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OZET

Zobaroglu, P., Spinal Miiskiiler Atrofi Hastalarimin Fibroblast Kiiltiirlerinde
Mikrotiibiil Stabilitesinin Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2020. Spinal
miiskiiler atrofi (SMA) motor néron kaybi ve kas atrofisi ile karakterize olan,
cogunlukla ¢ocuklart etkileyen noérodejeneratif bir hastaliktir. SMA, Survival of
motor neuron 1 (SMN1) genindeki mutasyonlardan dolay1 ortaya ¢ikmakta ve bu
genin tirlinii olan SMN proteini fonksiyon gdsterememektedir. SMN eksikliginde
hiicre iskeleti elemanlarindan mikrotiibiillerin polimerizasyonunda ve mimarisinde
degisiklikler gosterilmigse de mekanizmasi detayli olarak acgiklanmamistir.
Anabilim Dali’mizda in-vitro SMA modeli ile gergeklestirilen dnceki ¢alismalarda
mikrotiiblil stabilitesinin azaldig1 gosterilmis, ancak hastalara ait orneklerde
calisgiilmamustir. Bu tez ¢alismasinda, farkli ciddiyetteki SMA hastalarina ait primer
fibroblast hiicrelerinde mikrotiibiil stabilitesi ilk kez arastirilmistir. Bu amagla
stabilite belirtegleri olan o-tiibiilin post-translasyonel modifikasyonlarindan
asetilasyon ve detirozinasyon analiz edilmis, Western blot sonuglari ciddi seyirli tip
| hasta hiicrelerinde asetil o-tiibiilin miktarinin kontrole gore anlamli sekilde
azaldigin1  gostermistir.  Immiinfloresan boyama ¢alismalari, asetillenmis
mikrotiibiillerin ¢ekirdek etrafinda yogunlastigini gostermis, Western blot
bulgularini destekler sekilde asetil o-tiibiilinin floresan siddetinde de azalma
saptanmigtir. Ayrica, asetillenmis stabil mikrotiibiil ag yapisinin tip | hastalarda
kontrole gore bozuldugu gosterilmistir. Saptanan bu degisikliklerin mikrotiibiillerin
morfolojisine ve fonksiyonlarina etki edebilecegi diistintilmistiir. Morfometrik
analizler, ozellikle tip | hastasina ait hiicrelerin en, boy ve alan agisindan kontrole
gore kiigiik oldugunu goéstermistir. MTS yontemi ile gergeklestirilen proliferasyon
analizlerinde, hasta hiicrelerin kontrole gore daha hizli prolifere olduklar
saptanmigtir. Tim sonuglar birlikte degerlendirildiginde 6zellikle SMA tip | hasta
hiicrelerinde mikrotiibiil stabilitesinin azaldi§1 sonucuna varilmistir. ilerleyen
calismalarda, bu kaybin fonksiyonel sonuclarinin arastirilmasi 6nerilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Spinal miiskiiler atrofi, SMN, mikrotiibiil stabilitesi

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
Tarafindan desteklenmistir (Proje No: TYL-2019-18351).
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ABSTRACT

Zobaroglu, P., Investigation of Microtubule Stability in Fibroblast Cultures of
Spinal Muscular Atrophy Patients, Hacettepe University Graduate School of
Health Science, Master Thesis of Medical Biology Programme, Ankara, 2020.
Spinal muscular atrophy (SMA), which is characterized by motor neuron loss and
muscle atrophy, is a neurodegenerative disease primarily in childhood. In SMA,
Survival of motor neuron 1 (SMN1) gene mutations lead to the absence of
functional SMN protein. SMN deficiency causes dysregulations in microtubule
cytoskeleton in terms of polymerization and architecture, however, molecular
mechanisms have not been clearly described. Previously, we showed reduced
microtubule stability in an in-vitro SMA model, however, it has not been
investigated in SMA patient samples so far. In this thesis, microtubule stability was
investigated in fibroblast cells of SMA patients. For this purpose, we analyzed
acetylated and detyrosinated o tubulin levels as stability markers in clinically
different SMA patients. Western blot studies demonstrated a significant reduction
in acetylated o tubulin level in SMA type | cells compared to controls. Similarly,
immunofluorescence analysis also showed a reduction in the fluorescence intensity
of acetylated o tubulin levels in patient cells. Additionally, the acetylated stable
microtubule network has been shown to be impaired in type | patients cells.
Considering that these alterations may affect cellular morphology and microtubule
functions, detailed morphometric analyses were performed. Our results showed that
patient cells, especially type I, were smaller both in width, height and area than
controls. Besides, cell proliferation rates of patient cells were found to be increased
compared to controls by MTS assay. In the light of all findings, it was concluded
that the microtubule stability is reduced, especially in SMA type | patient cells.
Functional consequences of reduced microtubule stability in SMA should be
addressed in further studies.

Key words: Spinal muscular atrophy, SMN, microtubule stability

This thesis, was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit (Project No: TYL-2019-18351).
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1. GIRIS

