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YAYIMLAMA ve FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi
bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve agsagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullamm haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bdliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale,
kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin
yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayimnlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Ac¢ilmasina Iliskin Yonerge”
kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi /
H.U. Kiitiiphaneleri Acik Erisim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmast
mezuniyet tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmistir. )

o Enstitli / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime
acilmas1 mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir. ®

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. )

13/08/2026

Inci Deniz YILMAZ

Y“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmaswna Iligkin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmast veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danmigsmanimin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki
il siire ile tezin erigime agilmasimin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmamus ve internetten paylasiimast durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkdni olusturabilecek
bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danismanminin onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii iizerine
enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karar ile alti ayi asmamak iizere tezin erisime agilmasi
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar: veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapidigt kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslaria
yapilan is birligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iligkin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve
kurulusun énerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir.
Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7,2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: ¢ergevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldirilmast halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez damismaninmin onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim
kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu ¢aligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ercevesinde elde
ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,
yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin
kaynak gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Pervin Rukiye DINCER
danismanhiginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii Tez Yazim Y 6nergesine gore yazildigini beyan ederim.

Inci Deniz YILMAZ
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TESEKKUR

Degerli danisman hocam Prof. Dr. Pervin Rukiye Dinger’e, yiiksek lisans
egitimim boyunca bana sundugu destek, rehberlik ve yol gostericiligi i¢in en igten
tesekkiirlerimi sunarim. Degerli goriis ve geri bildirimleriyle tezimin gelismesine katki
saglayan jiiri iiyelerim Prof. Dr. Aysen Giinel Ozcan, Prof. Dr. Yunus Kasim Terzi,
Prof. Dr. Fatma Visal Okur, Prof. Dr. Yusuf Cetin Kocaefe, Dog. Dr. Basri Giilbakan

ve Dog. Dr. Siireyya Ozcan Kabasakal’a ayr1 ayr1 tesekkiir ederim.

Bu siirecte desteklerini ve motivasyonlarin1 her zaman yanimda hissettigim
yiiksek lisans arkadaslarim Yasemin Goktiirk, Mehmet Emre Ozkan ve Emre
Nalbant’a ¢ok tesekkiir ederim. Birlikte ¢alisma firsati buldugum i¢in kendimi sanslh
hissettigim degerli ¢aligma grubu arkadaslarim Selin Saydam, Iqra Majoka, Ecem
Kural Mangit ve Tolga Mansuroglu’na da igten tesekkiirlerimi sunarim. Desteginiz,
giizel dilekleriniz ve dostlugunuz sayesinde zorlandigim ve tokezledigim anlarda

yeniden ayaga kalkip devam etme giiclinii buldum.

Egitim siirecim boyunca bilgi birikimleri, bilimsel bakis agilar1 ve degerli
katkilartyla gelisimime destek olan Anabilim Dalimizin tiim O6gretim iiyelerine
tesekkiir ederim. Deneysel c¢aligmalarim sirasinda karsilastigim  giigliiklerde
yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr. Hani Alotaibi, Dr. Tayfun Hilmi Akbaba, Dr. Evrim
Aksu Menges, Hasan Basri Kili¢ ve Dr. Sezen Giintekin Erglin’e; sabirlari, anlayislari

ve yol gostericilikleri i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak, bu siirecin her asamasinda maddi ve manevi olarak en biiylik
destekcim olan sevgili aileme; bana duyduklar1 gliven, gosterdikleri sabir ve kosulsuz
sevgileri icin sonsuz tesekkiir ederim. Kendimi yorgun, kaygili veya umutsuz
hissettigim her an yanimda olan, beni sabirla dinleyen ve destekleyen sevgili dostum
Mehmet’e de tiim kalbimle tesekkiir ederim. Bu uzun yolculugu sizlerin sevgisi ve

destegi sayesinde tamamlayabildim.
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OZET

Yilmaz, D., iskelet Kasi Hiicrelerinde Desmin’in Niikleer Protein Ortaklarinin
Arastirllmasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji
Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2026. Desmin, kas hiicrelerinde
miyofibrillerin hizalanmasi ve kuvvet iletiminde gorev yapan tip III ara filament
proteinidir. Cekirdekte de bulunabilmesi, yapisal gorevlerinin yani sira ¢ekirdek ici
siireclerde rol alabilecegini diisiindiirmektedir. Bu tez ¢alismasinda, Desmin’in iskelet
kas1 hiicrelerindeki niikleer etkilesim aginin ve kromatin organizasyonuyla olasi
iliskisinin arastirilmas1 amaglanmistir. insan LHCN-M2 ve fare C2C12 hiicreleri;
RNA dizileme veri analizi, polimeraz zincir reaksiyonu, hiicresel fraksiyonlama,
Western blot, immiin ¢oktlirme ve kiitle spektrometrisi yontemleriyle incelenmistir.
Desmin’in Nkx2.5 ve SMYDI ile iligkisini arastiran hedefe yonelik yaklasimlarin
siirli kalmasi iizerine ¢alisma, niikleer Desmin etkilesim aginin proteomik olarak
belirlenmesine yoOnlendirilmistir. Desmin’in niikleer fraksiyonda bulundugu ve
niikleer protein ortaklariyla birlikte ¢oktiiriildiigii dogrulanmistir. Immiin ¢oktiirme—
kiitle spektrometrisi analizinde Desmin 47,5 kat, Vimentin ise 159 kat zenginlesmistir.
Aday proteinler; log.FC, istatistiksel anlamlilik, peptit-spektrum eslesmesi, 6zgiin
peptit sayisi, IP/IgG oran1 ve bagimsiz veri setlerinden elde edilen kanitlart birlestiren
birlesik skorla degerlendirilmis; TMPO, RANBP2, HNRNPU, NUP153, DDXS5 ve
EEF1A1 dogrulama i¢in 6nceliklendirilmistir. Karsilikli IP-WB analizlerinde TMPO
ve DDX5’in Desmin ile birlikte c¢oktiirilmesi, ayni protein komplekslerinde
bulunabileceklerini desteklemistir. Adaylarin niikleer zarf, niikleer por kompleksi ve
RNA metabolizmasiyla iligkili olmasi, Desmin’in ¢ekirdek i¢i protein aglarina
katilabilecegini diislindiirmektedir. RNaz A uygulamasi sonrasinda anlamli degisim
saptanmamis; ancak EEF1A1 ve HNRNPA2BI1’de RNA aracili iliski olasiligiyla
uyumlu azalma egilimleri gozlenmistir. Sonug olarak bu ¢alisma, Desmin’in niikleer
etkilesim aginmi ortaya koymus; niikleer mimari, niikleositoplazmik taginma ve RNA

iligkili protein aglarindaki olasi roliinii destekleyen bulgular saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Desmin, niikleer por kompleksi, niikleositoplazmik tasinma,

protein—protein etkilesimleri, proteomik, RNA metabolizmasi.
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ABSTRACT

Yilmaz, D., Investigation of Nuclear Protein Partners of Desmin in Skeletal
Muscle Cells, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Medical
Biology Program, Master’s Thesis, Ankara, 2026. Desmin is a type III intermediate
filament protein involved in myofibrillar alignment and force transmission in muscle
cells. Its presence in the nucleus suggests that it may participate in intranuclear
processes in addition to its structural functions. This thesis aimed to characterize the
nuclear interaction network of Desmin in skeletal muscle cells and investigate its
potential association with chromatin organization. Human LHCN-M2 and mouse
C2C12 cells were analyzed using RNA-sequencing data analysis, polymerase chain
reaction, cellular fractionation, Western blotting, immunoprecipitation, and mass
spectrometry. Because targeted approaches investigating the associations of Desmin
with Nkx2.5 and SMYDI yielded limited results, the study was redirected toward
proteomic characterization of the nuclear Desmin interaction network. Desmin was
confirmed to be present in the nuclear fraction and to co-precipitate with nuclear
protein partners. In immunoprecipitation—mass spectrometry analysis, Desmin and
Vimentin were enriched 47.5-fold and 159-fold, respectively. Candidate proteins were
evaluated using a composite score integrating log2FC, statistical significance, peptide-
spectrum matches, unique peptide count, IP/IgG ratio, and evidence from independent
datasets; TMPO, RANBP2, HNRNPU, NUP153, DDX5, and EEF1A1l were
prioritized. Reciprocal IP-WB analyses demonstrated the co-precipitation of TMPO
and DDXS5 with Desmin, supporting their possible presence within the same protein
complexes. The association of these candidates with the nuclear envelope, nuclear pore
complex, and RNA metabolism suggests that Desmin may participate in intranuclear
protein networks. RNase A treatment produced no statistically significant changes;
however, EEF1A1 and HNRNPA2BI1 showed decreasing trends consistent with
possible RNA-mediated associations. Overall, this study characterized the nuclear
interaction network of Desmin and provided evidence supporting its association with

nuclear architecture, nucleocytoplasmic transport, and RNA-related protein networks.

Keywords: Desmin, nuclear pore complex, nucleocytoplasmic transport, protein—

protein interactions, proteomics, RNA metabolism.
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1. GIRIS

Iskelet kasi; fiziksel hareket, postiir ve solunum gibi yasamsal islevler icin
temel bir organdir. Bununla birlikte; glikoz alim1 ve depolanmasi, amino asit rezervi
ve myokin salgis1 yoluyla tiim viicut metabolik homeostazinin ana diizenleyicisi olarak
tanimlanmaktadir (1) . Bu nedenle iskelet kasi, literatiirde viicudun en biiylik
metabolik organi olarak kabul edilmektedir (2). Iskelet kast yiiksek derecede organizeli
bir doku olarak sarkomer, sitoskeleton, ekstraselliiler matriks ve noromiiskiiler
bilesenlerin koordinasyonu ile kasilma-gevseme, kuvvet ve hareket iiretir (3). Bu agin
onemli bir pargasi olan Desmin ise ara filament (intermediate filaments, IF) protein
ailesinin kasa 6zgii bir iliyesidir (4). Hiicrede sarkomer organizasyonu, miyofibrillerin
hizalanmas1 ve kuvvet iletiminin siirdiiriilmesinde gorev alan yapisal bir hiicre iskeleti

bileseni olarak gorev almaktadir (5,6)

Desmin’in kalp ve iskelet kasinda en bol bulunan sitoplazmik ara filament
proteini olmasi, literatiirde uzun yillar boyunca arastirmalarin agirlikli olarak bu
proteinin yapisal islevlerine odaklanmasina neden olmustur (7). Ancak son yillarda
elde edilen bulgular, Desmin’in yalnizca sitoplazmada gdrev yapan bir yapisal protein
olmadigini ortaya koymustur. Hem in silico analizler hem de deneysel ¢alismalar,
Desmin’in ¢ekirdege girebildigini gostermistir (8). Bu gozlemi destekler sekilde,
Desmin proteininde niikleer yerlesim sinyalleri (nuclear localization signal, NLS) ve
niikleer cikis sinyalleri (nuclear export signal, NES) bulundugu, dolayisiyla ¢ekirdek
ile sitoplazma arasinda taginmaya uygun bir yapiya sahip oldugu bildirilmistir (8).
Nitekim insan iskelet miyoblastlar1 ve epitel hiicrelerinde Desmin’in ¢ekirdek
icerisinde bulundugu gosterilmistir (9) Ayrica Desmin’in Lamin B1 ve niikleer por
kompleksi proteinleri (niikleoporinler, Nups) ile etkilesime girmesi, ¢ekirdege girisinin
rastlantisal bir olaydan ziyade 6zgiil bir niikleositoplazmik tasima mekanizmasi

araciligiyla gerceklesebilecegini diisiindiirmektedir (9,10).

Erken donem c¢alismalarda ara filamentlerin gen ifadesi ve kromatin
organizasyonunda rol alabilecegi fikri, bu proteinlerin niikleer bilesenlerle etkilesime
girebilmesi ve DNA’ya baglanabilen baz1 diizenleyici faktorlerle yapisal ve islevsel
benzerlik gostermeleri iizerinden ortaya atilmistir (11). Bu fikir, ileriki yillardaki

calismalarla laminler ve lamin olmayan ara filamentler i¢in deneysel zemin



kazanmustir. Ozellikle laminlerin epigenetik diizenleyici komplekslerle etkilesime
girdigi ve kromozomlarin ¢ekirdek icerisindeki mekansal organizasyonunun
belirlenmesinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (12,13). Bu baglamda Desmin ve
Lamin B1 arasinda fiziksel etkilesimin Zebra balig1 kas dokusunda karsilikli birlikte
immiin ¢oktiirme ile gosterilmis olmasi dikkat c¢ekicidir (10). Desmin ile niikleer
lamina arasindaki bu iliski, ara filamentlerin niikleer siire¢lerde aktif rol
oynayabilecegi goriislinii desteklemektedir. Nitekim Desmin'in niikleer lamina
bilesenleriyle etkilesimi yalnizca Lamin B1 ile sinirli degildir. Kardiyomiyositlerde
Desmin’in Lamin A/C ile baglanti kurarak sitoplazmik mekanik sinyallerin ¢ekirdege
iletilmesinde gorev aldig1 ve kromatin organizasyonunu etkileyebilen dinamik bir
mekanotransdiiksiyon sistemi olusturdugu gosterilmistir (14). Bu agin biitiinligiliniin
bozulmasinin kromatin organizasyonunu ve gen ifade Oriintiilerini de etkileyebildigi

bildirilmistir (7)

Desmin'in niikleer siireclerle iligkilendirilebilecegi diisiincesi, yalnizca niikleer
yerlesime degil, ayn1 zamanda gelisimin ¢ok erken evrelerinde ortaya ¢ikan ifade
Oriintiisiine de dayanmaktadir. Desmin hem somitte hem kalpte en erken goriilen
miyojenik belirte¢lerden biridir (14). Desmin ifadesi bilinen tiim kas proteinlerinden
(MyoD ailesi iiyeleri dahil) 6nce baglar (15). Ayrica embriyonik kok hiicrelerden
tiiretilmis  kardiyak progenitér hiicrelerde Desmin’in ¢ekirdekte bulundugu
gozlenmistir(16) . Embriyonik gelisim ve eriskin kok/progenitor hiicrelerdeki bu ifade
oOrlintiisii Desmin’in yalnizca bir ara filament proteini olmadigini ayni1 zamanda
hiicresel organizasyonda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte
gelisimin erken evrelerindeki Desmin ifadesinin neye hizmet ettigi netlestirilmis

degildir (14).

Bununla birlikte, mevcut bulgular Desmin’in ¢ekirdekte bulunabilecegini ve
bazi niikleer yapilarla iliski kurabilecegini gdstermesine ragmen, proteinin ¢ekirdek
icerisindeki molekiiler islevi agikliga kavusturulamamistir (15-20) Ozellikle iskelet
kas1 hiicrelerinde Desmin’in hangi niikleer protein komplekslerine katildigi, bu
komplekslerin kromatin organizasyonu ve gen ifadesinin diizenlenmesiyle iligkili olup
olmadig1 ve Desmin’in bu siireglere dogrudan mi1 yoksa farkli protein ve niikleik asit

bilesenleri araciligiyla mi katkida bulundugu bilinmemektedir. Dolayisiyla



aragtirmaya neden olan temel problem, Desmin’in iskelet kas1 hiicrelerindeki niikleer

etkilesim aginin ve bu agin olasi islevsel sonug¢larinin heniiz tanimlanmamis olmasadir.

Bu bilgiler dogrultusunda tez ¢aligmasinin temel hipotezi, Desmin’in iskelet
kas1 hiicrelerinde ¢ekirdek i¢i protein komplekslerine katilarak kromatinle dogrudan
veya dolayl iligki kurabilecegi ve gen diizenleyici siireclere katkida bulunabilecegi
yoniinde olusturulmustur. Hipotezin ilk olarak belirli bir genomik bodlge iizerinden
sinanmasi1 amaciyla, kardiyak progenitor hiicrelerde Desmin ile iligkisi daha 6nce
gosterilmis olan Nkx2.5 hedef gen olarak secilmistir (16). Bu kapsamda Nkx2.5
ifadesinin C2C12 fare iskelet kasi hiicrelerinde dogrulanmasi ve ardindan Desmin’in
Nkx2.5  geninin  diizenleyici  bolgeleriyle  olasi  iligkisinin ~ kromatin

immiinopresipitasyonu temelli yaklagimlarla degerlendirilmesi planlanmaistir.

Ancak C2CI12 hiicrelerinde Nkx2.5 ifadesinin giivenilir ve 6zgiil bicimde
dogrulanamamasi nedeniyle, calismanin temel hipotezi korunmakla birlikte bu
hipotezin degerlendirilmesinde kullanilan arastirma stratejisi yeniden diizenlenmistir.
Belirli bir hedef gen boélgesinden hareket etmek yerine, Desmin’in ¢ekirdek
icerisindeki protein ortaklarmin tanimlanmasina yonelinmistir. Bu yaklagimin
temelinde, Desmin ile iliskili transkripsiyon faktorlerinin, kromatin diizenleyici
proteinlerin veya diger niikleer proteinlerin belirlenmesi durumunda, bu proteinlerin
bilinen islevleri ve hedef bolgeleri {lizerinden Desmin—kromatin iliskisinin daha
sonraki ¢aligmalarda arastirilabilecegi diislincesi yer almaktadir. Boylece hedef bolge
odakli yaklasimdan, Desmin’in niikleer etkilesim aginin kesfedilmesine dayali daha

kapsamli bir yaklagima geg¢ilmistir.

Bu tez ¢calismasinin temel amaci, Desmin’in iskelet kas1 hiicrelerindeki niikleer
etkilesim ortaklarini belirlemek ve bu ortaklarin islevlerinden hareketle Desmin’in
kromatin organizasyonu, gen diizenlenmesi ve diger g¢ekirdek i¢i siireglerle olasi
baglantilarin1 aciklayabilecek molekiiler yollar1 ortaya koymaktir. Bu amag
dogrultusunda insan LHCN-M2 ve fare C2C12 iskelet kasi hiicreleri kullanilmas;
Desmin’in niikleer protein fraksiyonundaki varligi hiicresel fraksiyonlama ve Western
blot analizleriyle degerlendirilmistir. Desmin’in olasi niikleer islevleri, baslangicta
Nkx2.5 ve SMYDI iizerinden aday temelli yaklasimlarla arastirilmis; daha sonra

niikleer Desmin immiin ¢oktlirme ve kiitle spektrometrisi analizleriyle proteinin



etkilesim ortaklar1 tarafsiz bicimde belirlenmistir. Elde edilen adaylar bagimsiz
proteomik veri setleriyle karsilastirilmig, ayrica secgilen proteinlerin Desmin ile
iliskilerinde RNA’nin olast araciligt RNaz uygulanan ve uygulanmayan

immiinopresipitasyon Ornekleri tizerinden degerlendirilmistir.

