$.U. Tup Fakilltesi Dergisi Cilt: 7 Say: 2 Sayfa: 297 - 301 (1991)

NOROFILAMENT PROTEINLER
(Neurofilament Proteins)

Dr. Ali B]LGIC*, Dr. Neyhan ERGENE** .
* Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, **S.{J.T.F. Fizyoloji Anabilim Dali

Norofilament proteinler noronal sistoskeleton
igin Ozellesmis intermediyet filamentlerin bir
sintfidir. Vertebralilarda sodyum dode sulfat (SDS)
poliakrilamid jeldeki melokiiler agirliklar yaklagik
70-150-200 kilo dalton olan ii¢ alt birimin hetero-
polimer bilesigidir (1,2,3,4).

Norofilament proteinlerin ilk defa Lasek ve Holff-
man'n onciiliik eutigi aksonal tagima ¢alismalarinda
yavag transportun harcket eden bir clemam olarak rat-
larda varlif belirtilmigtir. Son zamanlarda yapilan
¢aligmalar da bu goriisii destekler niteliktedir (5,67,
8,9,10).

Memeli gorme sistemi iizerinde yapilan
caligmalar yavag aksonal transportun Slow componet
a (Sca) ve Slow componet b (Scb) den olusan iki
farkli sistoskeleton gebeke (af) sistemine sahip
oldugunu gostermigtir. Sca nérofilament triplcks ve
tubulin igermektedir. Bu proteinlerin isarctlenmesi
ile yapilan ¢aligmalarda Sca'min akson iginde ¢an
bigiminde sallanarak ilerledigi gosterilmistir. Scb,
aktin ve diger sistoskelcton proteinlerini igerir, Den-
dritlerde birkag norofilament ve ¢ok sayida mikrotu-
bul bulunur. Aksonlar ise ¢ok sayida norofilament
kapsamaktadir (11,12).

Norofilament proteinlerin transport oranlar siya-
tik sinirde ve rat lumbar segmental koklerin olgun-
lagmus bilylimeyen aksonlarinda 6lgiilmiistiir.

Transport boyunca norofilament igin transport
hizinin proksimalden 1.40 + 0.07 mm/giin distale
dogru 0.64 * 0.04 mm/giin'c kadar azaldif bildiril-
migtir (13).

Norofilament proteinlerin alt birimlerinin mo-
Ickiiler agirhiklari, memeli tiirleri arasinda bir dere-
ceye kadar degisme gostermektedir (3,12,14,15).

Shaw ve Debus (14) siiriingen, kanath ve meme-
lilerin omurilik ve periferal sinirlerinden clde cttikle-
ri sistoskeleton proteinleri SDS-poliakrilamid jelde
aynstirarak nitroselilloz kagida gegirmisler, nitro-
scliiloz kagitlan rat ve domuz norofilamentleri ile re-

aksiyon veren monoklonal ve poliklonal antikorlar
ile inkube ederck diger tiirlerin nérofilament protein-
ler ile reaksiyonlarini aragtirmislardir. Bu antikor-
larin memeli, kanath (kaz, tavuk) proteinleri ile re-
aksiyon verdigini belirlemisler ve memeli norofila-
ment proteinlerin birbiri ile benzer dzellik tasidifiin
One siirmiiglerdir. Memeli ve kanathlarda bulunan
norofilament tripleks proteinlerden diigiik agirlikta
olanlari kii¢iik boy, orta afirlikta olanlan orta boy,
yitksek agirlikta olanlan biiyiik boy olarak grup-
landirarak nitclendirilmigtir. Siiringen, kertenkele,
kaplumbaga ve baliklarin iki boy nérofilament pro-
teine sahip olduklart bildirilmigtir.

Tiirlere gore norofilament proteinlerin SDS-
poliakrilamid jeldeki afirliklan Tablo 1'de goriildiigii
sckilde belirtilmigtir.

Bilgi¢ (16) tarafindan yapilan bir cahsmada rat
orta boy norofilament proteinleri ile reaksiyon veren
poliklonal antiserum o< - MSH serum 8515, M S ve
monoklonal NN 18 antikorlan ile bildircin orta boy
norofilament proteinleri saptanmastur.

Hirokowa ve arkadaglar (17) memelilerin omuri-
lik ve periferal sinir aksonlarindan aldiklan doku ke-
sitlerini hizhh dondurma metodu ile dondurmuslar,
aldiklan kesitleri antikorlar ile boyayarak elektron
mikroskobu ile incclemiglerdir. Bu ii¢ boyutlu ka-
feste 73-145 kilo dalton norofilament polipeptidin
norofilament tripleks gekirdegini olusturdugu, 195
kilo dalton norofilament polipeptidin nérofilamentler
arast gapraz baglari olugturdugunu ileri siirmiiglerdir.
Norofilament 195 polipeptidin yetiskin aksonda
hiicre govdesi ve dendrite nazaran 70-145 KD poli-
peptide oranla daha ¢ok oldugu da belirtilmistir (18).