Hiicre iskeleti, protein filamentlerinin olusturdugu ve hiicre seklinin
belirlenmesinde, korunmasinda, hiicre hareketinde, hiicre boliinmesinde, organel
yerlesimlerinin belirlenmesinde ve hiicre i¢i tasimada gorev alan bir agdir. Bu ag
yapisal olarak mikrofilamentler, ara filamentler, septinler ve mikrotiibiillerden
olusmaktadir. Iskeletin en dinamik elemani olan mikrotiibiiller, alfa (o) ve beta (B)
tiibiilin proteinlerinin polimerizasyonu ile olusan i¢i bos, silindirik ve 25 nm ¢apinda
polimerlerdir. Mikrotiibiiller depolimerizasyon ile kisalmakta polimerizasyon ile
uzamaktadir. Hiicreler, dinamik kararsizlik (instabilite) ad: verilen bu mekanizma ile
mikrotiibiillerini yeniden yapilandirmaktadir. Mikrotiibiil yapisinda, polimerizasyon
ve depolimerizasyon olaylariin hizli gergeklestigi dinamik kisimlar ile daha yavas
gerceklestigi stabil kisimlar bulunmaktadir. Mikrotiibiillerdeki stabil ve dinamik
kisimlarin oranlart hiicre tiplerine gore farklilik gostermekte; boliinen hiicrelerde
dinamik kisimlar fazla iken ndéron gibi boliinmesini durdurmus hiicrelerde stabil
mikrotiibiil kisimlar1 fazlalik gostermektedir. Bu hiicrelerde stabil yapinin
devamliliginin saglanmasi, 6zellikle hiicre morfolojisinin korunmasi, akson ve
dendritlerdeki vezikiiler transport ve sinyal iletimi agisindan énemlidir. Yapisal veya
fonksiyonel olarak ilerleyici néron kaybi ile karakterize olan norodejeneratif
hastaliklardan, farkli etiyolojilere sahip olan Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS),
Parkinson, Huntington, Alzheimer, Herediter spastik parapleji ve Alt Ekstremite
Baskin 2 ile Spinal Miiskiiler Atrofi (SMALED2) hastaliklarinda mikrotiibiil
stabilitesinin bozuldugu gosterilmis olup hiicre morfolojisi ve aksonal transport
hatalar ile iliskilendirilmistir.

Norodejeneratif hastaliklardan biri olan ve otozomal resesif kalitilan
proksimal Spinal miiskiiler atrofi (SMA)’de, omurilikte alfa motor néron kaybi ve
kas atrofisi goriilmektedir. SMA hastalarinin %90-94’tinde, Survival of motor neuron
1 (SMN1) geninin 7 ve 8. eksonlarinda homozigot delesyonlar saptanmakta;
hiicrelerde ¢ekirdekte ve sitoplazmada yerlesen SMN proteini yikilarak islevini
yitirmektedir. SMA hastalig1 ile yapilan arastirmalarda, SMN proteini eksikliginde,
néron morfolojisinin, akson dallanmasinin ve aksSonal transportun bozuldugu
gosterilmis ve bu hatalar hiicre iskeleti elemanlan ile iliskilendirilmistir. SMN

eksikliginde aktin ve norofilamentlerde goriilen hatalarin yani sira in-vitro ve in-vivo



modeller ile yapilan calismalarda mikrotiibiill mimarisi ve polimerizasyonundaki
degisiklikler gosterilmis, ancak altinda yatan molekiiler mekanizmalar detayli olarak
agiklanmamustir.

Anabilim Dali’'mizda SMA hastaliginin  molekiiler mekanizmasinin
aydinlatilmasina yonelik temel aragtirmalar yiiriitilmektedir. SMA hastaliginin in-
vitro ve in-vivo modelleriyle yaptigimiz onceki calismalarda, SMN eksikliginde
mikrotiibiil stabilitesini diizenleyen MAP1B, MAP2 ve EB3 proteinlerinin ifade ya
da post-translasyonel modifikasyon degisiklikleri saptanmistir. Ayrica, o-tiibiilin
asetilasyonu ve detirozinasyonunda da anlamli degisiklikler saptanarak mikrotiibiil
stabilitesinin azaldig1 gosterilmistir. Onceki calismalarimizda SMN eksikliginde
saptanan bu hatalar, in-vitro ve in-vivo SMA modellerinde gosterilmis olup hastalara
ait orneklerde mikrotiibiil stabilitesi lizerine bir arastirma bulunmamaktadir. Bu tez
calismasinda, hastaligi ciddi ve hafif seyreden iki SMA hastasina (tip I ve II) ait

primer fibroblast hiicrelerinde mikrotiibiil stabilitesi ilk kez aragtirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Hiicre iskeleti

Hiicre iskeleti, okaryotik hiicrelere sekil ve destek veren, organellerin
yerlesimi ve morfolojilerinin korunmasinda, ayrica vezikiil ve biyomolekiillerin
hiicre icinde tasinmasinda gorev alarak hiicre i¢i organizasyonu saglayan ve hiicre
boliinmesinde goérev alan bir protein agidir. Bu ag, yapisal ve iglevsel olarak farkli
olan 3 temel filamentten; mikrofilamentler, ara filamentler ve mikrotibiillerden
olusmaktadir (1). Son yillarda septinler de hiicre iskeleti elemanlar1 arasina dahil
edilmektedir (Sekil 2.1.) (2). Hiicre iskeletini olusturan bu filamentler birbirinden
bagimsiz olmayip, proteinler araciligiyla birbirlerine baglanarak hiicre igerisinde
kesintisiz bir ag yapisi olusturmaktadir. Ayrica iliskide olduklar1 proteinler ve sinyal

yolaklar1 araciliyla hem yapilart hem de fonksiyonlari diizenlenmektedir.

Mikrofilamentler hiicre iskeletinin en ince filamenti olup cap1 5-7 nm
arasindadir. Aktin proteinlerinden olusan mikrofilamentler hiicrenin toplam
proteinlerinin yaklasik %5’ini olusturur. Globiiler G aktin monomerlerinin bir araya
gelmesiyle filament yapisi olusmaktadir. Dinamik ve esnek yapida olan
mikrofilamentler olusturduklari ag sayesinde, kas kasilmasinda, hiicrelerin

boliinmesinde ve go¢ etmesinde gorev alir (3).