Calismanin kapsami, Desmin’in dogrudan DNA’ya baglandiginin veya belirli
kromatin bolgelerinde yer aldiginin gosterilmesinden ¢ok, boyle bir iliskiye aracilik
edebilecek niikleer protein aginin tanimlanmasina odaklanmaktadir. Bu nedenle tez
kapsaminda elde edilen verilerin, Desmin’in dogrudan bir DNA-baglayic1 protein
olarak tanimlanmasini saglamasi degil; proteinin niikleer zarf, niikleer por kompleksi,
niikleositoplazmik taginma, RNA metabolizmast ve gen diizenleyici siireglerle olasi
baglantilarinin arastirilabilecegi aday molekiiler mekanizmalar1 ortaya koymasi
amaglanmistir. Bu yoniiyle calisma, Desmin’in bilinen yapisal islevlerinin 6tesindeki
cekirdek i¢i rollerinin anlagilmas: ve gelecekte gergeklestirilecek hedefe yonelik

dogrulama c¢aligmalari i¢in bilimsel bir temel olusturmay1 hedeflemektedir.



2. GENEL BiLGILER

Hayvan hiicrelerinde hiicre iskeleti, hiicrenin en karmasik ve islevsel anlamda
cok yonlii yapilardan biridir. Hiicre boliinmesi, hiicre i¢i taginma, kuvvet iletimi ve dis
kuvvetlere yanit gibi bir¢ok siiregte rol alir. Bu islevleri gerceklestiren ii¢ temel ara
filament sistemi bulunmaktadir. Bunlar aktin filamentleri, mikrotiibiller ve ara
filamentlerdir (21). Bu {i¢ filament sistemi, birbirinden farkli molekiiler yapilara, hiicre
ici yerlesimlere ve mekanik oOzelliklere sahip olmasina karsin, hiicresel mimarinin
korunmasinda ve hiicrenin degisen kosullara uyum saglamasinda koordineli bi¢imde
calisir (21,22) . Ara filamentler; kararliliklari, kendilerine 6zgii mekanik 6zellikleri ve
hiicre tipine 0Ozgli ifade Oriintiileri, aktin filamentleri ve mikrotiibiillerden
ayrilmaktadir (23,24) . Ara filament agi, sitoplazma ve ¢ekirdegin mekanik
dayanikliligini arttirmanin yani sira sinyal iletimi ve stres yanit1 gibi siireclere de katilir
(23,24). Ozellikle hiicre tipine 6zgii ifade profilleri nedeniyle dokulara 6zgii mekanik
ozelliklerin belirlenmesinde kritik rol oynarlar (23). Kas hiicrelerinde bu agin en

onemli bilesenlerinden biri, tip III ara filament proteinlerinden olan Desmin’dir (25).

2.1. Kas Hiicrelerinde Ara Filamentler ve Desmin

Kas hiicreleri, siirekli veya tekrarlayan mekanik kuvvetlere maruz kalan
ozellesmis hiicrelerdir. Iskelet kasinda kasilma sirasinda olusan kuvvetin
miyofibrillerden sarkolemmaya, hiicre dis1 matrise ve tendonlara etkili ve diizenli
bicimde iletilmesi gerekir (26) . Bu mekanik organizasyonda Desmin, kalp, iskelet ve
diiz kas hiicrelerindeki ara filament aginin temel bilesenlerinden biri olarak gérev
yapar. Sarkoplazmada Z-disklerini ¢evreleyen ara filament ag1 igerisinde konumlanan
Desmin, miyofibrillerin hizalanmasinin korunmasina ve kasilma-gevseme dongiisii

sirasinda olusan kuvvetin hiicre boyunca dagitilarak iletilmesine katki saglar (5,6).

Desmin’in kas gelisimi ve homeostazindaki onemini gosteren en giiglii
kanitlardan biri, proteinin yoklugunda veya islev kaybinda kas olusumu ve
stirdiiriilmesinde belirgin bozulmalarin ortaya ¢ikmasidir (15). Desmin olmayan (null)
farelerde ciddi kas mimarisi bozulmasi, miyofibrillerin yanlis hizalanmasi, anormal
mitokondri organizasyonu ve kas dokusunda dejenerasyon meydana gelir (27). DES
genindeki mutasyonlar ile Desmin iliskili proteinlerdeki bozukluklar kardiyomiyopati

ve miyopatiye yol agmaktadir (28). Mutant Desmin proteinleri ¢ogu durumda normal



ara filament agin1 olusturamaz. Bunun sonucunda ¢6ziinmeyen graniilo-filament6z
materyal ve sitoplazmik agregatlar birikir ve hiicre i¢i agin organizasyonu bozulur
(28,29). Islevsel calismalar, Desmin ile iliskili patogenezin yalmizca protein
agregasyonu ile smirli olmadigin1 gostermektedir. Desmin agindaki bozulma;
sarkomer dig1 ara filament organizasyonunu ve protein—protein etkilesimlerini
aksatmanin yani sira mitokondri islevlerini ve protein kalite kontroliinii de
etkilemektedir (30). Desmin’deki bozulmalara bagli bu genis klinik spektrum,
Desmin’in hiicrede ¢ok sayida yapisal ve diizenleyici isleve sahip oldugunu

gostermektedir.

Desmin’in 6nemli islevlerinden biri, mitokondri homeastazinin korunmasina
aracililik etmesidir (31). Kas hiicrelerinin enerji talebini karsilayabilmek icin
mitokondriler, sarkomerlere komsu yerlesim gosterir (31). Dolayisiyla kas
hiicrelerinde enerji dagitimi yalnizca difiizyon ile degil, iyi organize olmus mitokondri
agina da dayanmaktadir (32). Bu organizasyonda Desmin kaybi veya mutasyonu
mitokondri dagilimini bozmaktadir (33). Desmin-mitokondri iliskisi oksidatif stresle
cift yonlii gériinmektedir. Desmin bozuklugu mitokondri hasarim tetikleyebilirken,
mitokondri stresi ve hipoksik stres de Desmin’in modifikasyonuna ve yanlis

katlanmasina yol agabilmektedir (34) .

Desmin’in bir diger Onemli rolii mekanotransdiiksiyondur. Myospryn,
calcineurin ve gerilmeye duyarl transkripsiyon faktorii CARP ile iligkisi bu rol igin
mekanistik dayanak saglamaktadir (35). Kas hiicrelerinde baslica mekanosensor
yapilar olarak kabul edilen kostamerler, mekanik yiikiin sarkomer, sarkolemma ve
hiicre dist matris arasinda iletilmesinde ve bu yiikiin hiicresel yanitlara
dontistiiriilmesinde gorev alir (36) . Bu cercevede Desmin’in mekanik yiliklenmeye
adaptasyondaki 6nemi, Desmin eksikligi bulunan kaslarda gozlenen bozulmus islevsel
adaptasyon bulgulariyla da desteklenmektedir (37). Bu nedenle Desmin, egzersiz,
yiiklenme, hasar ve yeniden yapilanma sirasinda kasin yapisal ve isevsel uyumunda

rol alan 6nemli bir proteindir (37).

Bu ¢ok yonlii islevler, Desmin'in yalnizca mekanik destek saglayan bir ara

filament proteini olmadigini, ayn1 zamanda kas hiicresinin yapisal biitlinliigii ile



diizenleyici siireclerinin koordinasyonuna katkida bulunan dinamik bir protein

oldugunu gostermektedir.

2.2. Desmin’in Molekiiler Yapisi

Insan Desmin proteini 470 amino asitten olusur ve yaklasik 53.5 kDa
molekiiler agirliga sahiptir (31). Desmin, diger ara filament proteinlerinde oldugu gibi,
amino-terminalde yer alan bir bas bolgesi ile karboksil-terminalde bulunan bir kuyruk
bolgesinden ve bu iki u¢ bolge arasinda uzanan korunmus, amfipatik 6zellikteki o-
sarmal rod domeninden olusmaktadir (Sekil 2.2). Merkezi rod domeini, Desmin
monomerlerinin dimer ve daha yiiksek diizeyli filamentoz yapilar olusturmasinda
temel rol oynamaktadir (38). Buna karsilik, helikal olmayan bas ve kuyruk bolgeleri
filamentlerin polimerizasyonu, yeniden diizenlenmesi ve hiicre icindeki dogru
lokalizasyonunun saglanmasima katkida bulunur. Ozellikle amino ucu bas domeini
filament olusumu i¢in gereklidir, karboksil ucu kuyruk domeinin ise lateral protein
etkilesimleri ve ara filament aginin uzaysal organizasyonunda rol oynadig
bilinmektedir (39). Ornegin Desmin’in kuyruk domeinin desmozomal baglanti
proteini olan desmoplakin ile etkilesime gectigi bilinmektedir (40). Nitekim Desmin
kuyruk bolgesinde veya desmoplakinin karboksil ucunda bulunan, kalitsal
kardiyomiyopati ile 1iliskili mutasyonlarin desmoplakin—Desmin etkilesimini
bozabildigi bildirilmistir. Bu bulgular, Desmin kuyruk domeininin yalnizca filament
organizasyonunda degil, ayn1 zamanda hiicresel baglanti kompleksleriyle kurdugu
protein—protein etkilesimlerini de sagladigin1 gostermektedir (40). Bas ve kuyruk
bolgeleri, translasyon sonrasinda cesitli modifikasyonlara ugrayabilmekte ve bu
modifikasyonlar filament dinamigini etkilemektedir (7). Desminin bu modiiler yapisi,

proteinin yalnizca bir mekanik destek eleman1 olmadigini gosterir (31).



i Head : Rod  Tail
: CO1A 1B 2A 2B : ;
NH, ———~—{ [ B [ ] ] ] - COOH  \  mer
| | |
L1 L12 L2
Coil-1 Coil-2
=i
NHz COOH dimer
t—s] -
Head Rod " Tail |
NH, ; : COOH Antiparallel

tetramer

COOH NH,

Sekil 2.1. Desmin’in yapisal organizasyonunun sematik gosterimi. Desmin
monomeri, amino ucu bas bolgesi ile karboksil ucu kuyruk bolgesi
arasinda yer alan merkezi rod domeininden olusmaktadir. Rod domeini;
1A, 1B, 2A ve 2B olarak adlandirilan dort a-helikal segment icerirken, bu
segmentler L1, L12 ve L2 baglayict bdlgeleriyle birbirinden
ayrilmaktadir. ki Desmin monomerinin paralel dogrultuda birlesmesiyle
dimer olugur; iki dimerin antiparalel bigimde bir araya gelmesi ise
tetramer yapisinin meydana gelmesini saglar (Gorsel uyarlanmistir (41)).

2.3. Desmin’in Niikleer Islev Potansiyeli

Ara filament proteinlerinin yalnizca sitoplazmada gorev aldigr goriisi,
laminlerin 6zelliklerinin kesfiyle literatiirde giderek zayiflamistir. Bununla birlikte
lamin olmayan ara filament proteinlerinin de belirli baglamlarda c¢ekirdekte
bulunabildigi kesfedilmistir (12,42—44). 1980'ler ve 1990'lar boyunca bir¢ok c¢alisma,
sitoplazmik IF aglarinin ¢ekirdek yiizeyine kadar uzandigini ve niikleer lamina ile
sireklilikle iliski kurdugunu gostermistir(43,44). Karaciger epitel hiicrelerinde
sitokeratin ve vimentin aglarimin niikleer lamina filamentlerine baglandigi, hatta
niikleer bolgedeki IF’lerin lamina agiyla i¢ i¢e goriindiigli ortaya konmustur (45). Ayni
donemde Stromer ve Bendayan, diiz kas hiicrelerinde anti-Desmin antikoru ve protein
A—kolloidal altin isaretlemesine dayali immiinogold elektron mikroskopisi kullanarak

Desmin’in  niikleer zara uzanarak niikleer =zarfla Dbaglantt kurdugunu



gozlemlemislerdir(45). Bu calismalar ¢ercevesinde [F—¢ekirdek baglantisinin; hiicre
yiizeyi, sitoplazma ve ¢ekirdek arasinda bilgi iletimi ve olasi niikleositoplazmik
tasinimla iligkili olabilecegi literatiirde belirtilmistir (44,46). Desmin’in ¢ekirdek ile
iliskili olabilecegine yonelik ilk bulgulardan biri Kamei tarafindan 1986 yilinda
bildirilmistir. Bu ¢aligmada tavuk tagligindan elde edilen desmine kars1 gelistirilen
ACS54 monoklonal antikorunun, BHK21/C13 hiicrelerinde sitoplazmik ara filament
aginin yani sira ¢ekirdek igerisindeki graniiler yapilar1 da isaretledigi gosterilmistir
(19). S6z konusu bulgu, Desmin’in veya Desmin ile antijenik benzerlik gosteren
yapilarin ¢ekirdekte bulunabilecegine iliskin erken bir immiinositokimyasal gozlem
olarak onemlidir. Desmin’in ¢ekirdekle iliskisi yalnizca ¢ekirdek igindeki yerlesimi
tizerinden degil, sitoplazmik Desmin filament ag1 ile niikleer zarf arasindaki yapisal
devamlilik lizerinden de arastirilmistir. Georgatos ve Blobel, Lamin B’nin sitoplazmik
ara filamentlerin niikleer zarfa baglanmasinda bir tutunma bolgesi olusturabilecegini
gostermistir (47). Bu sonuglar, Desmin filament ag1 ile niikleer lamina arasinda fiziksel
ve mekanik bir baglant1 bulunabilecegini destekler niteliktedir. Desmin ile Lamin B1
arasindaki iliski, grubumuz tarafindan incelenmistir. Zebra baligir iskelet kasi
kesitlerinde yapilan Proximity Ligation Assay — PLA, bu iki proteinin hiicre i¢inde
birbirine ¢ok yakin konumlandigin1 = gOstermistir. Ayrica zebra baliginda
gerceklestirilen karsilikli immiin ¢oktiirme (Co-IP) deneyleri ise Desmin ve Lamin
B1'nin ayn1 protein kompleksi i¢inde yer aldigini dogrulamistir. Grubumuz tarafindan
canlt doku diizeyinde elde edilen bu sonuglar, sitoplazmik desmin filamentlerinin
niikleer lamina ile baglanti kurabildigine yonelik onceki morfolojik ve in vitro
bulgular giiclii bir sekilde desteklemektedir (10,48). Grubumuzun yakin zamanda
gerceklestirdigi ¢alismalarda, Desmin’in insan iskelet kasi hiicreleri ¢ekirdeginde de
bulundugu ve ¢ekirdek yerlesiminin miyojenik farklilasmanin erken evrelerinde daha
belirgin hale geldigi gosterilmistir (49,50). Desmin’in c¢ekirdekte siirekli olarak
bulunmamasi, ancak belirli farklilasma evrelerinde niikleer diizeyinin artmasi, bu
lokalizasyonun yapisal bir birikimden ¢ok gecici ve diizenleyici bir islevle iligkili
olabilecegini diisiindlirmektedir. Benzer bir evreye 6zgii lokalizasyon kardiyak
progenitor hiicrelerde de bildirilmistir. Fuchs ve ekibi, Desmin’in erken kardiyak
progenitoér hiicrelerin sinirli bir boliimiinde ¢ekirdekte bulundugunu, hiicrelerin

olgunlagsmasiyla birlikte niikleer Desmin diizeyinin azaldigmi ve olgun
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kardiyomiyositlerde niikleer Desmin’in saptanmadigin1 gostermistir (16). Dolayisiyla
Desmin’in niikleer yerlesimi, hem iskelet kasi hem de kalp kasi1 gelisimi sirasinda
erken farklilasma donemlerine 6zgii gegici bir diizenleyici pencereyi temsil ediyor
olabilir. Desmin’in ¢ekirdekte bulunabileceginin gosterilmesi, proteinin burada hangi
molekiiler islevleri iistlendigi sorusunu giindeme getirmistir. Tip III ara filament
proteinlerinin niikleik asitlerle etkilesim potansiyelini inceleyen biyokimyasal
caligmalar, bu proteinlerin 6zellikle G-dortlii yapilar1 igeren, guanin bakimindan
zengin tek zincirli DNA bolgelerine baglanabildigini gostermistir (20,51). Vimentin
icin ayrica tekrarlayan DNA dizileri ve niikleer matriks baglanma bdlgeleriyle
kompleks olusumu gosterilmistir (52). Bu ¢aligmalar, Desmin’in kromatin veya DNA
ile etkilesime girebilecek biyokimyasal 6zelliklere sahip oldugunu desteklemektedir.
Ancak bu deneylerin biiyiik 6l¢iide in vitro kosullarda gerceklestirilmis olmasi
nedeniyle, bulgular Desmin’in canli hiicrelerde belirli gen bdlgelerine dogrudan

baglandigini tek basina gostermemektedir (11,20,52).

Desmin’in gen diizenlenmesiyle iliskili olabilecegine dair ilk islevsel bulgular
miyojenik farklilasma c¢alismalarindan elde edilmistir. Desmin ifadesinin
baskilanmasinin miyoblast fiizyonunu engelledigi ve MyoD ile myogenin gibi temel
miyojenik diizenleyicilerin ifade oriintiilerini bozdugu gosterilmistir (53). Bu sonug,
Desmin'in yalnizca farklilagma sonucunda sentezlenen yapisal bir protein olmadigini,
ayn1 zamanda miyojenik programin ilerlemesi igin gerekli hiicresel siireclere katkida
bulunan bir protein oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak bu ¢alisma, Desmin’in MyoD1
veya Myog genlerinin diizenleyici bolgeleriyle dogrudan etkilestigine dair kanit
sunmamakta; Desmin kaybinin miyojenik diizenleyici ag {izerinde dolayli etkiler

olusturdugunu gostermektedir.

Desmin’in amino-terminal bolgesinin erken kardiyak farklilagmadaki 6nemi de
cesitli caligmalarda ortaya konmustur. Amino-terminaldeki ilk 48 amino asidi
uzaklastirilmis Desmin proteininin, Desmin’in bulunmadigi iskelet kas1 hiicrelerinde
miyoblast flizyonunu kismen diizeltebildigi, ancak kardiyomiyogenez ve diiz kas
gelisimini olumsuz etkiledigi gosterilmistir (18). Daha sonraki caligmalarda ise
Desmin’in amino ug bolgesinde bulunan ve fosforilasyona ugrayabilen Ser6, Ser7 ve
Ser8 rezidiilerinin kardiyomiyosit farklilagmasi ve miyofibril organizasyonu i¢in kritik

oldugu; bu kalintilarin alanin ile degistirilmesinin kardiyak farklilasmay1 belirgin
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sekilde bozdugu bildirilmistir (54). Bu bulgular, Desmin’in amino ucu bdlgesinin
yalnizca filament olusumu agisindan degil, erken kardiyak farklilasmay1 diizenleyen
hiicresel siirecler acisindan da 6nemli oldugunu gostermektedir. Desmin’in asir1 ifade
edilmesinin erken mezodermal belirte¢ brachyury ile kardiyak transkripsiyon faktorii
Nkx2.5’in  ifadesini artirdi@it ve kardiyomiyosit farklilagmasini destekledigi
bildirilmistir (17). Buna karsilik desminin amino-terminal bdlgesindeki degisiklikler
ve islevsel serin kalintilarinin mutasyonu, erken Nkx2.5 ifadesinin azalmasi ve
kardiyomiyogenezin bozulmasiyla iligkilendirilmistir. Dolayisiyla bu c¢aligmalar,
Desmin’in Nkx2.5 proteininin aktivitesini dogrudan diizenlediginden c¢ok, Nkx2.5
geninin erken donemdeki ifadesini ve Nkx2.5 ile iligkili kardiyak farklilasma
programini etkiledigini gdstermektedir (17,18,54).

