistir. Kontrol Schwann hiicreleri NF1 hastasi olmayan, periferik
ndropati benzeri sonuglart etkileyebilecek rahatsizligi bulunmayan bireylerden izole

edilmistir.

Schwann hiicreleri organizmada oldugu gibi kiiltiir sartlarinda da yiiksek
boliinme hizi gdstermemektedir. Schwann hiicrelerinin boliinme hizlarini ve sag
kalimlarin1 artirmak amaciyla bazi arastirmacilar hiicreleri % 6-10 CO, igeren
etlivlerde inkiibe etmek gerektigini savunmaktadir. Genel olarak hiicre kiiltiirleri % 5
CO;, igeren etiivlerde inkiibe edilmektedir. Fakat, Schwann hiicreleri gibi
organizmada kanlanmasi nispeten daha az olan yerlerdeki hiicrelerin kiiltiirleri
esnasinda CO; oranmi ylikseltmenin faydali oldugu gozlenmektedir. Deneylerimiz
esnasinda genel olarak kullanilan % 5 CO; igeren etiivlerde calisildiginda Schwann
hiicrelerinin yaklasik 3-4 haftalik slirede kiiltiir kabini kapladigr gézlemlenmistir.
Etiiv % 10 CO; oranina ayarlandiginda ise Nfl -/- Schwann hiicrelerinin yiizeyi
kaplamas1 i¢in yaklasik 2 hafta siire yeterli olmaktayken, normal hiicrelerde yiizeyi

kaplamada bir hizlanma olmamustir.

Tez c¢alismamizin ilk basamaginda, normal, Nfl +/- ve Nfl -/- Schwann
hiicreleri boliinme o6zellikleri agisindan degerlendirilmistir.  Timor olusturma
karakteri kazanan, Ras yolag: hiperaktif Nfl Schwann hiicreleri, normal hiicrelere

gore ayni sartlar altinda daha yiiksek hiicre sayisina ulagmistir. Ayni sayida hiicre ile
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baslanan deneyde, ol¢lim yapilan 2., 5. ve 8. giinlerin hepsinde hiicre sayilari
kiictikten biiylige dogru normal, Nfl +/- ve Nfl -/- Schwann hiicreleri seklinde
siralanmistir. 8. giline kadar {i¢ hiicre tipinde de hiicre sayisinda giderek artis
gozlenmistir. Bu deneyler ile; normal, Nfl +/- ve Nfl -/- Schwann hiicrelerinin hiicre
kiiltiirti  sartlarinda boliindiikleri, boliinmenin beklendigi ilizere Nfl heterozigot
hiicrelerde normal hiicrelerden yiiksek, Nfl homozigot mutant hiicrelerde ise en

yiiksek oldugu bulunmustur.

Insan Schwann hiicrelerinde APP varligim ve ifadesini gosteren bir calisma
literatiirde bulunmamaktadir. Tez c¢aligmamizda Schwann hiicrelerinde APP gen
ifadesinin varligin1 arastirmak ve izoformlarini tespit etmek amaciyla RT PCR
teknigi kullanmilmistir. APP izoformlari, 7 ve 8 numarali ekzonlarin alternatif
“splicing”i ile olusur. Bu izoformlardan APP695 ifadesi beyin dokusunda yiiksektir,
APP751 ve APP770 polipeptitleri néron dist hiicrelerde yaygin olarak ifade edilir.
Deney sistemimizde, 6 ve 10 numarali ekzonlarin dizilerinden uygun primerler
secilerek izoformlarin 7 ve 8. ekzonlar icerip igermemelerine gore farkli uzunlukta

bant olusturmalar1 saglanmistir.

Yar1 kantitatif RT PCR sonras1 %2’lik agaroz jelde yiiriitiilen orneklerin
degerlendirilmesinin objektifligini artirmak adina, reaksiyon Oncesi Ornekler ayni
diizeyde housekeeping gen ifade edecek derisimde ayarlanmistir. PCR reaksiyonu ve
jelde yiirlitme sonrasi g¢ekilen fotograflar Scion Image programi kullanilarak bant
parlakliklarina gore degerlendirilmistir. Ayni oldugu bilinen housekeeping gen
ifadesi ayni yogunlukta bant veren fotograflar APP ifadesinin karsilastirilmasi igin

secilmistir.

Elde edilen sonuglara gdre, Schwann hiicreleri, APP geninin en yaygin 3
izoformu olan 695, 751 ve 770 formlarimi ifade etmektedir. Normal ve Nfl -/-
Schwann hiicreleri karsilastirildiginda, ndrofibrominin kaybinin goriildiigii hasta
hiicrelerinde APP ifadesinin daha fazla oldugu goriilmistiir. 3 izoform i¢in de bu fark

gozlenmistir. Timor olusturan hiicre tipinde (Nf1 -/-) normal genotipli hiicreye gore
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APP gen ifadesinin daha fazla olmasi, bu genin iriinii olan proteinin timor

olusumuna katkis1 oldugu hipotezimizi desteklemektedir.