Ara filamentler, en saglam ve kararli hiicre iskeleti elemanlar1 olup ¢ap1 8-
10 nm arasindadir. Farkli hiicrelerde ara filamentleri olusturan 70’den fazla protein
bulunmaktadir. Birbirlerine benzer olmayan protein iplik yapilarinin birbiri {izerine
sartlmasiyla olusur ve diger filamentler gibi polariteleri bulunmaz. Sitoplazmik ara
filamentler mekanik strese karsi hiicrelere destek aglamakta, ayrica hiicre-hiicre ve
hiicre-hiicre dis1 matriks baglantilarinin kurulmasinda gorev almaktadir. Cekirdekte
yer alan ara filamentler ise ¢ekirdege destek saglayarak kromozomlara tutunma yeri

olusturmaktadir (4).

Septinler, hiicrelerde ags1 ve halkasal yapilar olusturan hetero-oligomerik
proteinlerdir. Farkli septin proteinlerinin olusturdugu kompleksler filament yapisin
olusturmaktadir. Sitokinezde, hiicre gogiinde ve membran kompartmanlarinin

olusturulmasi gibi hiicresel siireglerde gorev aldiklar gosterilmistir (2).



Mikrotiibiiller ise hiicre iskeletinin en biiyiik, ayn1 zamanda en dinamik
filamentidir. Alfa (o) ve beta (B) tiibiilin proteinlerinin polimerizasyonu sonucu
olusan i¢i bos, silindirik ve 25 nm ¢apinda polimerlerdir. Sitoplazmay1 bir ag gibi
saran mikrotiibiillerin temel gorevleri hiicrenin yapisinin/morfolojisinin korunmasi,
hiicre iginde makromolekiillerin (RNA, protein, vezikiill vb) ve organellerin
transportunun saglanmasi, organellerin yerlesimlerinin belirlenmesi ve hiicre
boliinmesi sirasinda kromozomlarin hareketinin saglanmasidir. Ayrica hiicre
gocinde ve farklilasmasinda da gorev almaktadirlar. Mikrotiibiiller hiicre
dongiisiiniin evresine, hiicre tipine ve farklilagma asamasina gore yapisal olarak
diizenlenmeler gegirmekte ve hiicrenin biyolojik fonksiyonlarini etkilemektedir.
Ozellikle 6zellesmis morfolojiye sahip olan néron hiicrelerinde mikrotiibiil iskeleti,
akson ve dendritlerde makromolekill, vezikill ve organel transportunun

gerceklesmesi ve sinyal iletiminin saglanmasi agisindan 6nemlidir (5, 6).
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Sekil.2.1. Hiicre iskeletini olusturan filamentlerin ve filament yapilarini olusturan
proteinlerin sematik gosterimi .



2.2. Mikrotiibiil iskeleti
2.2.1. Mikrotiibiil Yapi ve Organizasyonu

Mikrotiibiiller o ve P tiibillin dimerlerinden olusan polimerlerdir.
Memelilerde 9 adet a ve 9 adet B tiibiilin geni tanimlanmistir. Bu genlerin kodladig:
tiibiilin proteinleri 55 kDa molekiiler agirliginda olup yiiksek oranda korunmustur.
Bu tiibiilin izotipleri karboksil ucundaki birka¢ amino asit agisindan farklilik
gostermektedirler. Tiibiilin proteinlerinin ifadeleri hiicre ve doku tipine ayrica

gelisimsel doneme 6zgii olabilmektedir (5).

a ve B tibilin heterodimerleri belli bir yonde birbirleri ardina eklenerek
protofilamentleri; 13 adet protofilament ise lateral etkileserek mikrotiibiil yapisini
meydana getirmektedir. Tiibiilin proteinlerinin  birbiri ardina eklenmeleri
mikrotiibiillere polar 6zellik kazandirmakta, bir uglar1 negatif diger uglari ise pozitif
u¢ olarak adlandirilmaktadir. Mikrotiibiilde a-tiibiilin proteinleri negatif u¢ yoniinde,
B-tibilin - proteinleri ise pozitif ug¢ yoniinde bulunmaktadir (Sekil 2.2.).
Mikrotiibiillerin negatif uglari, pozitif uclara gore daha stabildir ve c¢esitli hiicresel
yapilarla baglantilidirlar. Ayrica, mikrotiibiil organizasyon merkezine (MTOC) bagl
bulunmaktadir. MTOC, temel protein olarak gamma (y) tiibiilin igeren protein
kompleksleri tarafindan kurulur ve mikrotiibiillerin negatif uc¢larini stabil hale
getirerek mikrotiibiillerin sayisini, polaritesini, miktarini, yoniinii ve yerlesimini
belirler. Birbirlerine tigerli baglanmis dokuz adet mikrotiibiiliin birlesmesi ile
halkasal bi¢cimde siralanmis yapiya sentriyol adi verilmekte; bir ¢ift sentriyolun
birbirlerine dik olarak konumlanmasi ile sentrozom olusmaktadir. MTOC gelisimi,
sentriyollerin varlig1 ile dogrudan baglantili olup hiicre igerisinde sentriyoller
kayboldugunda, MTOC kaybolmakta ve mikrotiibiil olusumu biiyilk oranda
bozulmaktadir. Fibroblast hiicreleri gibi bdlinen hiicrelerde ¢ogunlukla sentrozom
MTOC olarak fonksiyon goérmekle birlikte, mikrotiibiillerin negatif ug¢larinin
cekirdek zarina veya Golgi cisimcigine de baglanarak MTOC gorevi gorebildigi
bilinmektedir (7, 8, 9).