Desmin’in niikleer islevine iliskin en dogrudan kanitlardan biri Fuchs ve ekibi
tarafindan 2016 yilinda sunulmustur. Calismada Desmin’in kardiyak progenitor
hiicrelerin ¢ekirdegine gecici olarak girdigi, saflagtirilmis c¢ekirdek ve kromatin
fraksiyonlarinda bulundugu gosterilmistir. Kromatin immiin ¢oktiirme analizlerinde
Desmin’in Nkx2.5 geninin diizenleyici bdlgeleriyle iligkili oldugu; gen raportor
analizlerinde ise bu diizenleyici bolgelerin transkripsiyon aktivitesini arttirabildigi
belirlenmistir. Ayrica Desmin’in Nkx2.5 diizenlenmesinde gorev alan transkripsiyon
faktorlerini iceren protein komplekslerinin bir bileseni oldugu ve Desmin eksikliginin
Nikx2.5 ifadesinde azalmaya yol actig1 bildirilmistir (16). Bununla birlikte ¢alismanin
yazarlari, Desmin’in DNA’ya dogrudan baglanmasi ile DNA’ya bagl transkripsiyon
faktorleri araciligiyla ilgili bolgelere tasinmasi arasinda kesin bir ayrim yapilamadigini
belirtmistir. Bu nedenle Desmin’in klasik bir DNA baglayici transkripsiyon faktorii
olarak tanimlanmasindan ¢ok, transkripsiyon faktorii komplekslerinin olusumuna,
kromatin iizerinde kararli hale gelmesine veya diizenleyici bdlgelerin mekénsal
organizasyonuna katkida bulunan yardimci bir niikleer diizenleyici ya da iskele

proteini olarak degerlendirilmesi daha uygun goriinmektedir (16).

2.4. Cekirdek Zarfi, Niikleer Lamina ve LINC Kompleksi

Okaryotik hiicre ¢ekirdegi, i¢ ve dis niikleer membranlardan olusan ¢ift katl
bir niikleer zarfla ¢evrilidir. D1s niikleer membran endoplazmik retikulumla devamlilik

gosterirken, i¢ niikkleer membran kendine 6zgli membran proteinleri ve niikleer lamina
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ile iligkilidir (55). Niikleer zarf yalnizca ¢ekirdek ile sitoplazma arasinda fiziksel bir
siir olusturmaz; kromatin organizasyonu, gen ifadesi, DNA onarimi ve mekanik

sinyal iletimi gibi siireglere de katilir (55,56).

Niikleer lamina, i¢ niikleer membranin altinda bulunan ve baslica lamin
proteinlerinden olusan filament6z bir agdir(55) Laminler yapisal olarak ara filament
ailesinin liyeleridir. A tipi laminler Lamin A ve Lamin C’den, B tipi laminler ise Lamin
B1 ve Lamin B2’den olusmaktadir (57). Lamin ag1 ¢ekirdegin mekanik dayanikliligini
arttirmakta, niikleer por komplekslerinin konumlanmasia katkida bulunmakta ve

kromatinin ¢ekirdek icerisindeki mekansal organizasyonunu etkilemektedir (57,58).

Niikleer lamina ile iligkili genom bdlgeleri lamin iliskili domenler (Lamina-
Associated Domains — LADs) olarak adlandirilmaktadir (56). Bu bolgeler ¢ogunlukla
diisiik transkripsiyon aktivitesi gosteren heterokromatin alanlarini icermekle birlikte,
lamin—kromatin iligkileri hiicre tipi ve farklilasma evresine gore degisebilmektedir
(56,58). Bu nedenle niikleer laminanin yalnizca kromatini sabitleyen pasif bir yap1
olmadigi, gelisimsel ve cevresel sinyallere gore yeniden diizenlenen islevsel bir
niikleer organizasyon sistemi oldugu kabul edilmektedir (55,56). Sitoplazmik hiicre
iskeleti ile niikleer lamina arasindaki fiziksel baglanti, biiylik oranda LINC kompleksi
tarafindan saglanir (59). Bu kompleks, i¢ niikleer membrandaki SUN proteinleri ile dig
niikleer membrandaki nesprin proteinlerinin niikleer zarlar aras1 boslukta etkilesime
girmesiyle olusur (59). Sitoplazmik bolgeleri aktin filamentlerine, mikrotiibiillere ve
ara filamentlere baglanan nesprinler sayesinde LINC kompleksi, kas hiicrelerinde
cekirdeklerin miyotiip boyunca dogru dagilmasinda, ¢ekirdek seklinin korunmasinda

ve sarkomer organizasyonunun diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir (60).

Desmin filamentlerinin plektin ve nesprinler gibi baglanti proteinleri
aracilifiyla c¢ekirdek c¢evresindeki yapilara baglanmasi, Desmin—LINC—Lamin
ekseninin olusmasini1 saglayabilir. Bu eksen, kasilma sirasinda olusan kuvvetlerin
cekirdege iletilmesi ve g¢ekirdegin mekanik 6zelliklerinin hiicresel kosullara gore
diizenlenmesi icin yapisal bir temel sunmaktadir (60). Ornegin kardiyomiyositlerde
gerceklestirilen bir calismada Desmin ve LINC kompleksinin bir bileseni olan nesprin-
3 ortadan kaldirildiginda, mikrotiibiiller ¢ekirdek iizerine baski uygulayarak niikleer

membranin iceri dogru katlanmasina yol agmistir (60). Bu yapisal bozulmaya DNA
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hasar1, genom organizasyonunun kayb1 ve kapsamli transkripsiyon degisiklikleri eslik
etmisti. Bu bulgular LINC veya lamin bilesenlerinin ¢ekirdek konumlanmasi,

kromatin organizasyonu ve kas islevinin siirdiiriilmesindeki 6nemini géstermektedir.

2.5. Niikleer Por Kompleksi ve Niikleositoplazmik Tasinma

Niikleer por kompleksleri, i¢ ve dis niikleer membranlarin birlestigi bolgelerde
bulunan biiyiik makromolekiiler yapilardir (61,62). Niikleer por kompleksleri, yaklagik
30 farkli niikleoporin proteininin ¢oklu kopyalarinin bir araya gelmesiyle olusur ve
cekirdek ile sitoplazma arasindaki segici ve ¢ift yonlii molekiiler taginimi
diizenlemektedir (61,62). Niikleer por kompleksi; sitoplazmik filamentler, merkezi
tagima kanali, i¢ halka yapilar1 ve ¢ekirdek tarafindaki niikleer sepet olmak tizere farkli
yapisal bolgelerden olugmaktadir (61). Su, iyonlar gibi kiiglik molekiiller niikleer
porlardan pasif olarak gecebilirken, biiylik proteinler ile riboniikleoprotein
komplekslerinin taginmasi ¢ogunlukla importin ve eksportin gibi niikleer tasima
reseptorleri araciligiyla gergeklesmektedir. Taginimin yonii, ¢cekirdekte RAN-GTP ve
sitoplazmada RAN-GDP’nin baskin oldugu RAN GTPaz dongiisii tarafindan
belirlenmektedir (62) Niikleer porun segici gegirgenlik bariyeri, fenilalanin-glisin
tekrarlar1 igeren FG-niikleoporinler tarafindan olusturulmaktadir. Tagima reseptorleri
bu tekrarlarla gecici etkilesimler kurarak merkezi kanaldan geg¢mektedir (61,62).
Niikleoporinler ayrica kromatin organizasyonu, gen ifadesinin diizenlenmesi, RNA
metabolizmasi, mRNAnin ¢ekirdekten sitoplazmaya taginmasi (export) ve DNA hasar

yanit1 gibi ¢ekirdek i¢i siire¢lerde de gorev alabilmektedir (62—-65).

Desmin’in belirli hiicresel kosullarda c¢ekirdek igerisinde bulunabildiginin
gosterilmesi, proteinin niikleer por kompleksi iizerinden tasinma olasiligini akla
getirmektedir. Kardiyak progenitor hiicrelerde Desmin’in gegici olarak cekirdek
icerisinde bulundugu ve Nkx2.5 gen bdlgesiyle iliskili transkripsiyon faktorii
komplekslerine katildig: bildirilmistir (16). Desmin’in amino asit dizisinde iki olas1
niikleer yerlesim sinyali (NLS) tanimlanmigtir; bu bolgelerin bozulmasinin ve
importin-o/f  yolunun baskilanmasmin niikleer Desmin diizeyini azalttif
gosterilmistir (66). Bu sonuglar, Desmin’in ¢ekirdege girisinde en azindan kismen
karyoferin aracili bir tasima mekanizmasinin rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir

(66).
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Desmin yaklasik 53,5 kDa molekiiler agirliga sahiptir ve hiicre icerisinde
dimer, tetramer ve daha yiiksek diizeyli filamentdz yapilar olusturabilmektedir (31,34).
Bu durum Desmin’in ¢ekirdek igerisine hangi molekiiler formda gectigi sorusunu
giindeme getirmektedir (9). Bununla birlikte Desmin’in niikleer por kompleksinden
monomerik, oligomerik veya filament olusturmamis c¢oziiniir bir formda gecip
geemedigi heniiz deneysel olarak belirlenmemistir. Grubumuz, Desmin’in hidrofobik
kosullarda yiizeyindeki hidrofobik bdolgeleri daha belirgin hale getirebildigini
gostermis ve amfipatik yapisinin niikleoporinlerle etkilesim kurarak niikleer porun

secici bariyerinden ge¢mesine katki saglayabilecegini 6ne siirmiistiir (9)

Niikleer por kompleksinin yani sira, niikleer zarf ile laminler ve kromatin
arasindaki baglantinin kurulmasinda lamina iligkili proteinler de gérev almaktadir(67).
Bu proteinlerden biri olan lamina iligkili polipeptit 2 (LAP2), TMPO geninin alternatif
pre-mRNA kirpilmast sonucunda olusan farkli izoformlardan meydana gelmektedir
(67) LAP2B i¢ niikleer membranda bulunan bir transmembran proteiniyken, LAP2a
membrana bagli olmayan ve cekirdek i¢ bolgesinde yer alan bir izoformdur (67).
LAP2’nin Lamin B1 ve mitotik kromozomlarla etkilestigi ve ge¢ anafaz sirasinda
kromozomlarla ¢ogu laminden daha erken iliski kurdugu gosterilmis; bu bulgular
LAP2’nin mitoz sonrast niikleer zarfin yeniden olusumunun erken basamaklarinda
gorev alabilecegi seklinde yorumlanmistir (68). LAP20’nin niikleoplazmik Lamin A/C
ve retinoblastoma proteinleriyle iliskili oldugu; retinoblastoma—E2F yolu {izerinden
hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve farklilagsmanin diizenlenmesine katkida bulundugu

literatiirde belirtilmistir (69,70).

Niikleer zarf ve lamina ile iliskili bu proteinlerin yaninda, niikleer por
kompleksinin farkli yapisal bolgelerinde yer alan niikleoporinler de niikleositoplazmik
taginmanin yani sira cesitli ¢ekirdek ici siireclerde gérev yapmaktadir. NUP153,
niikleer por kompleksinin ¢ekirdek tarafinda bulunan niikleer sepet yapisinin baslica
bilesenlerinden biridir (61,62). NUP153’iin kromatin mimarisinde gorev alan CTCF
ve kohezin proteinleriyle etkilesime girerek, bu proteinlerin diizenleyici genom
bolgelerine baglanmasini kolaylastirdigi gosterilmistir (61) Bu bulgular, NUP153{in
niikleositoplazmik tasinmadaki asli gorevinin Otesinde, kromatin organizasyonu ve
gen ifadesinin diizenlenmesinde de kritik roller {istlenebilece§ine isaret etmektedir

(61).
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NUP358 olarak da bilinen RANBP2 (RAN binding protein 2), niikleer por
kompleksinin sitoplazmik filamentlerinde yer alan biiyiik bir niikleoporindir (61,71).
Bu protein; niikleer tagima reseptorleri, RAN GTPaz sistemi ve mRNA'nin ¢ekirdekten
sitoplazmaya tasinmasini saglayan NXF1 (Nuclear RNA Export Factor 1-NXT1(p15)
kompleksiyle dogrudan etkilesime girer (61,65,71). Yapilan deneysel calismalar,
RANBP2/NUP358'in niikleer por lizerinde NXF1-pl5 kompleksi i¢in kritik bir
kenetlenme bdlgesi olusturarak mRNA'nin ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinmasinin

etkin sekilde gerceklesmesini sagladigini ortaya koymustur (65).

Niikleer por kompleksinin sitoplazmik yiiziinde konumlanan NUP214
(Nucleoporin 214), fenilalanin-glisin zengin (FG) tekrarlari i¢eren bir niikleoporindir
(61,65). Bu proteinin, baglica niikleer disa tasima reseptorlerinden biri olan CRM1
(Chromosome Region Maintenance 1; Exportin I, XPOI) ile etkilesime girerek
CRM1'e bagimli proteinlerin ¢ekirdekten sitoplazmaya taginmasinin etkin sekilde
gerceklesmesini sagladig gosterilmistir (72). Bu dogrultuda NUP214, niikleer porun
sitoplazmik tarafina aktarilan kargolarin disa tasinma siirecinde kritik bir kenetlenme

istasyonu olarak gorev yapmaktadir (72).

Niikleer por kompleksi bilesenlerinin 6nemli bir kisminin yalnizca molekiiler
taginimda degil, kromatin organizasyonu, RNA islenmesi ve gen ifadesinin
diizenlenmesi gibi ¢ekirdek i¢i siireglerde de gorev aldigi bilinmektedir (61-64). Bu
nedenle niikleoporinlerle iligkili protein aglarmin tanimlanmasi, niikleer diizenleyici
mekanizmalarin anlagilmasi agisindan 6nem tagimaktadir. NUP153'lin niikleer sepet
bolgesinde, NUP214 ve NUP88'in ise niikleer porun sitoplazmik tarafinda yer almasi
ve bu proteinlerin Desmin ile iligkili olduguna yonelik bulgular, Desmin'in niikleer por
kompleksinin farkli bélgelerinde bulunan birden fazla niikleoporinle ayni etkilesim ag1

icinde yer alabilecegini diislindiirmektedir (9,66).

2.6. SMYD1 ve Kas Farkhilasmasi

SMYDI1 (SET and MYND domain-containing protein 1), baslica kalp ve iskelet
kasinda ifade edilen, proteinlerin lizin rezidiilerinin metilasyonunu katalizleyen bir
metiltransferazdir (73,74). SMYD ailesinin karakteristik yapisinda katalitik SET
domeni, araya giren ¢inko parmak yapisindaki MYND domeini tarafindan iki béliime

ayrilmaktadir. SMYD1’in lizin metiltransferaz aktivitesi SET domeini tarafindan
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yiiriitiiliirken, MYND domeini ise PXLXP motifini barindiran proteinlerle etkilesime
girerek substratlarin enzime baglanmasina katki saglar (73,74). Nitekim SMYD1’deki
MYND domeininin islevselligini yitirmesi, skNAC ile olan etkilesimi ortadan

kaldirmakta ve bu proteinin SMYD1 araciligiyla metillenmesini engellemektedir (74).

SMYDI, ilk olarak m-Bop adiyla, kalp gelisimi i¢in gerekli olan ve histon
deasetilazlara bagimli bicimde transkripsiyonu baskilayabilen bir protein olarak
tanimlanmistir (75,76). Daha sonra SMYD1’in, kalp ve iskelet kasina 6zgii bir
transkripsiyon faktorii olan skNAC ile fiziksel olarak etkilesime girdigi gosterilmistir
(76). SMYD1’in skNAC’1 lizin 1975 rezidisiinden metilleyebildigi ve bu
metilasyonun miyoglobin geninin transkripsiyonunun aktivasyonu i¢in gerekli oldugu
bildirilmistir (74). Bu bulgu, SMYD1’in histonlarin yaninda histon dis1 proteinleri de
metilleyebildigini ve baglama gore transkripsiyon aktivasyonuna da katkida

bulunabildigini gostermektedir (74).

SMYD/I’in islevleri ¢ekirdekteki transkripsiyon iligkili diizenlemeyle sinirli
degildir; proteinin ¢izgili kas hiicrelerinde sarkomerik M-¢izgisinde konumlandigi ve
miyozinle fiziksel olarak etkilesime girdigi gosterilmistir (77). Bu etkilesimin
kesintiye ugramasi, kalp kasi ile hizli kasilan iskelet kasi liflerinde kalin filamentlerin
ve sarkomerlerin diizgiin bigimde organize olmasini engeller (77). Dolayistyla mevcut
bulgular; SMYD1’in ¢ekirdekte gen ifadesini diizenlerken, sitoplazmada ise miyozin
organizasyonu ve sarkomer biitiinliigiinii saglayan ¢ok islevli bir protein oldugunu

ortaya koymaktadir (74,77).

SMYDI1 kaybinin, hem in vitro miyoblast farklilasmasini hem de embriyonik
iskelet kasi gelisimini sekteye ugrattign gosterilmistir (78). Ornegin C2C12
hiicrelerinde bu proteinin baskilanmasi miyoblast fiizyonunu ve miyotiip gelisimini
zayiflatirken; kosullu SMYD1 KO (conditional knockout) yapilan farelerde kas lifi
sayisinin azaldigr ve kasa 6zgili gen ifadelerinin degistigi belirlenmistir (78). So6z
konusu veriler, SMYDI1’in miyojenik farklilasmanin farkli basamaklarinda kritik

roller iistlendigini ortaya koymaktadir (78).

SMYD/I’in, erken kalp gelisiminde hiicresel mekanizmaya ve molekiiler
cevreye bagli olarak hem pozitif hem de negatif yonlii gen diizenleyici islevler

sergileyebildigi bildirilmistir. Bu dogrultuda proteinin, kardiyak progenitor hiicrelerle



17

iligkili Isl1 (ISL LIM homeobox 1) ifadesini arttirirken Anf (Atrial natriuretic factor)
geninin ifadesini baskilamasi, SMYDI1’in farkli molekiiler kompleksler icerisinde

degisken diizenleyici roller iistlenebildigine isaret etmektedir (74,79).