Norofilament proteinlerin biitiin diger ara fila-
mentrelerde oldugu gibi 40 KD gekirdek 6z bolgeye
ilk yapisal dzcllik olarak sahip olduklan belirtil-
mistir (19,20).

Norofilament proteinlerin 6z bolgesinde coiled-
coil (gilt sarmal) yapinin sekillenmesi ile difier ara
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alt birimlerin 6z bolgesinden farkl oldugu bildiril-
mistir. Norofilament proteinlerin 6z bolgesi bir yan-
da degiscbilir agirhkta (15 KD - 75 KD) -COOH ter-
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minali olan iki yan bdlgeye sahiptir. NF 150 ve NF
280'in genigligi bunlarin -COOH terminal alan-
larinin genisliginden dolayidir (4,20,22,23).

Tablo 1: Cesitli tirlere ait nirofilement proteinlerin SDS
poliakrilamid jeldeki molekiil agirliklar
Kiigiik boy Orta boy Biiyiik boy

Rat 68 145 200
Farc 68 145 200
Kobay 68 152 219
Tavsan 68 152 203
Kedi 68 152 217
Sigur 72 168 212
Domuz 72 173 217
Koz 72 160 190
Civeiv 12 166 182
Kaphuiibaga 75 (145)
Kertenkele 75 (175)
Shaw ve Dcbus'dan alinmigur (21).

Bilindigi kadanyla diger sistoskcletal proteinlerin
katlim ile birlikte nérofilament proteinler ndronun
seklinin diizenlenmesi, bos alanlarin tamamlan-
masinda fonksiyon yapmaktadirlar. Cok kiigiik
noronlar norofilamentlerin ¢ok simirhi miktarlan ile
veya onsuz yagamimi siirdiiriirken, 6zellikle uzun ak-
sonal fonksiyona sahip olan biiyiik néronlar oldukga
zengin norofilament icermcktedirler (5,11).
Norofilament proteinlerin birgogu akson ig¢inde
olup, miyelinli aksonlarda daha ¢ok bulunmak-
tadirlar (9,26). Baz1 biiyiik aksonlar fevkalade asime-
trik yapiya sahip olmakta, bu asimetrik yapinin
uzunlugu siyatik sinirde oldufu gibi onlarin hiicre
govdesinden birkag yiiz kat daha uzun olabilmekte-
dir.

Gergekten de sistoskeletona norofilamentlerin
katilmas: ile noronal asimetrinin simirhligs
kaldinlarak genigletilmistir. Bu durumda ise yiiksek
vertebralilarda sinir sisteminde daha kompleks ve
uzun noronal dolagimin kurulmasina imkan ver-
mistir (11,18).

Norofilament Degredasyonu

Norofilament pargalanmasinda rol oynayan kal-
siyuma ait ilk deliller rat periferal sinirlerinin clek-
tron mikroskobu ile incelenmelerinden gelmcktedir.
Elckiron mikroskobu i¢in preparat hazirlanmasinda
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kullanilan degisik fiksasyon soliisyonlan arasinda
kalsiyum igerenlerde norofilament degredasyonu
(parcalanmasi) oldugu gozlenmistir (24). Kalsiyum
uygulamasinin sebep oldufu norofilamentin graniiler
pargalanmasina miyelinli ve miyelinsiz sinir iplikle-
rinde rastlanmistir. Kalsiyum yoklugunda
norofilamentler bozulmadan saglam kalmaktadirlar.
Norofilamentin par¢calanmasinin kalsiyuma bagh
olduguna dair dmekler perifcral sinirlerin doku kesit-
lerinde omuriligin miyelinli parcasinda, kiiltiirde
tirctilen sinir érneklerinde ve periferal sinir segment-
lerinin kesilip ¢ikarilarak in vitro kalsiyum ile mua-
melelerinde goriilmektedir (25,26,27).