Tiibiilin heterodimerlerinin mikrotiibiile eklenmesi ile polimerizasyon,
ayrilmasi ile depolimerizasyon gerg¢eklesmektedir. Polimerize olan mikrotiibiillerin
depolimerize olmasi yikim (catastroph), depolimerize olan mikrotiibiillerin tekrar
polimerize olmasi kurtarma (rescue) olarak adlandirilmaktadir. Dinamik kararsizlik
(instabilite) olarak adlandirilan bu dongiisel diizenlenmede o ve [ tiibiilin
proteinlerinin birbirleriyle etkilesimleri ve GTP hidrolizi 6nemli rol oynamaktadir.
GTP bagh B tiibiilin (GTP-B tiibiilin) igeren heterodimerler, mikrotiibiiliin uzayan
ucuna baglanip mikrotiibiiliin polimerizasyonunu saglarken, hidroliz sonucu olusan
GDP bagli B tiibiilin (GDP- tiibiilin) kararsiz olmas1 nedeniyle depolimerizasyon ile
mikrotiibiilden ayrilmaktadir (Sekil 2.2.) (10, 12).
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Sekil.2.2. Mikrotiibiil yapis1 ve organizasyonu, dinamik kararsizli§in sematik

gosterimi (12°den uyarlanmustir).



Mikrotiibiillerin yerlesimleri hiicre tipine gore farklilik gostermektedir.
Fibroblast gibi boliinen hiicrelerde genel olarak radyal yerlesim gostermekte, negatif
uclar1 sentrozoma bagli bulunmaktadir. Noron gibi boliinmesini  durdurmus
hiicrelerde ise mikrotiibiiller paralel veya antiparalel yerlesim gosterirler (11).
Noronlardaki  mikrotiibiiller,  hiicre  govdesinde  bulunan  sentrozomdan
¢ekirdeklenmekte (niikleasyon), daha sonra sentrozomdan serbest birakilarak motor
proteinler araciligiyla akson ve dendritlere tasinmaktadir. Aksonal mikrotiibiiller,
negatif uclar1 hiicre govdesine, pozitif uglar ise biiyiime bolgesine dogru olacak
sekilde yerlesim gosterir. Dendritlerde ise mikrotiibiiller ¢ok yonlii bir organizasyona
sahiptir, negatif ve pozitif uclart daginik sekilde yerlesim gosterir (Sekil 2.3.) (11, 12,
13).
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Sekil.2.3.Mikrotiibiillerin fibroblast ve néron hiicrelerindeki yerlesimlerinin sematik
gosterimi (11).

Mikrotiibiillerin yapisal olarak stabil, dinamik ve sogukta stabil (cold-
stable) kisimlar1 bulunmakta olup oranlari hiicre tipine gore farklilik gostermektedir.
Fibroblastlarda bulunan mikrotiibiillerin dinamik yapilarindan dolay1 turnover hizlari
fazladir ve hizli bir sekilde polimerize/depolimerize olabilmektedir. Noéronlarda

hiicrelerinde ise, mikrotiibiillerin stabil yapilarindan dolay1 turnover hizlar1 yavastir



ve daha uzun siire hiicre igerisinde kalabilmektedirler. Dinamik mikrotiibiillerin yar1
Omirleri 5-10 dakika, stabil mikrotiibillerin ise 1-6,5 saat arasinda olabilmektedir
(9). Mikrotiibiiller, tiizerlerine baglanan proteinlerin yardimiyla stabil/dinamik
yapilarin1 diizenlemektedir. Stabiliteyi arttiran diizenleyici proteinlerden bazilari;
mikrotiibiil-asosiye (MAP) proteinler (6rnegin; TAU, MAP2, MAP1B), negatif ug
stabilizasyonu saglayarak depolimerizasyonu engelleyen negatif ug proteinler (-TIP)
(6rnegin; CAMSAP 1, 2, 3) ve yikici proteinler (6rnegin; katanin, spastin) olarak
gruplandirilabilir. Dinamik yapiy1 arttiran diizenleyici proteinlerden bazilar1 ise;
pozitif u¢ proteinler (+TIP) (6rnegin; EBI1, 2, 3 ve CLIP170) ve yikici proteinlerdir
(6rnegin; fidgetin) (Sekil 2.4.) (13, 14).

STABIL 4 DINAMIK &

( (-TIP) proteinler — O (+TIP) proteinleri — EB1;
CAMSAP 1, 2, 3, EB3; CLIP/CLASP

\dv Spastin/Katanin %o Fidgetin

‘ MAP proteinler —
TAU, MAP1A, MAP1B,
MAP2, MAP6

Sekil.2.4. Stabil ve dinamik mikrotiibiile baglanan proteinler (13°den uyarlanmstir).

Mikrotiibiillerin stabilitesi hiicre tipine, hiicre dongiisli evresine ve ayrica
hiicredeki yerlesim yerine gore farklilik gostermektedir. Ornegin fibroblastlarda
bulunan mikrotiibiiller, noéronal mikrotiibiillerden daha dinamik yapidadir (9).
Mitotik mikrotiibiiller ise, interfaz mikrotiibiillerine gére 10-100 kat daha dinamiktir.

Hiicre boliinmesi esnasinda kromozomlarin karsit kutuplara dogru gekilmesinde



gorev alan 3 farkli mitotik mikrotiibiil vardir. Bunlar astral, kinetokor ve interpolar
mikrotiibiiller olarak adlandirilmaktadir. Kinetokor mikrotiibiiller, sentriyollerden
merkeze dogru uzanip kromozomlara tutunurlar ve mitotik kromozomlar1 metefaz
plagina dogru hareket ettirirler. Kromozom hareketini kolaylastiran interpolar
mikrotiibiiller  birbirleriyle  hiicrenin  ortasinda  etkileserek  sentrozomlarin
pozisyonlarini belirler. Astral mikrotiibiiller ise sentrozomdan hiicre zarina dogru
uzanarak zar ile olan mesafeyi belirlerler. Fibroblast hiicrelerinde, kinetokor
miktotiibiiller diger mikrotiibiillerden daha stabil yapida olup sentrozom ve Golgi
cisimcigine yakin bolgelerde yogunlagsmakta, dinamik mikrotiibiillerin aksine hiicre
periferinde nadiren yerlesim gostermektedir (8, 15). Noronlarda ise aksonal
mikrotiibiiller, hiicre gévdesi ve biiyiime bolgesindeki mikrotiibiillerden daha stabil

yapidadir (16).