SMYD1’in hiicre i¢i dagilimi miyojenik farklilasma boyunca degismektedir.
C2C12 miyoblastlarinda hem ¢ekirdek hem de sitoplazmada bulunan SMYD1'in,
farklilagsmanin ilerleyen evrelerinde sitoplazmik ve sarkomerik yapilarda
belirginlestigi gosterilmistir (78,80,81). Bunun yaninda, farkli deneysel modeller
arasinda  yerlesim  farkliliklar1  goriilebilmektedir; ornegin  zebra  baligi
miyoblastlarinda SMYDI1 izoformlarinin erken donemde agirlikli olarak
sitoplazmada, olgun kas liflerinde ise M-¢izgisinde bulundugu bildirilmistir (82).
SMYDI1 protein diizeyinin farklilasmamis miyoblastlarda oldukc¢a diisiik oldugu ve
farklilasma siirecinde belirgin bigimde arttigt Western blot (WB) analizleriyle
gosterilmistir (78). SMYDI’in farklilagsma siireci ilerledik¢e sitoplazmik ve
sarkomerik yapilarda daha belirgin hale gelmesi, proteinin kas hiicresinin yapisal

protein aglariyla iliski kurabilecegini diistindiirmektedir (77,80,82).

2.7. RNA-seq, Korelasyon ve islevsel Zenginlestirme Analizleri

RNA dizileme, hiicre veya dokulardaki transkriptlerin genis Olgekte
belirlenmesini saglayan yliksek verimli bir yontemdir (83). RNA-seq analizlerinde
kalite kontroliiniin ardindan okumalar referans genoma veya transkriptoma
hizalanmakta, gen diizeyindeki okuma sayilar1 hesaplanmakta ve gruplar arasindaki
ifade farkliliklar istatistiksel olarak degerlendirilmektedir (83). RNA-seq verileri
genlere hizalanan okuma sayilarindan olustugundan, gruplar arasindaki gen ifadesi
farkliliklarinin ~ analizinde bu veri yapisina uygun istatistiksel modeller
kullanilmaktadir (84). DESeq2, sayim verilerini negatif binom dagilimiyla
modellemekte ve dagilim ile kat degisimi tahminlerini diizenleyerek gruplar arasindaki

gen ifadesi farkliliklarinin daha giivenilir bicimde belirlenmesini saglamaktadir (84).

Miyojenik farklilasma gibi zamana bagli siireclerde bir hedef genle benzer gen
ifade Oriintiisii gosteren genler korelasyon analizleriyle belirlenebilmektedir (83).
Spearman  korelasyon  katsayisi,  degiskenlerin  siralamalar1  {izerinden

hesaplandigindan  dogrusal olmak zorunda olmayan monoton iliskilerin
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degerlendirilmesine uygundur(85). Bununla birlikte korelasyon, dogrudan diizenleme

veya nedensellik kanit1 olarak degerlendirilmemelidir (85).

Gen ve protein listelerinin islevsel olarak siniflandirilmasinda Gene Ontology
ve Reactome gibi bilgi kaynaklarindan yararlanilmaktadir. Gene Ontology, gen
tiriinlerine iliskin bilgileri biyolojik siire¢, molekiiler islev ve hiicresel bilesen olmak
lizere lic temel ontoloji altinda standartlastirilmis bir bicimde sunmaktadir (86).
Reactome ise insan proteinlerini molekiiler reaksiyonlar ve biyolojik yolaklarla
iliskilendiren, uzmanlar tarafindan kiiratorliigli ve hakem degerlendirmesi yapilan bir

yolak bilgi kaynagidir (87).

AnimalTFDB 4.0, hayvan tiirlerine ait transkripsiyon faktorleri ve
transkripsiyon kofaktorlerine iliskin kapsamli siniflandirma ve anotasyon bilgileri
sunan bir veri tabanidir (88). Veri tabaninda 183 hayvan genomuna ait transkripsiyon
faktorleri ve transkripsiyonel kofaktorler siniflandirilmis; ayrica gen listelerinin toplu
olarak sorgulanmasina olanak saglayan bir arama islevi gelistirilmistir (88). Bu tez
kapsaminda AnimalTFDB 4.0, Desmin ile korelasyon godsteren genler arasinda
transkripsiyon faktorii veya transkripsiyon kofaktorleri olarak siniflandirilan genlerin

belirlenmesinde kullanilmistir.

2.8. Protein Etkilesimlerinin Arastirilmasinda immiin Coktiirme ve Kiitle

Spektrometrisi

Proteinler, hiicre igerisinde siklikla dinamik protein aglar1 ve ¢ok proteinli
kompleksler halinde iglev goriir. Birlikte immiin ¢oktiirme (co-IP), hedef proteine
0zgii bir antikor ile Protein A/G’ye bagli boncuklar veya recgine kullanilarak hedef
proteinin ve onunla iligkili proteinlerin hiicre lizatindan birlikte izole edilmesine
dayanan bir yontemdir (89). Immiin ¢oktiirmenin kiitle spektrometrisiyle (mass
spectrometry, MS) birlestirilmesi, hedef proteinle iligkili proteinlerin genis 6l¢ekte ve
nicel olarak belirlenmesinde kullanilmaktadir (90). Son yillarda kiitle spektrometrisi
teknolojilerinin duyarlilik, ¢oziiniirliikk ve analiz hiz1 bakimindan gelismesiyle birlikte
immiinopresipitasyon-kiitle spektrometrisi (IP-MS), protein etkilesim aglarinin
incelenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yaklasim haline gelmistir (91). IP-MS;
RNA baglayic1 proteinler, transkripsiyon faktorleri, iyon kanali diizenleyicileri ve

hiicre iskeleti bilesenleriyle iliskili protein komplekslerinin arastirilmasinda basariyla
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uygulanmistir (92-95). Yontem, dnceden belirlenmis birka¢ adayla siirli kalmadan
hedef proteinle ayn1 kompleks icerisinde bulunan ¢ok sayida proteinin tanimlanmasina
olanak saglamaktadir. Ayrica IP-MS’in 6nemli avantajlarindan biri, diisiik bolluktaki
protein etkilesimlerini dahi saptayabilmesidir (90). IP-MS analizinde IP ile elde edilen
proteinler proteolitik enzimlerle peptitlere ayrilmakta, sivi kromatografisiyle
ayristirilmakta ve ardigik kiitle spektrometrisiyle analiz edilmektedir. Elde edilen
peptit fragmentasyon verileri protein veri tabanlariyla karsilastirilarak 6rnekte bulunan
proteinler tanimlanmakta; etiketsiz kantitatif analizlerde ise deney ve kontrol
gruplarindaki goreceli protein bolluklar1 peptit sinyal yogunluklar1 iizerinden

karsilastirilabilmektedir (90).

Immiin ¢oktiirme ile belirlenen protein etkilesimlerinin dogrulanmasinda
kullanilan yaklasimlardan biri ters yonlii immiin ¢oktiirme (reverse Co-IP) yontemidir
(96). Bu yaklasimda baslangigta hedef protein i¢in kullanilan antikor yerine, etkilesim
gosterdigi diistinlilen aday proteine karsi gelistirilen antikor kullanilarak immiin
coktiirme gergeklestirilir ve hedef proteinin birlikte ¢okiip ¢okmedigi degerlendirilir.
Protein etkilesimlerinin her iki yonden dogrulanmasi amaciyla ise karsilikl
(reciprocal) Co-IP yaklagimi uygulanabilir. Bu yaklasimda hem hedef protein hem de
aday protein antikorlar1 kullanilarak gerceklestirilen immiin ¢oktiirme deneyleriyle
etkilesimin karsilikli olarak dogrulanmasi amaclanir (96). Boylece immiin ¢oktiirme
ve kiitle spektrometrisi analizleriyle belirlenen aday protein etkilesimleri daha

giivenilir bi¢imde dogrulanabilmektedir (97).

Afinite saflastirmasi (affinity purification- AP) sirasinda bazi proteinler hedef
proteinle ozgiil bir etkilesim kurmaksizin boncuklara, antikora veya diger deney
bilesenlerine baglanarak 6zgiil olmayan arka plan sinyali olusturabilmektedir (98).
CRAPome calismasinda keratinler, aktin ve tiibiilin gibi hiicre iskeleti proteinleri,
ribozom proteinleri, translasyon faktorleri, histonlar ve saperon 6zellikli proteinlerin
negatif kontrol deneylerinde sik saptanabildigi gosterilmistir (98). CRAPome, farklh
AP-MS caligmalarina ait negatif kontrol sonuglarimi bir araya getirerek aday
proteinlerin arka plan baglanma sikliklarinin degerlendirilmesine ve olas1 6zgiil

olmayan etkilesimlerin puanlanmasina olanak saglayan bir veri kaynagidir (98).
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2.9. RNA Metabolizmasiyla iliskili Niikleer Protein Aglar

RNA polimeraz II tarafindan sentezlenen pre-mRNA molekiilleri; olgunlasma
siirecinde 5’ u¢ capping, kirpilma ve 3’ u¢ kesimi ve poliadenilasyon basamaklarindan
gecmektedir (99). Olgunlasan mRNA molekiilleri, proteinlerle bir araya gelerek
olusturduklart haberci riboniikleoprotein (mRNP) kompleksleri halinde, niikleer por
kompleksi (NPC) araciligiyla sitoplazmaya tagimir (100). Aslinda mRNA'lar, daha
transkripsiyon asamasindan itibaren ¢ok sayida RNA baglayici proteinler ve RNA
metabolizmasinda gorev alan proteinlerle birlikte paketlenmeye baglar. Bu
komplekslerin yapist mRNA’nin islenmesi ve g¢ekirdekten sitoplazmaya taginmasi

boyunca dinamik olarak degisir (100).

RNA molekiilleri yalnizca genetik bilginin aktarilmasinda goérev alan ara
triinler degil, ayn1 zamanda cekirdek igerisinde c¢ok sayida proteinin bir araya
gelmesini saglayan yapisal ve diizenleyici bilesenler olarak da islev gorebilmektedir.
Ozellikle pre-mRNA, uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA) ve diger niikleer RNA
tirleri; RNA baglayict proteinler, transkripsiyon faktorleri, kromatin diizenleyici
proteinler ve RNA islenmesinde gorev alan ¢ok sayida faktoriin ayni molekiiler
kompleks igerisinde bir araya gelmesine aracilik edebilmekte, birden fazla protein igin
baglanma bolgeleri saglayarak bu komplekslerin olusumunda yapisal bir iskele
(scaffold) gorevi de tistlenebilmektedir (101). Bu nedenle ¢ekirdek icindeki bazi
protein—protein etkilesimleri dogrudan gergeklesirken, bazilar1 ortak bir RNA
molekiilii tizerinden dolayli olarak kurulmaktadir. RNA'nin bu tiir ¢ok proteinli
komplekslerin olusumu ve kararliligindaki rolii, kromatin organizasyonu,
transkripsiyon, RNA islenmesi ve niikleositoplazmik tasinma gibi bir¢ok diizenleyici

siire¢ agisindan 6nem tagimaktadir (100,102).

Protein komplekslerinde RNA'nin yapisal katkisinin degerlendirilmesinde
yaygin olarak kullanilan yaklasimlardan biri, hiicre lizat1 veya saflastirilmis protein
komplekslerinin riboniikleaz (RNaz) ile islenmesidir (103) RNaz uygulamasi
sonucunda RNA aracilifiyla bir arada tutulan protein komplekslerinin tamamen veya
kismen dagilmasi, ilgili etkilesimlerin RNA aracili olabilecegini diigiindiirmektedir.
Buna karsilik protein—protein etkilesimlerinin RNaz uygulamasindan etkilenmemesi,

etkilesimin dogrudan proteinler arasinda gerceklestigine isaret edebilir (93,103)
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Bununla birlikte RNaz uygulamasi sonrasinda gozlenen degisiklikler, RNA'nin
yalnizca fiziksel bir koprii gorevi gormesinden degil, protein komplekslerinin
konformasyonunu veya kararliligin1 etkilemesinden de kaynaklanabileceginden, bu
yaklasim tek basina dogrudan RNA baglanmasimnin  kesin kaniti  olarak
degerlendirilmemelidir (104). Bu nedenle RNaz duyarlilik analizleri, protein
komplekslerinde RNA'nin katkisini arastirmaya yonelik tamamlayict deneysel

yaklasimlar arasinda yer almaktadir.

2.9.1. HNRNPU ve HNRNPA2B1

Heterojen niikleer riboniikleoprotein U (HNRNPU) veya diger adiyla Scaffold
Attachment Factor A (SAF-A), niikleer matrisle iligkili olup hem DNA hem de RNA
baglama yetenegine sahip bir proteindir (102). Literatiirdeki c¢aligmalar,
HNRNPU’nun DNA ve RNA i¢in farkli baglanma domeinleri icerdigini ve hiicre
icinde her iki niikleik asit tliriiyle de es zamanli etkilesime girebildigini ortaya
koymustur (102). Ornegin, HNRNPU’nun RNA baglama 6zelliginin, uzun
kodlamayan bir RNA olan Xist (X-inactive specific transcript) molekiiliiniin islevsiz
X kromozomu iizerinde tutulmasi i¢in elzem oldugu bildirilmistir (105). Bunun yam
sira, fare hepatositlerinde gergeklestirilen HNRNPU KO c¢alismalari; kromatin
kompartmanlarinda, topolojik iliskili domeinlerin (74 D) sinirlarinda ve uzun mesafeli
kromatin etkilesimlerinde belirgin degisimlere yol agtigini gostermistir(106). Bu
veriler bir biitiin olarak degerlendirildiginde HNRNPU, ii¢ boyutlu genom mimarisinin
korunmasinda kritik rol oynayan yapisal bir niikleer matris bileseni olarak One
¢ikmaktadir (106) Ayrica, HNRNPU'un DNA, RNA ve ¢esitli niikleer proteinlerle es
zamanl etkilesebilmesi, HNRNPU'nun c¢ekirdek igerisinde kromatin ve
riboniikleoprotein komplekslerinin uzaysal organizasyonuna katki saglayan yapisal bir

iskele (scaffold) islevi gorebilecegini diisiindiirmektedir (107,108).

Heterojen niikleer riboniikleoprotein ailesinin bir diger liyesi olan heterojen
niikleer riboniikleoprotein A2/B1 (HNRNPA2B1) ise temel olarak RNA baglayici bir
protein olarak islev gorir (109). HNRNPA2BI1’in N°-metiladenozin (m®A)
modifikasyonu iceren niikleer RNA molekiillerine baglandigi, bazi birincil
mikroRNA’larin (pri-miRNA) islenmesine katkida bulundugu ve alternatif kirpilma

stireclerini diizenledigi gosterilmistir (109). Arsenit ile olusturulan hiicresel stres
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kosullarinda HNRNPA2B1’in stres graniilleriyle iligkili oldugu ve bu graniillerin

parcalanma dinamiklerini etkiledigi gosterilmistir (110).

2.9.2. DDXS

Diger adiyla p68 olarak da bilinen DEAD-box helikaz 5 (DDXS5), DDX17 ile
ayni alt ailede yer alan ATP bagimli bir DEAD-box RNA helikazidir (111). Bu
dogrultuda DDX5/Dbp2 alt ailesi iiyeleri, temel olarak RNA ve riboniikleoprotein
(RNP) komplekslerinin yapisal olarak yeniden diizenlenmesinden sorumlu
molekiillerdir (111). Literatiirdeki ¢alismalar DDX5’in 6nciil mRNA (pre-mRNA)
islenmesi, alternatif kirpilma (alternative splicing), mikroRNA (miRNA)
olgunlagmasi, ribozom biyogenezi ve transkripsiyonla iligkili diizenleme gibi oldukca

genis bir hiicresel silire¢ yelpazesinde aktif gorevler iistlendigini ortaya koymustur

(111).

DDXS5 ile yakin homologu olan DEAD-box helikaz 17 (DDX17)’nin, hiicresel
farklilasma esnasinda transkripsiyon, mikroRNA islenmesi ve alternatif kirpilma
programlarint es glidiimlii olarak diizenledigi gosterilmistir (112). Yapilan bir
calismada, DDX5 ve DDX17’nin, heterojen niikleer riboniikleoprotein H/F (hnRNP
H/F) proteinleri ile is birligi yaparak miyoblastlara 6zgl alternatif kirpilma
programlarinin ytriitiilmesinde birlikte rol aldig1 gdsterilmistir (112). Ayni ¢calismada,
miyojenik farklilasma siirecinde DDXS5 ve DDX17 ekspresyon seviyelerindeki
diisiislin, alternatif kirpilma profilindeki karakteristik degisimlerle dogrudan iligkili
oldugu belirlenmistir. Bu bulgular DDX5 ve DDX17’nin, miyojenik farklilagsma
sirasinda gen ifadesi ile RNA islenme mekanizmalar1 arasindaki koordinasyonu

saglayan islevsel kopriiler oldugunu gostermektedir (112).

2.9.3. KHDRBS1 (SAM68)

KHDRBS1 (KH RNA Binding Domain Containing, Signal Transduction
Associated 1), diger adiyla SAM68, KH domeini igeren RNA baglayici bir proteindir.
Alternatif kirpilma, RNA metabolizmasi, transkripsiyonun diizenlenmesi ve sinyal
iletimi gibi ¢ok sayida hiicresel siirecte gorev almaktadir. SAM68'in miyojenik
farklilasma sirasinda alternatif kirpilma programlarinin diizenlenmesine katkida

bulundugu ve gesitli transkripsiyon faktorleriyle birlikte ¢alistigr gosterilmistir. Bunun
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yaninda kromatin diizenleyici kompleksler ve RNA islenme mekanizmalar1 arasinda

islevsel baglantilar kurabildigi bildirilmektedir (113).

2.9.4. EEF1A1

Okaryotik translasyon uzama faktorii 1 alfa 1 (EEF1A1)’in temel gorevi,
translasyon uzamasi sirasinda aminoagil-tRNA molekiillerini GTP’ye bagimli olarak
ribozoma tagimaktir (114). Hiicrelerde yiiksek bollukta bulunan bu faktor, ayrica F-
aktin ve f-aktin mRNA’sina es zamanli baglanarak B-aktin mRNA’sinin hiicre

cikintilarinda konumlandirilmasina katkida bulunur (114).

AP-MS deneylerinde bazi proteinler boncuklara, afinite reaktiflerine veya
diger matris bilesenlerine 06zgiil olmayan sekilde baglanarak arka plan sinyali
olusturabilmektedir (98). Negatif kontrol 6rneklerinde sik saptanan bu arka plan
proteinlerinin degerlendirilmesi amaciyla CRAPome veri tabani gelistirilmistir (98).
Bazi nicel etkilesim proteomigi calismalarinda EEF1A1, CRAPome’da bulunmasi
nedeniyle arka plan degerlendirmesine alinan proteinlerden biri olarak bildirilmistir
(115). Bununla birlikte EEF1A1’in yiiksek bollukta bulunan veya CRAPome’da yer
alan bir protein olmasi, belirli bir IP-MS deneyinde mutlaka 6zgiil olmayan bir
kontaminant oldugu anlamina gelmez; deneysel negatif kontrollerdeki diizeyi ayrica

degerlendirilmelidir (98,115).