Kalsiyuma bagh norofilament degredasyonunun
biitiin sinir dokularinin ufak ¢aptaki miyelinli ve
miyelinsiz sinir ipliklerinde daha hizli olustu@u bil-
dirilmektedir. Biitiin drneklerde norofilament degre-
dasyonu sonucu NF 150 KD ait birim protein ve NF
70 KD alt birim proteinin kaybolmas: NF 200 KD
alt birim proteinin kaybolmasindan daha once
olugmaktadir (2,22). Biyokimyasal degisiklikler kal-
siyumun 10 pM gibi ¢ok az bir miktarmm NF pro-
teinler ile inkubasyonu sonucu goriilebilir (28). Rat
periferal sinir ve omuriliginden izole edilen nérolila-
ment proteinlerin kalsiyumun mevcudiyetinde
par¢alanabilmeleri i¢in eriyebilir doku faktoriine de
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ihtiyag duyduklan bildirilmistir. Eriycbilir doku
fakiérii olan kalsiyumun aktive ettigi ndtral proteaz
enziminin (CANP) ilk olarak sigan beyninde tesbit
edilmesine kargin CANP'nin sinirlerdeki endojen
substratlarinin tanimlanmasi, omurgasizlarin dev ak-
sonlarinin aksoplazmalarinin kullanilmasi sayesinde
olmustur (29,30).

Filbert ve arkadaglar deniz solucam 1Tyxicola
infindibulum'un dev aksonlan iizerinde yapuklan
¢aligmalarda aksoplazmanin CANP'ye bagh
dailmasmin norofilamentlerin tiftik tiftik pihular
scklinde pargalanmasina yol acuifim géstermislerdir.
Yiiksck hizda yapilan santrifiijleme (12.000 rpm)
sonucu olarak olusan siipcrnatant scgici olarak
norofilament alt birim protcinleri pargalayan CANP

etkinligini igerir. Bu doku faktorleri CANP |

isitmakla inaktive cdilebilir ve yalmzca pH 6.8 +
8.0 oldufu zaman aktif oldugu belirtilmistir
(2,5,28).

Doku faktorlerinin saflagtirilmasi Schlacpfer gru-
bunun ¢aligug laboratuvarda ve diger farkl laborat-
uvarlarda yapilan saflagtirma ¢alismalannda kalsiyu-
mun aktive cttifi nitral protcaz enziminin (CANP)
iki farkli formunun mM (m CANP) ve uM
(1 CANP) olarak tarif cdilmektedirler. u(MCANP
(veya Calparin I) ve mM (Calparin II) giiclii cndojen
enzim inhibitdrii (Calpatatin) gibi memeli sinir dok-
ularinda ve beyin dokusunda yaygin olarak birlikte
bulunmaktadir. Bulgular CANP'nin yaygin olarak
noroaksis iginde bulundugunu ve kalsiyum ta-
rafindan aktive edilen aksonal transport ilc aktif
olmayan gcklinin tagindifini gostermektedir
(27,28).

Sinir sonlarina ulagan enzim daha ¢ok aktif ol-
maktadir. Ciinkii aksoplazmanin diger boliimleri ile
kargilagtinldiinda sinir sonlarinda kalsiyum kon-
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santrasyonu artmaktadir (31). Sinir sonlar1 aym za-
manda isarctlenmig NF proteinlerinin radyoaktivitesi-
nin hizla kayboldugu yerlerdir. Sinir sonuna bitisik
aksoplazmada NF yogunlufu azalmaktadir. Sinir
sonlarinda NF yikilmasinin CANP tarafindan denge-
lendigi 6ne siiriilmiigtiir. NF proteinlerin presinaptik
membran aluinda cksositozisin aktif alanlarinda bu-
lunmadi@ bildirilmekiedir (31,32).

Dejenere sinirlerde norofilament proteinler

Schlacpfer ve Micko (33) rat siyatik sinirinde
transversal kesilme (cut lezyon) sonrasi 0-30 giin
icinde olugan degisiklikleri inceledikleri aragtirmala-
rinda, kesilen sinirin proksimal pargasindaki
NFP'lerin normal sinirde oldugu gibi degismeden
kaldig ve distal parcada 24-48 saat iginde NFP'lerin
kayboldugunu kaydetmckiedirler.

Ratlarin siyatik ve scfanus sinirlerinde crush lez-
yon uyguladikian sonra immunolojik boyamalarin
kullanmilmas: ile yapilan g¢aligmalarda orta boy
norolilament kaybinin yaklasik 24 saat sonra
bagladifr ve 3 giin i¢inde tamamlandi@: bildirilmckie-
dir (3,10,34,35,36,37).

Dcjencre optik ve siyatik sinirler ile yapilun bir
¢ahgmada, optik sinirde norofilament protcinlerin
siyatik sinirlere oranla 7 giin daha geg kayboldugu
bildirilmis ve bu gecikme optik sinirde dejencrasyo-
nun ¢ok yavas olmasma baglanmistr (38).

Ratlara akrilamid uygulamasimin ultrastriiktiirel
incelemelerinde norofilament protein sayisinda artig
belirlenmigtir (34,40,41).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda orta boy
norofilament protcinin CANP taralindan pargalan-
masi sonucu = - MSH benzeri peptidlere doniigerck
rcjencrasyonu baslatug one siiriilmektedir (34,42,37)
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