Mikrotiibiillerin sogukta kararli yapilarini koruyan soguk-stabil (cold-stabil)
kisimlart bulunmaktadir. Diisiik sicaklik, memelilerde hiicre tipine ve hiicre
icerisindeki mikrotiibiil popiilasyonuna bagli olarak farkli derecelerde mikrotiibiil
depolimerizasyonuna neden olmaktadir. Bazi mikrotiibiillerin sogukta kararli
olmasin1 saglayan proteinler MAP6 (STOP) ve mikrotiibiil negatif/pozitif ucuna
baglanarak destabilize olmasini engelleyen -/+ TIP proteinleridir. Noronlarda, gliya
hiicrelerinde ve fibroblastlarda soguga karsi dayanikli stabil mikrotiibiil ag havuzlari
tanimlanmistir. Bu hiicrelerdeki stabilitenin kaynagimin temel olarak MAP
proteinlerinden biri olan MAP6 (STOP) proteini oldugu diisiiniilmektedir (17, 18 ,19,
20).

Mikrotiibiillerin stabilitesinin korunmasinda gorevli proteinlerin mikrotiibiil
ile interaksiyonlarinda, tiibiilin proteinlerinde gergeklesen post-translasyonel

modifikasyonlar etkili olmaktadir.
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2.2.2. Tiibiilin Post-translasyonel Modifikasyonlar:

Tiibiilin proteinleri amino ve Kkarboksil uglarinda post-translasyonel
modifikasyonlar gegirerek iliskili proteinlerin ve mikrotiibiil ile diger hiicre iskelet
elemanlarimin etkilesimlerini diizenlemektedir. Modifikasyonlar hiicre tipine ve
gelisimsel donemlere gore farklilik gostermektedir. En sik goriilen post-translasyonel
modifikasyonlar asetilasyon, detirozinasyon, fosforilasyon, delta2-tiibiilin, delta3-
tibilin, ubikuitinasyon, poliglutamilasyon, poliglisilasyon, poliaminasyon ve
palmitolasyondur (Sekil 2.5). Post-translasyonel modifikasyonlar, farkli tiibiilin
izotipleriyle birlikte hiicrelerde “tiibiilin kodunu” olusturmakta olup mikrotiibiillerin
proteinlerle etkilesimini diizenlemektedir (21, 22).

Modifikasyonlar enzimatik olarak katalizlenmekte olup geri doniisiimlii ya
da geri doniisiimsiiz olabilmektedir. Cogu modifikasyon mikrotiibiil yapis1t meydana
geldikten sonra gergeklestigi i¢in stabil olan mikrotiibiiller iizerinde modifikasyonlar
birikmekte, bu nedenle dinamik mikrotiibiille daha fazla modifikasyon i¢cermektedir.
Tiibilin post-translasyonel modifikasyonlar1 tiim hiicrelerde bulunmakla birlikte,
noronlar gibi kompleks morfolojisi olan hiicrelerde stabil mikrotiibiil yapisinin

kurulabilmesi ve korunabilmesi i¢in modifikasyon gesitliligi fazladir (23).
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Sekil.2.5. Tiibiilin proteinlerinde gerceklesen post-translasyonel modifikasyonlar
(22).

Asetilasyon
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Noronlarda mikrotiibiillerin yerlesimleri, boylar1 ve stabiliteleri degiskenlik
gostermektedir. Noronal mikrotiibiillerde poliaminasyon, poliglutamilasyon tipi
modifikasyonlarin yani sira mikrotiibiil stabilitesi agisindan dnemli olan asetilasyon,
detirozinasyon, delta2-tiibilin  modifikasyonlart da sik goriilmektedir. Bu
modifikasyonlarin diizeyleri hem noronal farklilasma sirasinda hem de ndron
hiicresinin ~ farkli  kisimlarinda degiskenlik gosterir. Noronlarin akson ve
dendritlerinde asetilasyon ve detirozinasyon tipi modifikasyonlarin diizeyleri fazla
iken, akson uclarindaki biiyiime bdlgelerindeki mikrotiibiiller daha dinamik olup
tirozinlenmistir. Noronlarda mikrotiibiil stabilitesi; akson ve dendrit morfolojilerinin
olusmasi, aksonal transport ve sinyal iletimi fonksiyonlarini gergeklestirebilmeleri
icin gereklidir (24, 25). Fibroblast gibi boliinen hiicrelerde interfazda sentriyol
mikrotiibiilleri daha stabil iken hiicre periferine dogru mikrotiibiiller daha dinamik
olup tirozinlenmistir. Hiicre boliinmesi sirasinda ise, stabil kinetekor ve interpolar
mikrotiibiiller detirozinlenmis ve asetilenmis iken, hiicre periferine dogru dinamik

olan astral mikrotiibiiller tirozinlenmistir (Sekil 2.6.) (26,46).

A Hiicre
Sy govdesi
/\\L\ |l L//Q Akson uglari
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Fibroblast
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Sekil.2.6. Tiibiilin post-translasyonel modifikasyonlarmin (A) ndéron ve (B) hiicre
dongiisiiniin  farkli evrelerindeki fibroblast hiicrelerindeki dagilimi. Dinamik
mikrotiibiiller sar1, stabil mikrotiibiiller kirmiz1 ile gosterilmistir. Sar1; tirozinasyon,
kirmizi; detirozinasyon, pembe; asetilasyon, mavi; glisilasyon (26).