2.10. Proteomik Verilerde Aday Proteinlerin Onceliklendirilmesi

IP-MS analizlerinde aday proteinlerin degerlendirilmesi, yalnizca deney
orneginde saptanmis olmalarina veya tek bir dl¢ilite dayandirilmamalidir. Deney ve
negatif kontrol gruplari arasindaki nicel zenginlesme, istatistiksel anlamlilik, peptit ve
spektral sayim diizeyindeki kanit, tekrarlar arasindaki tutarlilik ve proteinin kontrol
deneylerinde goriilme sikligr birlikte degerlendirilebilmektedir (116,117). Bu
Ol¢giitlerin  birlikte kullanilmasi, 6zgiil olarak zenginlesen adaylarin arka plan
baglayicilarindan ayrilmasina ve deneysel dogrulama icin 6nceliklendirilmesine katki

saglamaktadir (116,117).

Farkli 6l¢lim birimlerine ve dinamik deger araliklarina sahip degiskenlerin tek
bir birlesik skor (composite score) altinda dogrusal olarak birlestirilebilmesi i¢in

oncelikle ortak bir 6lgege indirgenmeleri gerekmektedir (118). Bu dogrultuda min—
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maks normalizasyonu, her degiskenin 6nceden belirlenmis bir araliga (genellikle 0—-1)
donistiiriilmesini saglarken; esit agirliklandirma stratejisi, her bir Olgiitiin nihai
birlesik skora esit oranda katkida bulunmasini saglar (118). Birlesik skorlama
sonucunda elde edilen aday siralamalarinin segilen agirlik katsayilarindan dogrudan
etkilenebilmesi nedeniyle, farkli agirliklandirma senaryolarinin karsilagtirilmasi,
olusturulan  siralamanin  saglamliginin =~ (robustness)  ve  kararliliginin
degerlendirilmesinde yararli bir yaklagimdir (118). Birlesik skorlar istatistiksel
anlamliligin yerine gegen testler degil, birden fazla kanit1 bir araya getirerek adaylar

siralamaya yonelik araglardir (118).

Proteinlerin Ornekler arasindaki birlikte degisim Oriintiileri korelasyon
analiziyle degerlendirilebilmektedir. Pearson korelasyon katsayis1 iki degisken
arasindaki dogrusal iliskiyi, Spearman korelasyon katsayisi ise siralamalara dayali
monoton iligkiyi 6lgmektedir (85). Proteomik bolluk degerlerinin genis ve ¢arpik bir
dagilim gostermesi durumunda, istatistiksel analizlerden once logaritmik doniisiim
uygulanabilmektedir (119). Cok sayida protein ¢ifti icin ayr1 testlerin
gerceklestirilmesi yanlis pozitif sonug olasiligini artirdigindan, Benjamini—Hochberg
yontemi yanlis kesif oranini kontrol etmek amactyla kullanilmaktadir (120). Bununla
birlikte, korelasyon analizi protein bolluklarinin birlikte degisimini gostermekle
birlikte, proteinlerin ayn1 kompleks i¢cinde bulundugunu veya aralarinda dogrudan bir

etkilesim oldugunu tek basina kanitlamamaktadir (85).

2.11. Tez Cahsmasinin Temel Aldig1 Hipotez ve Amaclar

Mevcut literatiir birlikte degerlendirildiginde, Desmin’in yalnizca sitoplazmik
bir ara filament proteini olmadigi; ¢ekirdekte yer alarak transkripsiyon faktorleri ve
kromatin diizenleyici proteinleri igeren komplekslere katilabilecegi, bu yolla kromatin
organizasyonu ve gen ifadesinin diizenlenmesiyle dogrudan veya dolayl olarak iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu dogrultuda tez ¢alismasinin temel hipotezi,
Desmin’in iskelet kasi hiicrelerinde cekirdek i¢i protein komplekslerine katilarak
kromatinle iligki kurabilecegi ve gen diizenleyici siireglere katkida bulunabilecegi
yoniinde olusturulmustur. Hipotezin ilk olarak belirli bir genomik bolge tizerinden
sinanmas1 amaciyla, kardiyak progenitor hiicrelerde Desmin ile iliskisi daha once

bildirilmis olan Nkx2.5, hedef gen olarak secilmistir. Bu kapsamda oncelikle Nkx2.5
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ifadesinin C2C12  hiicrelerinde dogrulanmasi, ardindan Desmin kromatin
immiinopresipitasyonu ile Nkx2.5 diizenleyici bolgesinde olast  Desmin

zenginlesmesinin arastirilmasi hedeflenmistir.

C2C12  hiicrelerinde Nkx2.5 ifadesinin gilivenilir ve 06zgil bi¢imde
dogrulanamamas1 nedeniyle temel hipotez degistirilmemis, yalnizca bu hipotezi
degerlendirmek i¢in kullanilan aragtirma stratejisi yeniden diizenlenmistir. Belirli bir
hedef gen bolgesinden hareket etmek yerine, Desmin’in niikleer etkilesim ortaklarinin
tanimlanmasma yonelinmistir. Bu stratejinin  temelinde, Desmin ile iliskili
transkripsiyon faktorlerinin, kromatin diizenleyicilerinin veya diger niikleer
proteinlerin belirlenmesi durumunda, bu proteinlerin bilinen islevleri iizerinden
Desmin—kromatin iliskisinin daha sonra hedefe yonelik calismalarla arastirilabilecegi
diisiincesi yer almaktadir. Bu cergevede, niikleer Desmin etkilesim agimin
aydinlatilmasiyla Desmin’in hangi diizenleyici yolaklarla iligkili olabileceginin
belirlenmesi ve kromatin ¢alismalarinda kullanilabilecek daha uygun hedef bolgelerin
ortaya ¢ikarilmasi amaclanmistir. Bu strateji degisikligi, Desmin’in kromatinle olas1
iligkisini aragtiran ana amaci koruyarak, hedef bolge odakli yaklagimdan protein ortag

kesfine dayal1 bir yaklagima gecilmesini ifade etmektedir.

Bu dogrultuda ¢alismanin temel amaci, Desmin’in iskelet kasi hiicrelerindeki
niikleer etkilesim ortaklarim1 belirlemek ve bu ortaklarin islevlerinden hareketle
Desmin’in kromatin organizasyonu, gen diizenlenmesi ve diger niikleer siireglerle
iligskili olast molekiiler mekanizmalarin ve biyolojik yolaklarin aydinlatiimasina

katkida bulunmaktir.
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3. GEREC ve YONTEMLER
3.1. Gerecler

3.1.1. Hiicre kiiltiirii

« Oliimsiizlestirilmis insan iskelet miyoblast hiicre hattt LHCN-M2 (4pplied
Biological Materials kat# T0756)

 Fare iskelet kast hiicre hatt1 (C2C12) (ATCC)

* Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, (DMEM), high glucose (Capricon
Scientific kat# DMEM-HPSTA)

*  Medium-199 (Capricorn Scientific)

» Fetal Bovine Serum (FBS) (Capricorn Scientific kat# M199-A)
* At serumu (Biowest kat# S0910)

+ Insiilin (Sigma-Aldrich kat# 91077C)

* Fetuin (Sigma-Aldrich kat# F2379)

*  Human Epidermal Growth Factor (hEGF) (Gibco kat# PHGO0311)
* Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) (Gibco kat# PHG0024)
* Deksametazon (Sigma-Aldrich kat# D4902)

* Amfoterisin B (Biowest kat# P4030)

* Penisilin/streptomisin (Biowest kat# L0018)

* Ix Tripsin-EDTA (Capricorn Scientific kat# TRY-3B)

* Phosphate Buffered Saline (PBS) (Invitrogen kat# 00-3002)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Santa Cruz kat# sc-202581)

3.1.2. Protein izolasyonu ve Miktar Tayini
* 1X Tripsin-EDTA (Capricorn)
 NE-PER Niikleer ve Sitoplazmik Ekstraksiyon Kiti (Thermo Fisher

Scientific kat#78833)* ile Fraksinasyon Islemi:
* CER I (Cytoplasmic Extraction Reagent 1)



* CER II (Cytoplasmic Extraction Reagent 1)
* NER (Nuclear Extraction Reagent)

* 25x Proteaz inhibitorii (Thermo Fisher Scientific kat# 88266)

*Uretici protokoliine uygun olarak uygulanmustir.

* Sogutmali santrifiij (+4°C) (Eppendorfkat# 5430 R)

* Pierce™ BCA (Bicinchoninic Acid) Protein Assay Kit (ThermoFisher
Scientific kat# 23225)

* SPECTRA max M2 (Molecular Devices Reft# MD-M5)

3.1.3. RNA izolasyonu ve Complementary DNA (cDNA) Sentezi

e Trizol (AppliChem kat# A4051)

e Sogutmali santrifiij (+4°C) (Eppendorfkat# 5430 R)

e Nanodrop spektrofotometre (Thermo Fischer Scientific Ref# ND-
1000) e High-Capacity c¢DNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems kat# 4368814)

3.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

e PCR kit (Procomcure Biotech kat# PCCSKU1001)

e dNTP mix (GeneAll kat# 509-020)

e Forward/reverse primer, 10 mM (Bioligo Biyoteknoloji Arastirma
ve Gelistirme Sirketi)

o SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems Ref# A24812)

e Primer Bilgileri 10 mM (Bioligo Biyoteknoloji Arastirma ve
Gelistirme Sirketi):

e Forward Primerl: CCCAAGTGCTCTCCTGCTTT

e Reverse Primerl: CATCCGTCTCGGCTTTCTCC (lirtin uzunlugu:
148 bp Forward primer 2: AAGTGCTCTCCTGCTTTCCC;

e Reverse Primer2: ACTTGTAGCGACGGTTCTGG (iiriin uzunlugu
337 bp)

e Forward primer 3: GGCGTCGGGGACTTGAACACC
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bp)
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e Reverse primer 3: CGCACTCACTTTAATGGGAAG (liriin uzunlugu: 440

3.1.5. qPCR

GoTaq qPCR 2x Master Mix (Promega kat# A6001)
Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science)

3.1.6. Agaroz Jel Elektroforezi

» Agaroz (Condalab kat# 8100.11)

» 1x Tris-asetat-Ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA) tamponu, pH 8,0
* 6x ylikleme boyasi-Orange G

» EtBr (Etidyum bromiir) (Sigma)
* DNA ladder (100 bp) (GeneDireX kat# DM003-R500)

w

.1.7. Immiin Céktiirme (IP)

» Manyetik tiiplikk (New England BioLabs)

» Protein A/G manyetik boncuklar (Pierce™, Thermo Scientific)
e Dynabeads Protein G Boncuklar1 (Invitrogen, Thermo Scientific)
* Co-IP Tamponu (pH 7.4) igerigi:

o Tris-HCIL: 0.1 M

o NaCl: 0.15 M

o EGTA: 1 mM

o NP-40: %1

o Gliserol: %5

o MgCL: 0.01 M

o SDS: %2

* Proteaz inhibitor tableti (Roche)

» Laemmli Yikleme Tamponu (2X) igerigi:



SDS: %4

Gliserol: %20

Tris-HCI (pH 6.8): 120 mM

dH-0O: 2.8 mL

Brom-fenol mavisi: %0.02

Grant Bio PTR 25 mini dongeg

Tavsan poliklonal anti-Desmin antikoru (Sigma, d8281)
Keci serumundan IgG (negatif kontrol) (SIGMA, 15256)

Tavsan poliklonal anti-LAP2 (TMPO) antikoru (Abcam, kat#5162)
Tavsan monoklonal anti-DDXS5 antikoru (Abcam, ab26730)
Clean-blot IP Detection Regagent (HRP) (Thermo Fisher Scientific,

kat#21230)

3.1.8. Western Blot (WB) Analizi

%40 Akril-bisakril (Akrilamid: Sigma-Aldrich kar# A9099, Bisakrilamid

Applichem kat# A1096-0250)

SDS (Merck Millipore kat# 8.17034)

Amonyum persiilfat (APS) (Sigma-Aldrich kat# 16531JH)

N, N, N', N'-tetrametil etilendiamin (TEMED)

Tris-baz (Amresco-Avantor Science Central kat# MDTC61-233-RR)
Glisin (Sigma-Aldrich kat# G7126)

Metanol (Merck Millipore kat# 106009)

Mini Protean 1l elektroforez seti (Bio-Rad)
BLUeye Prestained Protein Ladder (GeneDireX kat# PM007-0500)

Yar1 kuru elektroforetik transfer cihazi (Bio-Rad, TransBlot Turbo

Transfer System)

Nitro seliiloz membran (0,45 pum) (Thermo Scientific)
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* Polyvinylidene difluoride (PVDF) membran (0,45 pm kalinliginda) (Sigma-
Aldrich kat# IPVH00010)

* Ponceau S ¢ozeltisi (Thermo Scientific kat# P7170)

* Tween-20 (ISO-LAB Chemicals kat# 960,151)

* Yagsiz Siit Tozu (Pinar)

*  Whatman filtre kagidi

*  GeneGnome5 kemiliiminesans goriintiileme sistemi (Syngene Ref# ELE2116)

Yiirtitme Tamponu (pH 8,3)

o Trisbaz: 3,03 g
o Glisin: 14,4 g
o SDS:1¢g

o Distilesu: 1 L

Yar1 Kuru Transfer Tamponu (pH 8,3)

o Tris baz: 25 mM

o Glisin: 192 mM

o Metanol: %20

o Distile su

o Coomassie Blue Cozeltisi

o Coomassie Brilliant Blue R-250: %0,025
o Metanol: %40

o Glasiyal asetik asit: %7

Yikama Tamponu (1X TBS-T, pH 7,4)
o Trizma baz: 48 mM

o NaCl: 154 mM

o Tween-20: %0,1

o Distile su
Bloklama Tamponu:

o Yagsiz siit tozu: %5

o TBS-T: %0,2
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Primer Antikorlar:

* Tavsan poliklonal Anti-Desmin (Sigma, D8281) 1/1000

» Kegi poliklonal Anti-Emerin (Santa Cruz, sc-25284) 1/2000

» Fare monoklonal Anti-GAPDH (MAB5718) 1/3000

» Tavsan poliklonal Anti-SMYD1 (Abcam, ab181372) 1/3000

» Kegi poliklonal Anti-Lamin B1 (Santa Cruz, sc6216) 1/3000

» Fare monoklonal Anti-Hsp60 (4B9/89) 1/500

» Tavsan poliklonal anti-LAP2 (TMPO) antikoru (Abcam, kat#5162)
12500, 1v5an monoklonal anti-DDX5 antikoru (Abcam, ab26730) 1/10000

Sekonder Antikorlar:

» Keci Anti-Fare IgG (H+L) (G21040) 1/2000

» Keci Anti-Kegi IgG (H+L) (A16054) 1/3000

» Kegi Anti-Tavsan IgG (H+L) (G21234) 1/5000

Substrat:

* SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(Thermo Scientific)

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Miyojenik Farklhilastirma

Fare kokenli C2C12 miyoblastlar1 ile oliimslizlestirilmis insan iskelet kasi
miyoblast hiicre hattt LHCN-M2, 37 °C sicaklikta ve %5 CO: igeren nemlendirilmis

inkiibator kosullarinda kiiltiire edilmistir.

LHCN-M2 hiicrelerinin ¢ogaltilmasinda kullanilan biiylime ortami, yiiksek
glikoz iceren DMEM ile Medium-199’un 4:1 oraninda birlestirilmesiyle
hazirlanmistir. Bu bazal ortama %20 FBS, 25 pg/mL fetuin, 0,5 ng/mL bFGF, 5 ng/mL
hEGF, 0,2 pg/mL deksametazon, 5 pg/mL insiilin ve %1 penisilin/streptomisin
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eklenmistir. C2C12 hiicrelerinin biiylime ortaminda ise yiiksek glikozlu DMEM, %10

FBS ve %] penisilin/streptomisin kullanilmigtr.

Kiiltiir ylizeyinin yaklasik %85-90’1 hiicrelerle kaplandiginda, miyojenik
farklilasmanin baglatilmas1 amaciyla biiyliime ortami uzaklastirilmis ve hiicreler diisiik
serum igeren farklilagsma ortamina gegirilmistir. Her iki hiicre hatti i¢in farklilagsma
ortamz; yiiksek glikozlu DMEM, %2 at serumu ve %1 penisilin/streptomisin igerecek
bicimde hazirlanmistir. Farklilasma siirecinde ortaya ¢ikan hiicresel ve morfolojik

degisiklikler 151k mikroskobu altinda diizenli olarak izlenmistir.

C2C12 hiicrelerine ait ornekler RNA analizlerinde kullanilmsk iizere
farklilagsma ortamina gegis Oncesinde miyoblast evresinde ve farklilasmanin belirlenen
giinlerinde toplanmistir (DO, D1, D2 ve D3). Protein deneylerinde kullanilmak iizere
toplanan LHCN-M2 hiicreleri, miyoblast evresindeyken izolasyon yapilmistir. C2C12
hiicrelerinde gerceklestirilen niikleer protein izolasyonu ve immiinopresipitasyon
deneyleri i¢in, aragtirma grubumuzun 6nceki ¢aligmasinda Desmin ile DAPI sinyalleri
arasindaki en yiiksek es yerlesimin farklilasmanin 28. saatinde belirlenmis olmasi
dikkate alinmistir. Bu dogrultuda C2C12 hiicreleri, farklilasma ortamina alindiktan 28

saat sonra toplanarak protein izolasyonunda kullanilmigtir.

Uzun stireli saklama i¢in hiicreler, FBS ve DMSO’nun sirastyla %90 ve %10
oranlarinda bulundugu dondurma ortaminda siispanse edilmistir. Hazirlanan hiicre
stispansiyonu kriyotiiplere dagitilmis ve dondurma isleminin ardindan tiipler —196

°C’deki s1v1 azot tankina aktarilmistir.

3.2.2. Toplam RNA izolasyonu ve Kalite Kontrolii

C2C12 hiicrelerinde gen ifade analizlerinde kullanilacak toplam RNA, TRIzol
reaktifi kullanilarak fenol-kloroform esasli yontemle izole edilmistir. Hiicreler kiiltiir
kabinda 1x PBS ile yikandiktan sonra her 6rnege 1 mL TRIzol eklenmis ve hiicrelerin

tamamen par¢alanmasi saglanmistir.

Faz ayrimini baglatmak icin lizatlara, kullanilan TRIzol hacminin beste biri
kadar kloroform eklenmistir. Tiipler karistirildiktan sonra oda sicakliginda 3 dakika

bekletilmis ve 4 °C’de 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
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sonrasinda RNA’y1 iceren {ist sulu faz, ara faza temas edilmeden RNaz icermeyen yeni

tiiplere alinmustir.