APP proteinin alfa sekretazlar tarafindan kesilmesi sonucu olusan hiicre dis1
salgist sAPP alfa’nin proliferasyonu artiran bir etkisinin oldugu farkli hiicrelerde
gosterilmistir (5,9,54,55,80). Calismalarimiz sirasinda Schwann hiicrelerinde APP
ifade diizeyleri karsilastirildiktan sonra, kesim {iriinii sAPP alfa iiretimleri protein
diizeyinde kiyaslanmistir. Buna gore, kesim iirlinii SAPP alfa’nin diizeyi; normal,
NF1 +/- ve NF1 -/- Schwann hiicrelerinde sirasiyla artmaktadir, en diigiik SAPP alfa
normal hiicrelerde bulunurken, en yiliksek bulunan timor gelistiren homozigot
mutant hiicrelerdedir. Bu bulgu, RNA diizeyinde yapilan deneyle uyumludur ve

hipotezimizi desteklemektedir.

Norofibrom olusturan hiicrelerin boliinme hizinin, APP ifadesinin ve sAPP
alfa iiretiminin normal hiicrelerden daha fazla oldugunun gosterilmesinin ardindan,
SsAPP alfa etkisinin baskilanmasinin sonuclar1 incelenmistir. SAPP alfa bloke edici
antikor uygulanmasi sonucu, hiicre sayim degerleri; en yiiksek normal Schwann
hiicrelerde, en diisiik ise Nfl -/- Schwann hiicrelerde tespit edilmistir. Normal
Schwann hiicre ortamindaki boliinme hizinin normalden homozigot mutant hiicreye
gidildik¢e artmasina ragmen, antikor uygulanmis ortamdaki hiicrelerin tam tersi bir
sonu¢ gostermeleri timor olusturan Schwann hiicrelerinin ortamdaki sAPP alfa
salgisinin etkilerine hedef oldugunu gostermektedir. sAPP alfa’nin ndrofibrom
olusumunda rol aldigi yoniindeki hipotezimize uygun olarak, sAPP alfa
baskilanmasinin boliinmeyi azaltici etkisi en ¢ok ndérofibrom olusumunu tetikleyen

hiicre tipinde gozlenmistir.

APP ifadesi ve islenmesinin Nfl -/- Schwann hiicrelerde normal hiicrelere
oranla daha yiiksek olmasi ve bu bulgunun bolinme hiziyla paralel gitmesi,

norofibrom olusumundaki boliinme artisinda APP’nin rolii oldugunu géstermistir.

Ras yolagi ¢esitli sinyal iletimleri ile iliski halinde bir yolaktir. Cesitli
bliylime faktorleri tarafindan uyarilan hiicrede Ras GDP-GTP doniisiimiiyle aktiflesir
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ve alt basamagindaki elemanlar1 indiikler. Ras yolagimin uyarimi, NF1 hastaliginda
oldugu gibi en tepeden aktif Ras formu {izerinden olabilecegi gibi; yolagin son

efektor peptidine kadar herhangi bir diizeyden uygulanabilir (81).

Deneylerin bu asamasinda, sAPP alfa’nin boliinme {izerindeki artirici
etkisinin gozlenmesinin, aktif Ras diizeyi iizerinden gidip gitmedigi sorusu giindeme
getirilmistir. Normal ve Nfl -/- Schwann hiicreleri normal ortamda ve sAPP bloke
edici antikor igeren ortamda inkiibe edilerek aktif Ras diizeyi agisindan
karsilastirilmistir. NF1 -/- hiicrenin, normal Schwann hiicreyle aktif Ras diizeyi
acisindan farki teorik olarak bilinmesine ragmen; deney sonuglarinda bantlar
arasinda belirgin bir fark gézlenmemistir. Hiicrelerin normal ortamdaki 6rnekleriyle
sAPP antikoru eklenmis ortamdaki 6rnekleri karsilagtirildiginda ise belirgin bir fark
goze carpmaktadir. SAPP alfa’ya baglanarak hiicrelere etki etmesini engelleyen ve
boliinmeyi azaltan monoklonal antikor uygulanmasi, aktif Ras formu diizeyinde
artisa neden olmustur. Aktif Ras formu, antikor uygulanan Nf1 -/- hiicrelerde normal
Schwann hiicrelerinden daha fazla yilikselmistir. Bu deney sonucunda, APP’nin
kesim {irlinliniin boliinmeyi artirict etkisinin, Ras-GTP diizeyini direk artirmak
yoluyla olmadig: diisiiniilmektedir. Aktif Ras’in alt basamaklarinda gerceklesen olasi
bir APP etkisi antikorlu ortamda engellendiginde; yolagin aktivitesini korumak i¢in
daha iist basamaklarda (aktif Ras formu diizeyinde) bir artig goriiliiyor olabilir. Bu
nedenle, sAPP’nin Ras yolagi ile iliskisi; sinyal iletiminde rol alan diger

basamaklarin aragtirilmasiyla daha da aydinlatilacaktir.