12

Tiibiilin post-translasyonel modifikasyonlar1 arasinda iizerinde en c¢ok
caligilanlart o-tiibiilin asetilasyonu ve detirozinasyonudur. Bu modifikasyonlarin
stabil ve uzun Omiirli mikrotiibiillerde sik goriildiigii bildirilmistir ve stabilite

belirtegleri olarak kullanilmaktadir (22, 23, 27).
Tiibiilin asetilasyonu;

Tibiilin asetilasyonu, a ve P tiibiilin proteinleri iizerinde gergeklesen,
evrimsel olarak korunmus bir modifikasyon tipidir. Ozellikle o-tiibiilin asetilasyonu
mikrotiibiil yapisinin diizenlenmesiyle ilgili olarak ¢ok calisilmaktadir. Mikrotiibiiliin
limeninde, o-tlibiilin proteinin amino ucundaki 40. lizin (K40) amino asitinden
gerceklesen asetilasyon, o-tiiblilin asetil transferaz (aTAT1) enzimi tarafindan
katalizlenmektedir. o TATL hiicrelerdeki temel tiibiilin transferaz olmakla birlikte
lizin asetil transferazlardan bazilarinin (6rnegin; ELP3 ve ARD1) da bu aktiviteye
sahip olabilecegine dair bulgular elde edilmistir (28). In-vivo ve in-vitro
calismalarda, oTAT1 enziminin, mikrotiibiiliin agik uglarindan veya mikrotiibiil
kafesindeki kirilmaya bagli olusan i¢ bosluklardan girerek asetilasyonu katalizledigi
gosterilmistir (29). Tibiilin asetilasyonu geri doniisimlii bir modifikasyondur.
Tiibiilin deasetilasyonunda histon deasetilaz enzimlerinden olan HDAC6, HDACS ve
sirtuin 2 proteinleri gérev almaktadir (Sekil 2.7.). Deasetilasyondan sorumlu temel
enzim HDACG6 olmakla birlikte HDACS5’in periferal néron hasart durumunda, Sirtuin
2’nin ise sadece periniikleer alanda yerlesen mikrotiibiillerin deasetilasyonunu

katalizledigi bildirilmistir (30, 31).

Asetilasyonun mikrotiibiiliin fonksiyonlar1 iizerine etkileri son yillarda
anlagilmaya baglanmigtir. Stabil mikrotiibiillerin asetilasyon diizeyleri dinamik
mikrotiibiillere oranla daha fazladir. Uzun Omiirlii olan stabil mikrotiibiillerde
gerceklesen mekanik strese bagli kirilmalarin  aTAT1 enziminin mikrotiibiil
liimenine girmesini kolaylastirdigi ve bu nedenle asetilasyonun fazla goriildiigii
bildirilmistir (32). Bu nedenle asetilasyonun yapisal olarak mikrotiibiillerin
esnekligini arttirarak hasara karsit korudugu gosterilmistir. Ayrica hiicrelerde o
tiibiilin asetilasyon diizeyindeki degisikliklerin hiicre gog¢ii, otofaji, hiicre adhezyonu

ve hiicre i¢i transportu etkiledigi bildirilmistir (47).
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Asetiltransferaz
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HDACS, SIRT2
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Sekil.2.7. Tibiilin asetilasyonu ve deasetilasyonunda gorev alan enzimler (21).

Tiibiilin detirozinasyonu;

a-tiibiilin proteinlerinin (TUBA8 ve TUBA4A hari¢) karboksil uglarindaki
tirozin amino asiti, polimerizasyon sonrasinda Vasohibin/SVBP enzimleri tarafindan
kesilerek ¢ikartilmaktadir. Detirozinasyon adi verilen bu olay da asetilasyon gibi geri
dontisiimlii olarak katalizlenmektedir. Mikrotiibiil depolimerizasyonu sonrasinda
tiibiilin tirozin ligaz (TTL) enzimi a-tiiblilin proteinlerine tekrar tirozin amino asitini
eklemektedir. TTL enziminin a-tiibiilini tirozinledigi bilinmekle birlikte -tiibiilin ile
de etkilesimi gosterilmistir (Sekil 2.8.) (33, 34). Asetillenmis o-tiibiiline benzer
olarak; uzun Omiirlii ve stabil mikrotiibiillerde detirozinlenmis o-tiibiilin, dinamik
mikrotiibiillerde ise tirozinlenmis a-tiibiilin miktarmin arttigi  gosterilmistir.
Detirozinlenmis mikrotiibiillerin yar1 omrii tirozinlenmis mikrotiibiillerden daha

fazladir (25, 26).
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Sekil.2.8. Tiibiilin tirozinasyon ve detirozinasyonunda ve gorevli enzimler (33).

2.2.3. Mikrotiibiil ile Tliskili Proteinler

Mikrotiiblil ile iligkili proteinler, serbest tiibiiline ya da mikrotiibiile
baglanarak mikrotiibiillerin dinamik/stabil yapisin1 diizenlemekte, ayrica farkli
proteinler birbirlerinin  mikrotiibiil ile etkilesimlerini kontrol etmektedir.
Mikrotiibiillerin yapisini, dolayisiyla fonksiyonunu diizenleyen proteinler; pozitif ug
proteinleri (+TIP proteinleri, 6rnegin; EB1-3, CLASP, XMAP215, CLIP-170),
negatif u¢ proteinleri (-TIP proteinleri, 6rnegin; BICD1, DSP), klasik mikrotiibiil
asosiye proteinler (MAP proteinleri ornegin; TAU, MAP1B, MAP2, MAP6),
mikrotiibiil motor proteinleri (6rnegin; Kinesin 1, dinein), yikict proteinler (6rnegin;
spastin, katanin) ve mikrotiibiilii destabilize eden proteinler (6rnegin; spastin, kinesin
8, 13) olarak gruplandirilmaktadir (8,12). Mikrotiibiil ile iliskili proteinlerin ifadeleri
hiicre tipine ve gelisimsel doneme gore farklilik gostermektedir. Ayrica, hiicre
ierisindeki yerlesimleri de farkli olabilmektedir. Ornegin, MAP protein ailesinden
olan MAPIB sinir sisteminde ifade olmakta ancak fibroblast hiicrelerinde ifadesi