Sulu fazdaki RNA, her 6rnege 500 pL izopropanol eklenerek ¢oktiiriilmiistiir.
Ornekler oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 4 °C’de 13.000 rpm’de 15
dakika santriftij edilmistir. Santrifiij sonunda olusan RNA pelletine zarar vermeden

siipernatant uzaklastirilmistir.

RNA pelletleri 1 mL %70 etanol ile yikandiktan sonra 6rnekler 4 °C’de 7.500
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Etanoliin uzaklastirilmasii takiben tiipler,
pelletlerin agir1 kurumasina izin verilmeden, kalan etanoliin buharlagmasi i¢in yaklasik
15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Her RNA pelleti 15 pL niikleaz icermeyen
su icerisinde ¢oziilmiis ve ¢dzlinmenin tamamlanmasi amaciyla 6rnekler 1 saat buz

tlizerinde tutulmustur.

Izolasyon sonunda RNA miktar1 ve safligi NanoDrop spektrofotometre ile
belirlenmigtir. Saflik degerlendirmesinde 260 ve 280 nm dalga boylarinda 6l¢iilen
absorbans degerlerinden hesaplanan A260/A280 orani kullanilmistir. Miktar ve saflik

bakimindan uygun bulunan RNA 6rnekleri cDNA sentezine alinmaistir.

3.2.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit kullanilarak
gerceklestirilmistir. Her Ornek igin toplam reaksiyon hacmi 20 pL olacak sekilde
hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi; 2 uLL 10x RT Buffer, 0,8 uL 25x dNTP Mix, 2 pL
10x Random Primer, 1 uL Reverse Transcriptase ve 4,2 pL niikleaz-free sudan olusan
toplam 10 pL master mix igermistir. Hazirlanan master mix PCR tiiplerine dagitilmis

ve her tiipe 10 pL RNA 6rnegi eklenmistir.

cDNA sentezi termal dongii cihazinda sirasiyla 25 °C’de 10 dakika, 37 °C’de
120 dakika ve 85 °C’de 5 dakika olacak sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen cDNA
ornekleri -20°C’de saklanmis ve PCR/qPCR analizlerinde kullanilmistir.

3.2.4. Konvansiyonel PCR ve Primer Optimizasyonu

cDNA sentezinin ardindan, Nkx2.5 genine ait primerlerin optimizasyonu klasik

PCR yontemi ile yapilmistir. Standart PCR reaksiyon karigimi toplam 15 pL hacimde
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hazirlanmistir. Her reaksiyon i¢in 8 uL niikleaz-free su, 1,5 pL 10x PCR tamponu, 1,5
uL MgClz, 0,6 pL ANTP karisimi, 0,6 puL forward primer, 0,6 puL reverse primer, 0,12
uL Taqg DNA polimeraz ve 2,08 pL ¢cDNA 06rnegi kullanilmistir. Negatif kontrol

reaksiyonlarinda cDNA yerine niikleaz-free su eklenmistir.

PCR optimizasyonu siirecinde, cDNA orneklerinin yani sira genomik DNA
(gDNA) da kalip olarak reaksiyona dahil edilmistir. Genomik DNA kullanimi; primer
ciftlerinin hedef bolgeyi ¢ogaltma verimliligini belirlemek, olasi gDNA kaynakh
amplifikasyonlar1 izlemek ve primer Ozgilliigiini test etmek amaciyla tercih
edilmistir. Bu sayede, cDNA orneklerinde elde edilen bantlarin dogrudan hedef
transkripte ait olup olmadigi, negatif kontrol ve genomik DNA reaksiyonlarindan
alman sonuglarla karsilastirmali olarak dogrulanmistir. Optimizasyon siirecinde
primer ciftine ve elde edilen bant profiline bagli olarak primer baglanma sicakligi,
MgCl. konsantrasyonu, DMSO eklenmesi ve primer konsantrasyonu gibi parametreler

degistirilmistir (Tablo 3.1.)

PCR reaksiyonlari, baslangi¢c denatiirasyonu (initial denaturation), déngiisel
denatiirasyon (cycle denaturation), primer baglanmasi (annealing), uzama (extension),
son uzama (final extension) ve bekletme (hold) basamaklarindan olusan termal dongii
programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Baslangi¢ denatiirasyonu 95 °C’de 4 dakika
uygulanmistir. Ardindan amplifikasyon dongiilerinde denatiirasyon 95 °C’de 30
saniye, primer baglanmasi 60 °C’de 30 saniye ve uzama 72 °C’de 30 saniye olacak
sekilde yiiriitiilmistiir. Dongiilerin tamamlanmasinin ardindan son uzama basamagi 72

°C’de 2 dakika uygulanmis ve reaksiyon iirlinleri 4 °C’de bekletilmistir.

Tablo 3.1. Nkx2.5 amplifikasyonu i¢in PCR reaksiyon karigima.

Reaktifler Konsantrasyon Hacim
10x Buffer 10x 1,5 uL
MgCl12 25 mM 1 uL

dNTP Mix (2,5 mM) 2,5 mM 0,6 uL
Forward Primer 10 uyM 0,6 uL
Reverse Primer 10 uM 0,6 uL
Taq Polimeraz 5U/ulL 0,12 pL
Niikleaz igermeyen su - 8,58 uL
DNA/cDNA (100 ng) 100 ng 2 uL

Toplam hacim 15 uL
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3.2.5. Kantitatif Gercek Zamanh PCR (qPCR)

Nkx2.5 ve GAPDH primer optimizasyonlarinin ardindan qPCR analizi
gergeklestirilmistir. qPCR reaksiyonlari toplam 10 pLL hacimde hazirlanmistir. Her bir
reaksiyon i¢in 5 pL GoTaq qPCR karisimi, 0,5 pL forward primer (10 uM), 0,5 pL
reverse primer (10 pM), 3 pL niikleaz icermeyen su ve 1 puL seyreltilmis cDNA 6rnegi
kullanilmistir. Analizlerde Nkx2.5 hedef gen olarak, GAPDH ise referans gen olarak
degerlendirilmistir. qPCR analizlerinde kullanilacak uygun kalip ¢cDNA miktarin
belirlemek ve reaksiyon kosullarim1 Nkx2.5 ile GAPDH primer ¢iftleri i¢in standardize
etmek amaciyla cDNA ornekleri 1:1, 1:10 ve 1:100 oranlarinda hazirlanarak test
edilmistir. Bu degerlendirme sonucunda, her iki primer ¢ifti i¢cin amplifikasyon
performansi, Ct degerleri ve erime egrisi profilleri birlikte incelenmistir. En uygun
kosullar deneylerde kullanilmistir. Amplifikasyon 40 dongii boyunca yiiriitiilmiis, her
dongiide denatiirasyon, primer baglanmasi ve uzama basamaklari uygulanmistir.
Baslangi¢c denatlirasyonu 95 °C’de 4 dakika uygulanmistir. 95 °C’de 30 saniye
dongiisel denatiirasyon, 60 °C’de 30 saniye primer baglanmas1 ve 72 °C’de 30 saniye

uzama basamaklari ile yiiriitilmiistiir.

3.2.6. RNA-seq Veri isleme ve Biyoinformatik Analiz

Desmin ile korelasyon gdsteren genlerin belirlenmesi amaciyla NCBI SRA veri
tabanindan PRINA328159 ve PRINA89011 numarali RNA-seq veri setleri sec¢ilmistir.
Ham veriler FastQC ile kalite kontroliinden gegirilmistir. Okumalar HISAT2 yazilimi
kullanilarak GRCm38.p6 referans genomuna hizalanmistir. Gen diizeyinde okuma
sayilar1 FeatureCounts ile elde edilmistir. Gen ifade degisimi analizi DESeq2 paketi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Korelasyon katsayis1 >0,90 secilmistir. Desmin geni
ile yiiksek korelasyon gosteren genler Spearman korelasyon analizi ile belirlenmistir.
Elde edilen gen listeleri Gene Ontology analizine tabi tutulmus ve biyolojik siirecler
ile molekiiler islevler acisindan siniflandirilmistir. Ayrica Des ile yliksek korelasyon
gosteren genlerin transkripsiyon faktorii veya transkripsiyonun diizenleyicisi olup
olmadig1 AnimalTFDB v4.0 veri tabani1 kullanilarak siniflandirilmistir. Tim RNA-seq
biyoinformatik analizleri TUBITAK Tiirk Ulusal Bilim e-Altyapisi (TRUBA)

lizerinde yiiriitilmistir.
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3.2.7. Niikleer ve Sitoplazmik Fraksiyonlama

Niikleer ve sitoplazmik fraksiyonlama deneyleri dncesinde, NE-PER kitinde
kullanilacak tampon hacimlerinin belirlenmesi amaciyla hiicre peleti hacmine dayali
optimizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir. Optimizasyon c¢alismalarina dncelikle
LHCN-M2 hiicre hattinda baslanmis, elde edilen uygun kosullar daha sonra C2C12
hiicrelerine uygulanmistir. Tampon hacimleri {iretici firmanin 6nerileri dogrultusunda

hiicre peleti hacmi esas alinarak belirlenmistir.

Niikleer ve sitoplazmik protein fraksiyonlari, iiretici firmanin Onerileri
dogrultusunda NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents Kkiti
kullanilarak elde edilmistir. Hiicreler ilk olarak 500 x g’de 5 dakika santrifiij edilerek
pellet haline getirilmistir. Hiicre pelleti PBS ile yikanmuis, siipernatant dikkatlice
uzaklastirilmis ve pellet miimkiin oldugunca kuru birakilmistir. Pellet hacmine uygun
miktarda buz soguklugundaki Cytoplasmic Extraction Reagent 1 (CER 1), iiretici
tarafindan belirtilen hacim tablosuna gore eklenmistir. Ornekler 15 saniye yiiksek
hizda vortexlenmis ve 10 dakika buz iizerinde inkiibe edilmistir. Ardindan, buz
soguklugundaki Cytoplasmic Extraction Reagent II (CER II) orneklere eklenmis;
ornekler 5 saniye vortexlenerek 1 dakika buz lizerinde bekletilmis ve tekrar 5 saniye
vortexlenmistir. Daha sonra 6rnekler, 4°C’de maksimum hizda yaklasik 16.000 x g’de
5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen tist faz sitoplazmik ekstrakt olarak 6nceden

sogutulmus yeni tiiplere aktarilmistir.

Santrifiij sonrasi elde edilen pellet, niikleer fraksiyonun ekstraksiyonu
amaciyla buz soguklugundaki Nuclear Extraction Reagent (NER) igerisinde siispanse
edilmistir. Ornekler 15 saniye vortexlenmis ve toplam 40 dakika boyunca buz iizerinde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresince, her 10 dakikada bir drneklere 15 saniye
vortex islemi uygulanmstir. Inkiibasyon sonunda &rnekler 4°C’°de maksimum hizda
yaklasik 16.000 x g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz niikleer ekstrakt olarak
onceden sogutulmus yeni tiiplere alinmistir. Elde edilen sitoplazmik ve niikleer
ekstraktlar analiz edilinceye kadar —80°C’de saklanmistir. Tim fraksiyonlama
islemleri buz iizerinde gergeklestirilmis ve protein yikimini Onlemek amaciyla

reaktiflere kullanim 6ncesinde 1x proteaz inhibitor kokteyli ilave edilmistir.
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3.2.8. BCA Protein Analizi

Hiicre lizatlarindan elde edilen Orneklerin protein derigimleri, Pierce BCA
Protein Assay Kit kullanilarak kolorimetrik olarak belirlenmistir. Olgiimlerde standart
egrinin olusturulmasi amaciyla si1gir serum albiimini esasli alt1 farkli konsantrasyon ile
protein icermeyen bir kor 6rnek hazirlanmistir. Standart ¢ozeltilerin hacimleri ve son

konsantrasyonlar1 Tablo 3.2.3’te sunulmustur.

Olgiim araligina uygun absorbans degerleri elde edebilmek amaciyla
bilinmeyen protein drnekleri %1 SDS ile 1:10 oraninda seyreltilmistir. Standartlar, kor
ornek ve seyreltilmis protein 6rnekleri 96 kuyucuklu plakaya ticer teknik tekrar halinde

aktartlmistir.

BCA ¢alisma ¢ozeltisi, kit icerisinde bulunan A ve B reaktiflerinin 50:1 hacim
oraninda birlestirilmesiyle taze olarak hazirlanmistir. Her kuyucuga 200 pL ¢alisma
¢ozeltisi eklenmesinin ardindan plaka 600 rpm’de 30 saniye c¢alkalanmis ve renk

gelisimi i¢in 37 °C’de 30 dakika bekletilmistir.

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra kuyucuklarin absorbansi SpectraMax
cihazinda 560 nm dalga boyunda Ol¢lilmiistiir. Bilinmeyen Orneklerin protein
konsantrasyonlari, BSA standartlarina ait absorbans degerlerinden olusturulan standart
egri lizerinden hesaplanmis ve baglangigtaki seyreltme katsayisi dikkate alinarak

diizeltilmistir.

Tablo 3.2 BCA Analizi i¢in standart ¢ozeltilerin hazirlanigi.

BSA Standart (Si1g1ir serum albiimini) | %1 SDS Son Konsantrasyon
Blank 50 uL

Standart 1 100 pg/mL_ 47,5 uL 2,5 uL

Standart 2 200 pg/mL 45 uL 5uL

Standart 3 500 pg/mL 37,5 ulL 12,5 uL

Standart 4 800 pg/mL 30 uL 20 uL

Standart 5 1200 pg/mL 20uL 30 uL

Standart 6 2000 pg/mL - 50 uL
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3.2.9. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western Blot

Analizi

Protein Orneklerinin molekiiler agirliklarina gore ayrilmast ve hedef
proteinlerin ifade diizeylerinin belirlenmesi amaciyla sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve WB analizleri gercgeklestirilmistir.
Elektroforez uygulamalarinda %12’lik ayirict jel ve %5°lik toplayici jel kullanilmigtir.

Jel ve Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Proteinlerin elektroforetik olarak ayrilmasi amaciyla %12 ayirici jel ile %5
toplayici jel hazirlanmistir. Ayirict jel ¢ozeltisi; 3 mL %40 akrilamid/bisakrilamid, 3
mL 1,5 M Tris-HCI tamponu (pH 8,8), 120 uL %10 SDS ve 5,1 mL distile su bir araya
getirilerek hazirlanmistir.  Jel polimerizasyonunun baglatilmas: i¢in karigima

dokiimden hemen 6nce 120 pL %10 amonyum persiilfat ve 12 uL TEMED eklenmistir.

Toplayici jel hazirlanirken 0,5 mL %40 akrilamid/bisakrilamid ¢ozeltisi, 1,25
mL 1 M Tris-HCI tamponu (pH 6,8), 50 puL %10 SDS ve 3,1 mL distile su
kullanmilmistir. Bu ¢ozeltiye polimerizasyon oncesinde 50 pL %10 APS ile 5 pL
TEMED ilave edilmistir. APS ve TEMED’in eklenmesinin ardindan jel ¢ozeltileri,

polimerizasyon baslamadan gecikmeksizin dokiim isleminde kullanilmistir.

Jel dokiimiinde kullanilacak cam plakalar Oncelikle %70 etanol ile
temizlenmis, kurutulmus ve Mini-PROTEAN II dikey elektroforez sisteminin dokiim
aparatina yerlestirilmistir. Hazirlanan ayirict jel ¢ozeltisi, toplayict jel igin yeterli
hacim birakilacak sekilde cam plakalar arasina aktarilmistir. Ayirici jelin tist ylizeyinin
diiz bicimde olusmasi ve oksijenle temasinin sinirlandirilmasi amaciyla jel ¢ozeltisinin
lizerine izopropanol eklenmistir. Polimerizasyonun tamamlanmasinin ardindan
izopropanol uzaklastirilmis ve jel ylizeyi distile su ile temizlenmistir. Daha sonra
toplayict jel c¢ozeltisi aywric1 jelin {izerine dokiilmiis, ornek kuyucuklarinin
olusturulmasi amaciyla tarak yerlestirilmis ve jel tamamen polimerlesinceye kadar oda

sicakliginda bekletilmistir.

SDS-PAGE islemlerinde kullanilan yiiriitme tamponu, 3,03 g Tris baz, 14,4 g

glisin ve 1 g SDS’nin distile su igerisinde ¢oziilmesiyle hazirlanmis ve ¢ozeltinin
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toplam hacmi 1 L’ye tamamlanmistir. Yaklasik pH 8,3 degerine sahip bu tampon,

protein drneklerinin jel boyunca elektroforetik olarak yiiriitiilmesinde kullanilmistir.

Elektroforez sonrasinda proteinlerin membrana aktarilmasi i¢in kullanilan yar1
kuru transfer tamponu, son konsantrasyonlar1 25 mM Tris baz, 192 mM glisin ve %20
metanol olacak sekilde hazirlanmistir. Transfer oncesinde jel, membran ve filtre

kagitlar1 bu tampon igerisinde dengelenmistir.

Membranlarin antikor inkiibasyonlar1 arasindaki yikama basamaklarinda
kullanilmak iizere 1x TBS-T ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu tamponun bilesiminde 48 mM
Trizma baz, 154 mM NaCl ve %0,1 Tween-20 bulunmus ve ¢ozeltinin pH degeri 7,4’
ayarlanmustir. Ozgiil olmayan antikor baglanmasimi azaltmak amaciyla kullanilan
bloklama ¢ozeltisi ise 1x TBS-T icerisinde %5 oraninda yagsiz siit tozu ¢oziilerek

hazirlanmustir.

Protein Orneklerinin Hazirlanmasi ve Elektroforez

Her ornekten analize alinacak protein miktar1 belirlendikten sonra lizatlar 2
Laemmli yiikleme tamponu ile karistirilmistir. Proteinlerin denatiirasyonu i¢in 6rnekler
100 °C sicaklikta 4 dk isitilmistir ardindan jel kuyucuklarina yiiklenmistir. Hedef
proteinlerin molekiiler biiyiikliiklerinin belirlenebilmesi igin Orneklerle birlikte

onceden boyanmis protein belirteci (ladder) kullanilmigtir.

Elektroforez baslangicinda proteinlerin toplayici jel igerisinde yogunlagmasi
i¢in diisiik voltaj olan 80V uygulanmistir. Orneklerin ayirici jele gegmesinin ardindan
voltaj, 120 V’a artirillmis ve protein belirteci izlenerek yeterli ayrim elde edilinceye

kadar yiiriitme islemine devam edilmistir.

Yar1 Kuru Transfer ve Bloklama islemi

Elektroforetik ayrim sonrasinda proteinler, yari kuru transfer sistemi
kullanilarak 0,45 pm gozenek capina sahip nitroseliilloz veya PVDF membrana
aktarilmisti. PVDF membran kullanilan deneylerde membran, transfer dncesinde
metanol ile aktive edilmis ve ardindan transfer tamponunda dengelenmistir. Jel,
membran ve filtre kagitlar transfer tamponunda 1slatildiktan sonra yar1 kuru transfer
kasetine uygun yonde ve aralarinda hava kabarcigi kalmayacak bigcimde

yerlestirilmistir.
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Transfer islemi tamamlandiktan sonra membran {iizerindeki toplam protein
dagilimi Ponceau S boyamasiyla kontrol edilmistir. Goriintilleme sonrasinda boya,

membranin TBS-T ile yikanmasiyla uzaklagtirilmistir.