Norofibromdan izole edilen hiicrelerde APP ifadesi ve islenmesi yliksek
bulunmus, sAPP alfa etkisi bloke edildiginde boliinme hizinin azaldig: gosterilmistir.
APP, NF1 hastalifinda goriilen tiimorler i¢in yeni tedavi ¢aligmalarinda hedef bir
molekiil olabilir. NF1 disinda Ras yolaginin hiperaktivasyonu ile giden diger
patolojiler, 6zellikle tiimorler i¢in de (81) APP’nin 6nemi arastirilmali ve tedavi igin
kullanilabilir bir hedef olarak degerlendirilmelidir. SAPPa olusturan a-sekretazlar da

yeni bir tedavi hedefi olusturabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

* Normal, Nfl +/- ve Nfl -/- Schwann hiicreleri, hiicre kiiltiirii sartlarinda
boliinme hizlar1 agisindan degerlendirilmistir. Beklendigi iizere, normal

hiicrelerin en yavas, Nfl -/- hiicrelerin ise en hizli boliindiigii gésterilmisitir.

+ Insan Schwann hiicrelerinde APP varligim ve ifadesini gdsteren bir ¢alisma
literatliirde bulunmamaktadir. Tez ¢alismamiz ile Schwann hiicrelerinin APP
ifade ettigi ve APP islenmesiyle olusan kesim iiriinii SAPP alfa iirettigi

gosterilmistir.

* APP ifadesinin normal genotipli hiicreye gore Nfl -/- Schwann hiicrelerinde
daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Norofibromdan izole edilen, timér
olusumu ile iligkilendirilen hiicre tipinde (Nfl -/- Schwann hiicresi) APP gen
ifadesinin, normal genotipli Schwann hiicresinden daha yiiksek olmasi;

APP’nin noérofibrom olusumunda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

* APP proteinin alfa sekretazlar tarafindan kesilmesi sonucu olusan hiicre dis1
salgis1 sAPP alfa, boliinmeyi uyarici bir etkiye sahiptir. Normal, Nfl +/- ve
Nfl -/- Schwann hiicreleri sAPP alfa salgilar1 agisindan karsilastirildiginda,
en diisiik diizey normal hiicrelerde, en yiiksek diizey ise Nfl -/- hiicrelerde
bulunmustur. Bu bulgu, Schwann hiicrelerinde gosterdigimiz APP ifadesi ile
uyumludur ve APP ifadesi ile islenmesinin uyumlulugunu gostermektedir.
Ayrica, sAPP alfa iiretimi ile hiicre boliinme hizlarinin hiicreler arasinda
paralel gitmesi (normal hiicrelerde en diigiik, Nfl -/- hiicrelerde en yiiksek)
sAPP alfa’nin Schwann hiicreleri i¢in proliferatif etki gosterdigi hipotezimizi

desteklemektedir.

* sAPP alfa’nin norofibrom olusumunda rol aldigr ve Schwann hiicrelerinin
boliinmesini artirdigi  yoniindeki hipotezimize uygun olarak, sAPP alfa
baskilanmasmin boéliinmeyi azaltict etkisi en ¢ok Nfl -/- Schwann

hiicrelerinde gosterilmistir.
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Schwann hiicrelerinde APP ve sAPP alfa’nin boliinmeyi uyarict etkisinin,
direk olarak aktif Ras formu diizeyini artirmak yoluyla olmadigi sonucuna
vartlmistir. APP ve Ras yolag: arasindaki iliskinin aydinlatilmasi i¢in yolagin

diger basamaklar lizerinde de benzer deneyler yapilmasi gerekmektedir.

Ras yolaginin hiperaktivasyon modeli olan NF1 -/- Schwann hiicrelerinde
APP ifade ve islenmesinin yiiksek bulunmasi, APP’nin bu hiicrelerde Ras
yolag: tarafindan kontrol edildigini diisiindiirmektedir. Bu sonuglar, baska

hiicrelerde de kurulan Ras yolagi — APP iligkisini destekler niteliktedir.

Nfl -/- Schwann hiicrelerinde, Nfl +/- ve normal Schwann hiicrelerine gore
daha yiiksek boliinme hizi goriilmektedir. Nfl -/- hiicreler daha yiiksek
diizeyde APP ifade etmektedir. APP islenmesi sonucu elde edilen sAPP
alfa’nin salgilanmasi, Nfl +/- ve normal hiicrelerden daha fazladir. Nfl -/-
hiicrelerde, sAPP alfa bloke edici antikorun boliinme tizerinde azaltici etkisi
diger hiicrelerden daha belirgindir. Tez ¢alismamizin bulgulanyla,
norofibrom olusumundan sorumlu tutulan Nfl -/- Schwann hiicrelerinin
yilksek bolinme hizinda APP ifadesi ve islenmesinin etkisi olabilecegi

distiniilmektedir.

Bundan sonraki c¢aligmalarimizda, noérofibromdan izole edilen hiicrelerde
sAPP alfa {iretimini engelleyen alfa sekretaz inhibitorlerinin etkilerinin
calisilmasi, bodylece APP’nin noérofibromlar i¢in tedavi hedefi olup

olamayacaginin incelenmesi planlanmaktadir. (4)

Takip eden ¢aligmalarda Ras yolaginin da etkilendigi farkli tiimor tiplerinde

boliinme ile APP arasindaki iligkinin arastirilmasi planlanmaktadir.
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