bulunmamaktadir. Noronlarda ifade olan TAU proteini aksonlarda, MAP2 proteini
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ise dendritlerde yerlesim gostermektedir (35, 36). Mikrotiibiil stabilitesinin
korunmasinda gorevli MAP6, mikrotiibiil yapim-yikim dongiisliniin uzun oldugu
noronlarda mikrotiibiillerle devamli etkilesim icerisindeyken, dongiiniin kisa oldugu
fibroblastlarda soguk ortamda mikrotiibiille baglanarak stabilitenin korunmasini
saglamaktadir (19, 20). Ayrica, poliglutamilasyon ve asetilasyon tipi post-
translasyonel modifikasyona sahip mikrotiibiillerin soguga kars1 daha direngli oldugu

gosterilmistir (48).

Mikrotiibiil ile iligkili proteinlerin mikrotiibiil ile etkilesimleri post-
translasyonel modifikasyonlarla diizenlenmekte olup bu etkilesimler mikrotiibiillerin
stabilitesinin kontroliinii agisindan énemlidir. Ornegin; MAP1B’nin, GSK3p kinaz
tarafindan fosforile edilmesiyle stabil olmayan mikrotiibiill miktarinda artis
saptanmustir (37). Proteinlerin mikrotiibiillerle etkilesimi, tiibiilin proteinlerinin post-
translasyonel modifikasyonlari ile de diizenlenmektedir. Ornegin, ndronlarda aksonal
mikrotiibiillerin  asetilasyonunun ve detirozinasyonun, vezikiillerin taginmasini
saglayan kinezin 1 motor proteinlerinin mikrotiibiile baglanmasi i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir (39). Benzer sekilde kinezin 7 motor proteininin detirozinlenmis
mikrotiibiillerle, kinezin 5 ve 13’iin ise tirozinlenmis mikrotiibiillerle etkilesiminin

fazla oldugu bildirilmistir (40).

2.3. Mikrotiibiil Hatalar1 ve Norodejeneratif Hastalhiklar

Mikrotiibiilin ~ yapisi;  tibilin -~ proteinlerini  kodlayan  genlerdeki
mutasyonlardan, mikrotiibiil ile iliskili proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlardan, iligkili proteinlerdeki ifade/post-translasyonel modifikasyon
degisikliklerinden veya tiibiilin proteinlerindeki post-translasyonel modifikasyon

degisikliklerinden dolay1 bozulabilmektedir.

Mikrotiibiil hatalari, néronlarda ilerleyici kayip ve yapisal bozulma ile
karakterize olan norodejeneratif hastaliklarda gosterilmistir. Farkli etiyolojilere sahip
olmakla birlikte Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinda, Amyotrofik lateral skleroz
(ALS) ve Spinal miiskiiler atrofi (SMA)’de mikrotiibiil yap1 ve fonksiyonlarinda
degisiklikler  bildirilmistir  (14). Alzheimer hastaliginda saptanan TAU
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hiperfosforilasyonu nedeniyle TAU proteinlerinin  mikrotiibiile olan ilgisinin
azaldigi, dolayisyla mikrotiibiiliin stabil yapisini koruyamadigi bildirilmistir (38).
Ailesel Parkinson hastaligina neden olan genlerden biri olan PRKN’deki mutasyonlar
sonucu, hasta fibroblast hiicrelerinde a-tiibiilin tirozinasyonunun arttigi  ve
mikrotiibiillerin stabilitesinin azalip dinamizminin arttig1 gosterilmistir (41, 42). ALS
hastaliginda ise sorumlu genlerden biri olan RAPGEF2’deki mutasyonlar sonucu
sporadik hastalarinin fibroblast hiicrelerinde mikrotiibiil stabilitesinin azaldigi,
mitokondri dagilimmnin hatali gergeklestirildigi saptanmustir (43). Spinal miiskiiler
atrofi tiplerinden biri olan SMALED2 (lower extremity-predominant 2, spinal
miiskiiler atrofi) hastaligi, BICD2 genindeki mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikmakta
olup hasta fibroblast hiicrelerinde asetil o-tiibiilinin miktarinda artis saptanmus,
mikrotiibiil stabilitesinin arttig1 bildirilmistir. Fare motor noron kiiltiiriinde mutant
protein asir1 ifade ettirildiginde aksonlarda hatali sekilde uzama ve dallanma artisi
saptanmistir (44). Mikrotiibiil hatalari, SMN1 geni mutasyonlarindan kaynaklanan

proksimal SMA hastaligina ait modellerde de saptanmistir.