Primer ve Sekonder Antikor Inkiibasyonlar:

Membran iizerinde 6zgiil olmayan antikor baglanmasin1 azaltmak amaciyla,
membranlar %5 yagsiz siit tozu i¢geren TBS-T igerisinde oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilmistir. Bloklama basamagi1 tamamlandiktan sonra membranlar, hedef proteinlere
0zgii primer antikorlarla gece boyunca inkiibe edilmistir. Primer antikor ¢ozeltileri
bloklama tamponu igerisinde hazirlanmis ve membranlar yaklasik 16 saat siireyle 4
°C’de calkalama altinda tutulmustur. Desmin tayininde tavsan poliklonal anti-Desmin
antikoru 1:1000, Emerin tayininde keg¢i poliklonal anti-Emerin antikoru 1:2000 ve
GAPDH tayininde fare monoklonal anti-GAPDH antikoru 1:3000 oraninda
kullanilmistir. SMYD1 i¢in tavsan poliklonal anti-SMYD1 antikoru 1:3000, Lamin B1
icin kegi poliklonal anti-Lamin B1 antikoru 1:3000 ve Hsp60 i¢in fare monoklonal
anti-Hsp60 antikoru 1:500 oraninda seyreltilmistir.

Primer antikorlarla inkiibasyonun ardindan, baglanmamis antikorlarin
uzaklagtirllmasi amaciyla membranlar 1x TBS-T ile oda sicakliginda ii¢ kez
yikanmustir. Her yikama basamagi 10 dakika stirdiiriilmiistiir. Daha sonra membranlar,
kullanilan primer antikorun iiretildigi tiire uygun HRP-konjuge sekonder antikorlarla
oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Tavsan kokenli primer antikorlarin
saptanmasinda keci anti-tavsan IgG (H+L) 1:5000, kegi kokenli primer antikorlarin
saptanmasinda keci anti-keci IgG (H+L) 1:3000 ve fare kokenli primer antikorlarin

saptanmasinda keci anti-fare I[gG (H+L) 1:2000 oraninda hazirlanmustir.

Sekonder antikor inkiibasyonu sonrasinda membranlar, 6zgiil olmayan
baglanmanin ve fazla sekonder antikorun uzaklastirilmasi i¢in yeniden 1x TBS-T ile
yikanmistir. Bu asamada da ii¢ ardisik yikama yapilmis ve her bir yikama 10 dakika

uygulanmstir.

Kemiliiminesans Goriintiileme

Protein bantlarimin goriintiilenmesi i¢in SuperSignal™ West Femto Maximum

Sensitivity Substrate kullanilmistir. Goriintiileme substratini hazirlamak tizere kit
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icerisinde yer alan iki reaktif 1:1 oraninda karigtirllmis ve membran bu karisim ile
karanlik ortamda 5 dakika inkiibe edilmistir. Protein bantlar1 GeneGrnome5
kemiliiminesans goriintiileme sistemi kullanilarak goriintiilenmis; uygun sinyal
yogunlugunu elde etmek amaciyla yaklasik 3 dakikalik pozlama siireleri

uygulanmigtir.

Niikleer ve sitoplazmik fraksiyonlama deneylerinde fraksiyonlarin safligini
degerlendirmek amaciyla Lamin B niikleer fraksiyon belirteci olarak, GAPDH ve
Hsp60 ise sitoplazmik fraksiyon belirtecleri olarak kullanilmustir.

3.2.10. Membran Strip Protokolii

Western blot analizlerinde ayn1 membranin yeniden kullanilabilmesi amaciyla

strip islemi uygulanmstir.

Strip Tamponu Bilesimi (Toplam 25 mL):

%10 SDS: 5 mL

Tris-HCI (pH 6.8): 3.125 mL

» PB-Merkaptoetanol (3-MCE): 200 puL

* dH20: Hacim 25 mL’ye tamamlanacak sekilde
Strip islemi 6ncesinde tampon taze hazirlanmistir.

Membranlar 50 °C'de 30 dakika strip tamponunda inkiibasyona birakilarak
antikorlar uzaklastirilmistir. Takiben yeniden bloklandiktan sonra farkli bir hedef

proteinin belirlenmesi amaciyla uygun primer antikor ile isleme alinmigtir.

3.2.11. immiin Coktiirme (IP)

Arastirma grubumuzun 6nceki ¢alismasinda, C2C12 hiicrelerinde Desmin ve
DAPI sinyalleri arasindaki en yiliksek es yerlesim katsayisinin farklilasmanin 28.
saatinde elde edilmesi (Pearson r = 0,70) nedeniyle (48), niikleer Desmin ile iligkili
protein komplekslerinin yakalanma olasiligini artirmak amaciyla, C2C12 hiicrelerinde

gergeklestirilen IP deneylerinde, bu zaman noktasi tercih edilmistir.

RNaz uygulanacak her niikleer protein Ornegine 1,5 pL RNaz A (stok

konsantrasyonu:10 mg/mL; son konsantrasyon: 0,06 mg/mL, toplam 15 pg RNaz
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A/ornek) eklenmis ve drnekler 4 °C’de diisiik hizda dondiiriilerek 1 saat inkiibasyona
birakilmigti. RNaz uygulanmayan kontrol ornekleri ise enzim eklenmeden aymi
kosullarda bekletilmistir. inkiibasyonun ardindan &rnekler 14.000 xg’de 10 dakika
santrifiijlenmis ve elde edilen siipernatantlar immiin c¢oktiirme deneylerinde

kullantlmistir.

Immiin ¢oktiirme deneylerinde kullanilacak protein lizatlari, IP tamponu ile
seyreltilerek son protein konsantrasyonu yaklasik 3 mg/mL olacak sekilde
ayarlanmistir. Her reaksiyonda esit miktarda protein kullanilmis ve hedef proteinin
coktiirlilmesi amaciyla 6rneklere 10 pg anti-Desmin antikoru eklenmistir. Negatif
kontrol grubunda ise anti-Desmin antikoru yerine ayni miktarda kontrol IgG
kullanilmistir. Hazirlanan karisimlar, antijen—antikor komplekslerinin olusmasini
saglamak amaciyla 4 °C’de yaklasik 18 saat boyunca diisiik hizda dondiiriilerek inkiibe

edilmistir.

Her 6rnek i¢in 30 pL Protein A/G manyetik boncuk kullanilmistir. Boncuklar
reaksiyona eklenmeden 6nce IP tamponu ile iki kez yikanmis, ardindan antikor ve
protein lizat1 igeren karisimlara aktarilmistir. Immiinkomplekslerin boncuklara
baglanmas1 i¢in Ornekler oda sicakliginda 1 saat boyunca dondiiriilerek inkiibe
edilmistir. Antikorsuz boncuk kontroliinde ise protein lizati, IP tamponu ve manyetik

boncuklar ayni kosullarda birlikte inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun sonunda tiipler manyetik ayiriciya yerlestirilmis ve boncuklara
baglanmayan proteinleri igeren sivi faz yeni tiiplere aktarilmistir. Bu fraksiyon akis
gecisi (flow-through) olarak saklanmistir. Boncuklara bagli immiinkompleksler, 6zgiil
olmayan baglanmalar1 azaltmak amaciyla IP tamponu ile iki kez yikanmis ve son

yikama distile su kullanilarak gergeklestirilmistir.

Yikama islemlerinin ardindan boncuklara bagli proteinlerin eliie edilmesi i¢in
orneklere 2x Laemmli yiikleme tamponu eklenmistir.

Karsihkh (Reciprocal) Immiin Coktiirme

Desmin ile etkilesim potansiyeli yiiksek olan aday proteinler arasindan, niikleer
zarf proteinlerini temsil eden TMPO (LAP2) ile RNA baglayici protein grubunu temsil

eden DDXS5 sec¢ilmis ve Desmin ile etkilesimleri karsilikli immiin ¢oktiirme deneyleri
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ile dogrulanmistir. Karsilikli Co-IP deneylerinde, Bolim 3.2.11'de agiklanan IP
protokolii esas alinmis; Desmin antikoru yerine hedef proteinlere 6zgii antikorlar
kullanilmistir. Bu deneylerde, Boliim 3.1.8°de tanimlanan Co-IP tamponu %2 SDS

eklenmeden hazirlanmistir.

Her reaksiyonda protein konsantrasyonu yaklagik 3 mg/mL’ye ayarlanmig
C2C12 miyotiip lizatlar1 kullanilmigtir. TMPO-IP reaksiyonlarina 10 pg anti-TMPO,
DDXS5-IP reaksiyonlarma ise 10 ug anti-DDXS5 antikoru eklenmistir. Her deneyde
0zgiil olmayan baglanmay1 degerlendirmek amaciyla uygun IgG kontrolii (Sigma
15256), ¢oktiirme sonrasinda baglanmadan kalan proteinleri degerlendirmek amaciyla
akis gecisi (flow-through, FT) ve primer antikor igermeyen boncuk kontrolii (no-
antibody control, NTC) paralel olarak yiiriitiilmiistiir. Dynabeads Protein G Boncuklar1

deneyde kullanilmistir.

TMPO ve DDXS5-IP deneyleri iki ayri uygulamada gerceklestirilmistir. ilk
uygulamada hem 06zgiil IP hem de IgG kontrol 6rneklerinde belirgin Desmin sinyali
gbzlenmesi iizerine deney kosullar1 yeniden diizenlenmistir. ikinci uygulamada yeni
ve son kullanma tarihi gecerli Protein A/G manyetik boncuklar kullanilmis, Co-IP
tamponuyla gerceklestirilen yikama sayist ikiden {ige ¢ikarilmig ve protein
birliktelikleri her iki yonde degerlendirilmistir. Bu kapsamda Desmin-IP 6rneklerinde
TMPO veya DDXS5, TMPO- ve DDXS5-IP 6rneklerinde ise Desmin proteini WB ile

arastirilmistir,

Antijen—antikor kompleksleri 4 °C’de diisiik hizda dondiiriilerek 18 saat inkiibe
edilmis; ardindan her 6rnege 30 pL Protein A/G manyetik boncuk eklenerek oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir. Boncuklar Co-IP tamponuyla 4 kez
ve son olarak distile suyla yikanmis; boncuklara bagli immiinkompleksler 2x Laemmli
yiikleme tamponu ile eliie edilmigstir. FT fraksiyonlar1 ayri tiiplerde saklanmis ve WB

analizinde immdiin ¢oktlirme verimliliginin degerlendirilmesi amaciyla kullanilmistir.

3.2.12. Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS) Analizi

C2C12 hiicrelerinden elde edilen Desmin ¢oktiirme (IP1, IP2) ve IgG kontrol
ornekleri proteomik analiz amaciyla TUBITAK UME Biyoanaliz Laboratuvari’na

gonderilmistir
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Triptik Peptit Hazirlanmasi:

Proteomik analiz ¢alismalar1 kapsaminda, 1 mg liyofilize RapiGest SF tozu,
%0,1 (w/v) son konsantrasyon elde edilecek sekilde 1 mL 50 mM amonyum
bikarbonat igerisinde ¢Oziilmiistiir. Elde edilen bu ¢ozeltiden, IP 6rneklerine 100 pL
eklenmis ve vortekslenerek homojenizasyon saglanmistir. Protein drneklerine, 5 mM
son konsantrasyonda olacak sekilde Dithiothreitol (DTT) ilave edilmis ve 6rnekler 60
°C sicaklikta 30 dakika boyunca bekletilmistir. Oda sicakligina sogutulan 6rneklere,
proteinlerin alkillenmesi amaciyla 15 mM son konsantrasyonda iyodoasetamid
eklenmis ve 30 dakika boyunca karanlik ortamda bekletilmistir. Enzimatik sindirim
islemi icin orneklere 1 pg Trypsin Lys-C (50 mM amonyum bikarbonat icerisinde)
enzimi ilave edilmis ve 37 °C’de gece boyu inkiibasyon gerceklestirilmistir. Enzimatik
pargalama isleminin ardindan, RapiGest SF’in hidrolizi i¢in 6rneklere yaklasik %0,5
(pH < 2) son konsantrasyonda yiiksek saflikta formik asit (FA) eklenmistir. Karigim,
37 °C’de 30 dakika daha inkiibasyona birakilmistir. Asit muamelesi gérmiis 6rnekler,
hidroliz yan iriinlerinin uzaklastirilmasi amaciyla 13.000 rpm hizda 10 dakika
santrifiijlenmigtir. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant, yeni mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmistir. Hazirlanan 6rneklerin peptit derisimleri Pierce™ Quantitative
Peptide Assay (Kat. No. 23275) kullanilarak belirlenmistir. Peptit derisimleri 0,5
mg/mL olacak sekilde ayarlanmis ve Ornekler LC-MS/MS analizinde kullanilmak
tizere HPLC viallerine aktarilmistir (Tablo 3.3.).

Tablo 3.3. LC-MS/MS analizi oncesinde Desmin IP1, IP2 ve IgG kontrol
orneklerinden elde edilen peptit derisimleri. Peptit derisimleri
Pierce™ Quantitative Peptide Assay yontemi ile belirlenmistir.

Tablo 2: Peptit derisimleri

Numune Adi Peptit derisimi (mg/ml)
IP1 1,09
P2 1,03
18G 0,91
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Kromatografik Ayristirma ve MS/MS Analizi:

Orneklerin LC-MS/MS analizi ve protein tanimlama islemleri asagida
belirtilen protokole uygun olarak gergeklestirilmistir. Analizlerde; Thermo Scientific™
UltiMate™ 3000 RSLCnano ultra yiiksek performansli sivi kromatografisi (UHPLC)
sistemi ve Thermo Scientific™ Easy-Spray™ iyon kaynagi ile donatilmis Thermo
Scientific™ Q Exactive™ HF kiitle spektrometresi kullanilmistir. Analiz 6ncesinde
cihazin kalibrasyon ayarlar1 optimize edilmistir. Elde edilen triptik peptitler, MS/MS
analizi Oncesinde hidrofobiklik 6zelliklerine gore ters faz sivi kromatografisi ile
ayristirilmistir. Ornekler dncelikle bir tuzak kolonda (PepMap NEO, C18, 5 um, 100A,
300 um i.d. x 5 mm) tutulmus; ardindan nano pompa araciligryla olusturulan asetonitril
gradyan: ile tuzak kolondan ayrilan peptitler, analitik kolona (Easy-Spray ES902
RSLC C18, 2 pm, 100A, 75 um x 25 cm) aktarilmistir. Ayrim islemi, 40 °C kolon
sicakliginda, 350 nL/dk akis hizinda ve 60 dakikalik ters faz kromatografisi gradyani
uygulanarak hidrofobik etkilesimler prensibiyle tamamlanmistir. Nano-LC kolonuna
5 uL peptit 6rnegi yliklenmistir. Mobil faz A; %0,1 formik asit (FA) iceren 98:2 (v/v)
H20:ACN ¢ozeltisinden, Mobil faz B ise 9%0,1 FA iceren 98:2 (v/v) ACN:H20

¢ozeltisinden hazirlanmistir. Uygulanan nano-LC metodu Sekil 3.3’te sunulmustur.

Analizlerde kullanilan Q Exactive HF-X kiitle spektrometresi (Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Almanya), veri toplama islemiyle ayn1 giin temizlenmis ve Tune
(Versiyon 2.9) cihaz kontrol yazilimi aracilhigiyla kalibre edilmistir. Iyonizasyon
parametreleri; piiskiirtme voltaj1 2 kV, 'funnel' RF seviyesi 40 ve kapiler sicakligi 270
°C olacak sekilde optimize edilmistir. Veri toplama siirecinde uygulanan Full MS/dd-
MS2 (Data-Dependent Acquisition) parametrelerine ait detaylar Sekil 3.1°de

sunulmustur.



Sekil 3.1. Peptitleri ayirmada kullanilan Full MS/dd-MS2 parametreleri.

100+

Properties of Full MS / dd-M52 (

~ General

Runtime 0 to 60 min
Polarity positive
Default charge = 2
Inclusion —
Exclusion —
Tags -

“ Full MS
Resolution 60,000
AGC target 3eb
Maximum IT 45 ms
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350 to 1400 m/z

v dd-mMsz2 / dd-SIM
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AGC target le5
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TopM
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(N)CE / stepped nce: 28
Spectrum data t Centroid
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Intensity thresh 2.0e4
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Peptide match preferred
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% HIfmin — Y%A
i —/ %B
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F1.00
504
— Lo.s0
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| s min
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0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 €0.0
No Time lu';:‘:::n'l %B Curve
1 0.000 ) Run
2 0.000 | 0.350 3.0 5
3 3.000 0.350 8.0 5
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9 60.000 0.350 3.0 5
10 New Row
11 60.000 Stop Run

Sekil 3.2.

LC-MS/MS analizi oncesinde triptik peptitlerin ayristirilmasinda
kullanilan nano-sivi kromatografisi (nano-LC) gradyam. IP
orneklerinden elde edilen triptik peptitler, ters faz C18 kolon {izerinde 60
dakikalik asetonitril gradyani kullanilarak hidrofobiklik 6zelliklerine gore
ayristirilmigti. Mobil faz B oraninin zamanla arttirillmasiyla farklh
hidrofobiklikteki peptitlerin kolondan ardisik olarak eliie olmas1 saglanmig
ve peptitler kiitle spektrometresine aktarilmigtir.
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LC-MS/MS verilerinin islenmesi ve analizi:

Sequest HT arama algoritmasina sahip Proteome Discoverer 3.2 yazilimi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Desmin IP ve IgG negatif kontrol 6rneklerinden elde
edilen spektral veriler, UniProt Mus musculus (Taxonomy ID:10090) protein
veritabanina karst analiz edilmistir. Protein tanimlamalarinda peptit ve protein
diizeyinde %1 yanlis kesif orani (False Discovery Rate, FDR <0,01) esigi uygulanmis,
kantitatif karsilastirmalar ise Proteome Discoverer 3.2'nin Minora Feature Detector /
MaxLFQ modiilii kullanilarak etiketsiz (label-free) yogunluk temelli yontemle
gerceklestirilmistir. Sequest HT analizinde 6nciil iyon kiitle tolerans1 10 ppm, fragment

iyon kiitle toleranst ise 0,6 Da olarak belirlenmistir.
Kalite Kontrol:

Analize baslamadan 6nce kalite kontrol (QC) 6rnegi olarak 1000 ng Thermo
Scientific Pierce™ Hela Protein Digest Standard (Kat. No. 88329) yiiklenmistir. Bu
standart, HeLLa S3 hiicrelerinden elde edilmis, LysC ve tripsin ile par¢alanmis karmagik
bir peptit karisimi olup LC-MS/MS sistem performansinin, kromatografik ayrimin ve

protein tanimlama kalitesinin dogrulanmasi amaciyla kullanilmistir.
Proteomik (IP-MS) Veri Analizi:

C2C12 Desmin IP-MS verti seti, iki biyolojik tekrarin her biri i¢in iki teknik
tekrar igeren Desmin immiinopresipitasyon ornekleri (toplam dort Desmin IP 6l¢limii)
ile bir biyolojik IgG izotip kontrol 6rneginin iki teknik tekrarindan (toplam iki IgG

kontrol 6l¢iimii) olusmaktadir.