2.4. Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA)

SMA omurilikte alfa motor néron kaybi ve proksimal kas atrofisi ile
karakterize olan, ¢ogunlukla yenidogan ve ¢ocuklar1 etkileyen, otozomal resesif
kaliim gdsteren bir hastaliktir. Norodejeneratif ve ndromiiskiiler hastalik gruplari
icerisinde degerlendirilen SMA’nin tastyict sikligt 1/54, insidansi ise 1/6000-11000
canli dogum olarak bildirilmistir. Cocukluk ¢agi1 ndéromiiskiiler hastaliklarindan

Duchenne Miiskiiler Distrofi (DMD)’den sonra ikinci siklikta goriilmektedir (49)

SMA hastalari, gogunlukla ayni1 tip mutasyonu tagimalarina ragmen, hastalik
klinik olarak farkli ciddiyette seyretmektedir. SMA, Uluslararas1 SMA
Konsorsiyumu kriterlerine gore, baslangic yast ve motor fonksiyonlar dikkate
alinarak 4 tip altinda gruplandirilmaktadir (Tip I-1V). Hastaligin en ciddi formunda
(SMA tip 1), hastalik ilk 6 ayda belirtilerini gostermekte ve cocukluk g¢aginda
goriilmektedir. Hastalar, genellikle solunum yetmezIligi ve yutma giicligii nedeniyle
dogumu takiben 2 yil igerisinde kaybedilmektedir. Hastaligin ara formu olan tip 1l

SMA’da bulgular 6-18 ay igerisinde ortaya c¢ikmakta, hastalar desteksiz
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oturabilmekte ancak yiirliyememektedir. 18 aydan sonra bulgu vermeye baslayan,
hastaligin hafif formlarindan biri tip III SMA’ dir. Hastalar destek almadan
yuriiyebilmekte ancak ilerleyen donemlerde tekerlekli sandalyeye bagl kalmaktadir.
Hastaligin en hafif formu olan tip IV, en az goriilen tipi olup semptomlar eriskin
donemde, genellikle otuzlu yaglarda goriilmeye baslamakta ve hastalik yavas

ilerlemektedir (50, 51).

2.4.1. Molekiiler Genetik Ozellikleri

SMA, 5011.2-13.3 kromozom bolgesinde yer alan SMNI1 genindeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (52). Hastalarda ¢ogunlukla (%90-94) SMN1
geninin 7. ve 8. eksonlarinda homozigot delesyonlar goriilmektedir. Insan
genomunda, 27 kb uzunlukta ve 9 eksondan (1, 2a, 2b, 3-8) olusan SMN1 geninin,
SMN2 olarak adlandirilan homolog bir kopyasi bulunmaktadir. Kopyalar %99
oraninda benzer olmakla birlikte 7. eksonun 6. pozisyonunda meydana gelen sitozin
(C) timin (T) transisyonundan (C->T) dolayi, SMN2 geninde kodlanan amino asit
degismemekte fakat transisyon bu bolgede splicing’in dogrulugunu kontrol eden ve
bulundugu eksonun olgun mRNA i¢inde yer almasini saglayan exonic splice
enhancer (ESE) dizisini bozarak exonic splicing silencer (ESS) dizisinin olugsmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle, ESE dizilerine baglanmas1 gereken serin (S) ve arjinin
(R) amino asitlerince zengin SR protein ailesinin baglantis1 bozulmakta ve yeni
olusan ESS dizilerine heteroniikleer riboniikleoprotein (hnRNP) ailesi
baglanmaktadir. Dolayisiyla, transisyon nedeniyle post-transkripsiyonel bir
mekanizma olan RNA splicing sirasinda hata olusmaktadir. Sonugta SMN2 geni
tarafindan kodlanan transkriptlerin %90’ inda 7. ekson atlanmakta (A7-SMN), kisa,
oligomerize olamayan ve kararsiz bir SMN proteini sentezine neden olmaktadir (53,
54). Ekson 7 igeren SMN2 transkriptleri tarafindan yaklasik %10 oraninda dogru
uzunlukta protein sentezlenebilmesine karsin bu miktar motor ndéron kaybini

onleyememektedir (Sekil 2.9.).

SMN2 geninin farkli sayida kopyalari bulunmakta olup bu kopyalarin
sayillarina paralel olarak dogru uzunluktaki SMN protein miktarinin arttig

bilinmektedir. SMN2 gen kopyalart fazla olan kisilerin hastaliklarmin hafif
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seyretmesi nedeniyle, SMN2 geni hastaligi modifiye edici gen olarak kabul
edilmektedir. SMN2 gen kopya sayisi tip I SMA hastalarinda 1-2; tip Il SMA
hastalarinda 2-3; tip III SMA  hastalarinda 3-6 arasinda degiskenlik

gostermektedir.(55, 56).

Saglikh bireyler

SMA hastalan
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Dogru splicing Hatali splicing

Dogru splicing

mRNA FEEEEELTEEE GGy G000
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Sekil. 2.9. SMN1 ve SMN2 genleri arasindaki farklililk ve SMN2’deki splicing
hatasinin sematik gosterimi (98).
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2.4.2. SMN Proteini ve Fonksiyonlari

SMN genlerinin {iriinii, 294 amino asit uzunlugunda ve 38 kDa agirligindaki
SMN proteini, sitoplazmada ve ¢ekirdekte bulunan nuclear body (Gem and Cajal
body) adi verilen kiiresel yapilarin iginde yerlesim gostermektedir (57). SMN
proteininin yerlesimi hiicre tipine gore farklilik gosterebilmektedir. Noronlarda hiicre
govdesi, akson ve dendritlerde, ayrica bu uzantilarin dallanma noktalarinda ve ug
kisimlarindaki biiylime bolgelerinde, kalp ve iskelet kasi hiicrelerinde ise sarkomerik
z-disklerde SMN proteininin yogunlastig1 gosterilmistir (58). Gelisim asamasina ve
dokuya 6zgii ifade edilen SMN proteini omurgalilarda bobrek, karaciger, omurilik ve
beyinde yiiksek; iskelet ve kalp kasinda orta, lenfosit ve fibroblastlarda diisiik
diizeyde ifade edilmektedir. Ayrica, omurgasiz canlilarda (Caenorhabditis elegans,
Drosophila melanogaster) ve tek hiicreli okaryotlarda da SMN proteinin varligi
gosterilmistir. Hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalarda SMN proteini eksikliginin
embriyonik dénemde 6liime neden oldugu dolay