Desmin IP Ornekleri ile IgG izotip kontrol Ornekleri arasindaki protein
zenginlesme farkliliklar1 limma R paketi r versiyon kullanilarak analiz edilmistir. Elde
edilen p degerleri Benjamini—Hochberg yontemi (p.adjust fonksiyonu, stats paketi) ile
coklu test diizeltmesine tabi tutulmus ve diizeltilmis p degeri (adj.p <0,05) istatistiksel

anlamlilik esigi olarak kabul edilmistir.

Limma analizi ile belirlenen 192 anlamli protein, IP-MS c¢aligmalarinda sik
goriilen arka plan proteinlerini elemek amaciyla filtrelenmistir. Filtreleme Slg¢iitleri: en
az iki 6zgiin peptit ile tanimlanmis olma, IP/IgG zenginlesme oraninin 2'den biiyiik
olmas1 ve biyolojik tekrarlar arasinda tutarli zenginlesme gosterme. Arka plan

proteinlerinin degerlendirilmesinde CRAPome veritabam1 referans alinmis; bu
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veritabaninda yiiksek frekansta rapor edilen proteinler aday degerlendirmesinde
dikkatli yorumlanmistir (98). Bu Odlgiitleri karsilayan 21 protein aday listesini
olusturmustur. Biyolojik tekrar sayisinin siirli olmasi nedeniyle bu olgiitler kesin
istatistiksel esikler olarak degil, aday proteinlerin onceliklendirilmesini destekleyen

oOlgiitler olarak degerlendirilmistir.

IP/IgG orani, Desmin IP ve IgG kontrol 6rneklerine ait ham protein bolluk
degerlerinin orani kullanilarak hesaplanmistir. Limma analizi ile elde edilen log.FC
degerlerinin yonii ve biiyiikliigii, ham protein bolluklarindan hesaplanan IP/IgG

oranlari ile karsilagtirilarak tutarliligi degerlendirilmistir.

RNaz uygulamali C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS analizinde, RNaz
uygulanmis ve uygulanmamis Desmin IP 6rnekleri arasindaki farkliliklar yine limma
paketi kullanilarak degerlendirilmistir. RNaz kontrast1 asagidaki sekilde

tanimlanmaistir:
log:FC(RNaz) = log2(IP(Desminy) — logz(IPRNaz-Desminy)

Bu tanima gore pozitif log.FCRNaz) degeri, RNaz uygulamasi sonrasinda
protein bollugunun azalmasini ve dolayisiyla RNA'ya bagiml etkilesim olasiligin;
negatif deger ise RNaz uygulamasindan etkilenmeyen ve RNA'dan bagimsiz,
potansiyel dogrudan protein-protein etkilesimini gostermektedir. Anlamlilik 6l¢titii
olarak adj.p < 0,05 ve |log2FC| > 1 esikleri kullanilmistir. Eksik bolluk degeri bulunan
orneklerde, ayn1 deney kosuluna ait diger IgG teknik tekrarindaki deger kullanilarak
eksik gozlem tamamlanmistir. RNaz uygulamali analiz, aday proteinlerin Desmin ile
etkilesimlerinin RNA'ya bagimli m1 yoksa RNA'dan bagimsiz m1 gerceklestigini

degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmistir.

Protein tanimlamalarinin giivenilirligini degerlendirmek amaciyla 6zgiin peptit
sayis1 ve peptit-spektrum eslesmesi (PSM) degerleri dikkate alimmistir. Ozgiin peptit
sayist ilgili proteini tanimlayan farkli peptit dizilerinin sayisini, PSM ise bu peptitlerin

MS analizinde ka¢ kez tanimlandigini ifade etmektedir.
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3.2.13. Aday Proteinlerin Onceliklendirilmesi ve Korelasyon Analizleri

Deneysel dogrulama ic¢in Oncelikli aday proteinlerin belirlenmesinde, ¢oklu
kanitlar1 tek bir Olglitte birlestiren birlesik skor yaklasimi kullanilmistir. Aday
proteinlerin belirlenmesi ve 6nceliklendirilmesinde izlenen analiz is akis1 Sekil 3.3'te

Ozetlenmistir.

4 Desmin IP + 2 IgG kontrol = 6 MS dlgtimi

'

2. limma Analizi (Desmin IP vs IgG)
BH ¢oklu test diizeltmesi, adj.p < 0,05 — 192 anlamli protein

‘ 1. C2C12 Niikleer Desmin IP-MS Veri Seti ’

.
- 3. Filtreleme
AT e
"+ 22 dzgin peptit  (kimlik givenilirligi)
* Yiksek IP/IgG orani  (spesifiklik)

4A. KADEME Siniflandirmasi

* Biyolojik tekrarlar arasi tutarl
\\ zenginlesme /

K1: 3 veri seti (EEF1A1) >

K2A: C2C12 + C2C12+RNaz T
(HNRNPA2B1) 4. 24 Aday Protein + NUP214

K2B: C2C12 + zebrabaligi (NUP214: resiprokal Co-IP ile bagimsiz dogrulanmig)
(NUP153, M5N, RAN)

K3: Sadece C2C12, giiclii l

(DES, VIM, PLEC) — 21 aday

v

6. Bilesik Skor Analizi
6 Olgiit: log,FC | —logyg(adj.p) | PSM | Ozgiin peptit |
log1o(IP/IgG) | Kademe
Min-maks normalizasyon (0-1)
Esit agirlikii ortalama (her 6lgtite 1/6)

K4: Sadece C2C12, orta ‘ 5. Referans proteinler cikarildi ’

4B. 5 iglevsel Grup

Grup 1: Niikleer zarf/NPC

Grup 2: RNA-baglayici
(13 protein)

Grup 3: Translasyon

Grup 4: IF referanslari
(DES, VIM, PLEC) ¥

Grup 5: Diger 7. Sagl

lik Kontrolii: 3 Agirlilandirma

(1) Esit: her dlgiite 1/6

(2) Ozgiin peptit + IP/IgG'ye 1/4, digerlerine 1/8

(3) —logyo(adj.p) + 6zglin peptite 1/4, digerlerine 1/8
— llk 6 aday (i stratejide de degismedi

4C. RNaz Duyarlilik Analizi
+RNaz kontrasti (limma)

Sadece HNRNPA2B1 + EEF1A1
Yonsel azalma, anlaml degil

8. ilk 6 Aday Protein
TMPO (0.677) — NPC/Nukleer zarf

RANBP2 (0.639) — NPC

HNRNPU (0.462)
DDX5 (0.414) — RNA-baglayici
EEF1A1 (0.408) — Translasyon
NUP153 (0.379) — NPC

] ¥ ¥
9B. Korelasyon Analizi 9C. EEF1A1 RNaz Analizi
Pearson r > 0,90-0,994 +RNaz kontrasti
Spearman p > 0,82-0,986 Azalma egilimi (p = 0,106)
Tiim 15 ¢ift BH-diiz. p < 0,05 Anlamli degil

— RNA-baglayici

9A. Zenginlesme Dogrulamasi
Ham log,FC vs limma log,FC
— 20,5 log, birim icinde uyumlu

Sekil 3.3. C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS verilerinin analizi ve aday
protein onceliklendirme is akisi. C2C12 niikleer desmin IP-MS veri
setinden (4 IP + 2 IgG kontrol) baglayarak, limma analizi (adj.p < 0.05,
FDR kontrolii) ile 192 istatistiksel olarak anlamli protein saptandi. Aday
kalite filtresi (= 2 6zgiin peptit, yliksek IP/IgG oran1 ve biyolojik tekrarlar
arasinda tutarli zenginlesme) uygulanarak 21 oncelikli aday protein elde
edildi; NUP214, zebra baligi kas dokusunda gerceklestirilen Desmin—
Lamin Bl iki yonli Co IP-MS analizinden elde edilen bagimsiz
destekleyici kanit nedeniyle birlesik aday listesine dahil edilmistir.
Referans proteinlerin (DES, VIM, PLEC) cikarilmast ve alti olgiitlii
birlesik skorun (li¢ agirliklandirma stratejisiyle saglamlik kontrolii dahil)
uygulanmasiyla ilk 6 aday belirlenmistir.
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Deneysel dogrulama icin Oncelikli aday proteinlerin belirlenmesinde, ¢oklu
kanitlart tek bir 6l¢iitte birlestiren birlesik skor yaklagimi kullanilmistir. Birlesik skor
hesaplamasinda alt1 degisken birlikte degerlendirilmistir: limma analizi ile elde edilen
log:FC degeri, —logio(adj.p), peptit-spektrum eslesmesi (PSM) sayisi, 6zgiin peptit
sayisi, logio(IP/IgG orani) ve ¢apraz veri seti karsilastirmasina dayali kanit diizeyleri

(Kademe).

Referans proteinler (DES, VIM ve PLEC) degerlendirme dis1 birakildiktan
sonra kalan aday proteinler i¢in her degisken min—maks normalizasyonu ile 0-1
araligima doniistiiriilmiis ve alti degiskenin esit agirlikli ortalamasi alinarak nihai
birlesik skor hesaplanmistir. Capraz veri seti karsilastirmasina dayali kanit diizeylerini
temsil eden Kademe degiskenine sirasiyla, KADEME 1 (ii¢ veri setinde ortak
tanimlanma)=3,0, KADEME 2A/2B (iki veri setinde tanimlanma)=2,5, KADEME 3
(tek veri setinde giiglii kanit)=1,5 ve KADEME 4 (tek veri setinde orta diizey
kanit)=1,0 olacak sekilde kademe puanlar1 atanmistir. Bu puanlar, kanit diizeyi arttik¢a
puanin artmasi ilkesine gore atanmis; komsu kademeler arasindaki farklar, destekleyen

veri seti sayisindaki artisa karsilik gelecek sekilde belirlenmistir.

Birlesik skor yaklagiminin saglamligini degerlendirmek amaciyla ii¢ farklh
agirliklandirma stratejisi uygulanmis ve ilk alti adayin degismedigi dogrulanmistir:
tim Olcltlere esit agirlik (her olgilite 1/6), 6zglin peptit sayist ve logio(IP/IgG)
oOl¢iitlerine diger dort olciitiin iki kat1 agirlik (bu iki Olgiite 1/4, digerlerine 1/8), —
logio(adj.p) ve 6zglin peptit sayisi Olciitlerine diger dort 6l¢iitiin iki kat1 agirlik (bu iki
Olctite 1/4, digerlerine 1/8).

Birlesik  skor, aday proteinlerin deneysel dogrulama amaciyla
onceliklendirilmesini kolaylastirmak icin gelistirilmis bir siralama Olgiitidiir ve

istatistiksel anlamliligin yerine gegen bir 6l¢iit olarak degerlendirilmemistir.

Onceliklendirilen aday proteinler arasindaki birlikte degisim oriintiilerini
incelemek amaciyla korelasyon analizi gerceklestirilmistir. Bu analiz, aday
proteinlerin se¢imi i¢in degil, protein bolluklar1 arasindaki iligkilerin kesifsel olarak
degerlendirilmesi amaciyla uygulanmistir. Protein bolluk degerleri genis bir dinamik
aralik gosterdiginden analiz 6ncesinde logio doniisiimii uygulanmistir. Dogrusal

iliskiler Pearson, siralamaya dayali iliskiler ise Spearman korelasyon katsayilari
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kullanilarak degerlendirilmistir. Coklu karsilastirmalardan kaynaklanan Tip I hata
olasiligimmi1 kontrol etmek amaciyla p-degerlerine Benjamini—-Hochberg diizeltmesi
uygulanmistir. Korelasyon analizi alti LC-MS/MS 6l¢limii iizerinden gergeklestirilmis
olmakla birlikte, bu oOl¢iimler yalnizca {i¢ bagimsiz biyolojik 6rnege ait teknik

tekrarlari icerdiginden BH-diizeltilmis p-degerleri kesifsel amagla yorumlanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. C2C12 hiicrelerinde Nkx2.5 Gen Ifadesinin Degerlendirilmesi

C2C12 hiicrelerinde Nkx2.5 (Nk2 homebox 5) gen ifadesi RT-PCR ve ger¢ek
zamanl kantitatift PCR (qPCR) yontemleri ile degerlendirildi. C2C12
miyoblastlarindan ve farklilasmanin birinci, ikinci, {igiincii giinlerinden elde edilen

RNA o6rneklerinden sentezlenen cDNA kullanilarak RT-PCR analizleri gergeklestirildi.

[k kullanilan Nkx2.5 primer ¢ifti (Tablo 4.1, Primer Seti 1) ile gerceklestirilen
RT-PCR analizlerinde beklenen amplifikasyon iiriiniine ek olarak primer-dimer
ve/veya 0Ozgil olmayan amplifikasyon bantlar1 gozlenmistir. Bu nedenle PCR
kosullarii iyilestirmek amaciyla baglanma sicakligi (57, 60 ve 63 °C), reaksiyon
karistmina %2 DMSO ilavesi, primer konsantrasyonu ve MgCl: konsantrasyonu
optimize edildi. Ancak gergeklestirilen tiim optimizasyonlara ragmen primer-dimer
ve/veya 0zgll olmayan amplifikasyon iirlinleri devam etti ve 6zgiil amplifikasyon elde

edilemedi (Sekil 4.1).



(A)

57°C

60°C
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63°C

gDNA cDNA NTC gDNA cDNA NTC gDNA cDNA NTC 400

oP e

Beklenen bant
148bp

Kuyu: 1 2 3

Kuyu 1: C2C12 miyoblast gDNA +57°C
Kuyu 2: C2C12 miyoblast cDNA +57°C
Kuyu 3: NTC +57°C

(B)

57°C

Kuyu 4: C2C12 miyoblast gDNA +60°C
Kuyu 5: C2C12 miyoblast cDNA +60°C
Kuyu 6: NTC +60°C

60°C

Kuyu 7: C2C12 miyoblast gDNA +63°C
Kuyu 8: C2C12 miyoblast cDNA +63°C
Kuyu 9: NTC +63°C

Kuyu 10: 100 bp ladder (M)

63°C

gDNA cDNA NTC gDNA cDNA NTC gDNA cDNA NTC A%

\d0e*

Beklenen bant __
148 bp.

Kuyu: 1 2 3

Kuyu 1: C2C12 miyoblast gDNA + %2 DMSO +57°C
Kuyu 2: C2C12 miyoblast cDNA + %2 DMSO +57°C
Kuyu 3: NTC + %2 DMSO+57 °C

4 5 6 7

Kuyu 4: C2C12 miyoblast gDNA + %2 DMSO +60°C
Kuyu 5: C2C12 miyoblast cDNA + %2 DMSO +60°C

Kuyu 6: NTC + %2 DMSO+60 °C

8 9 10

Kuyu 7: C2C12 miyoblast gDNA + %2 DMSO +63°C

Kuyu 8: C2C12 miyoblast cDNA + %2 DMSO +63°C
Kuyu 9: NTC + %2 DMS0+63 °C
Kuyu 10: 100 bp ladder (M)
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©

00“ 00‘““\ o0 00“ e O“P’
ona A o \Te gona A 0T

0,6 uM primer + 65°C 0,4 uM primer + 65 °C M

IR & s

R

- - -
A

Beklenen bant

148bp,
Kuyu: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Kuyu 1: C2C12 miyoblast gDNA +0,6uM primer +65°C Kuyu 5: C2C12 miyoblast gDNA +0,4uM primer +65°C
Kuyu 2: C2C12 miyoblast cDNA+ + 0,6uM primer +65°C Kuyu 6: C2C12 miyoblast cDNA+ + 0,4uM primer +65°C
Kuyu 3: C2C12 erken miyotiip cDNA + 0,6uM primer +65°C Kuyu 7: C2C12 erken miyotiip cDNA +0,4uM primer +65°C
Kuyu 4: NTC + 0,6uM primer +65°C Kuyu 8: NTC + 0,4uM primer +65°C

Kuyu 9: 100 bp ladder (marker)

“ 00““ 00 k “ 0"\““00“'*
gONA A% 0¥ NTe gona AT 09

0,6 uM primer + 60°C 0,4 uM primer + 60°C M

148 bp,
Kuyu: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Kuyu 1: C2C12 miyoblast gDNA +0,6pM primer +60°C Kuyu 5: C2C12 miyoblast gDNA +0,4pM primer +60°C
Kuyu 2: C2C12 miyoblast cDNA+ + 0,6uM primer +60°C Kuyu 6: C2C12 miyoblast cDNA+ + 0,4uM primer +60°C
Kuyu 3: C2C12 erken miyotiip cDNA + 0,6uM primer +60°C Kuyu 7: C2C12 erken miyotiip cDNA + 0,4pM primer +60°C
Kuyu 4: NTC + 0,6pM primer +60°C Kuyu 8: NTC + 0,4uM primer +60°C

Kuyu 10: 100 bp ladder (marker)
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(D)

2,5 mM MgCI2 1,5 mM MgCI2 1 mM MgCI2

Beklenen bant |
148 bp

Kuyu: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Kuyu 1:  c¢cDNA DO (+2,5 mM MgCl2, 60 °C) Kuyu 6: NTC (+1,5 mM MgCI2, 60 °C)
Kuyu 2: cDNA D1 (+2,5 mM MgCI2, 60 °C) Kuyu7: cDNA DO (+1 mM MgCI2, 60 °C)
Kuyu 3: NTC (+2,5 mM MgCI2, 60 °C) Kuyu 8: ¢DNAD1 (+1 mM MgCI2, 60 °C)
Kuyu 4: cDNA DO (+1,5 mM MgCI2, 60 °C) Kuyu9: NTC (+1 mM MgCI2, 60 °C)
Kuyu 5: cDNA D1 (+1,5 mM MgCI2, 60 °C) Kuyu 10: 100 bp ladder (M)

Sekil 4.1. Nkx2.5 primerleri icin gerceklestirilen PCR optimizasyonu. (A) PCR
analizleri 57, 60 ve 63 °C baglanma sicakliklarinda gergeklestirilmistir. Her
sicaklik i¢in sirastyla miyoblast hiicrelerine ait genomik DNA (gDNA),
cDNA ve negatif kontrol (NTC) ornekleri yiiklenmistir. (B) Ayn1 PCR
kosullar1 reaksiyon karigimina %2 DMSO ilave edilerek tekrarlanmistir.
(C) PCR analizleri 60 °C baglanma sicakliginda iki farkli primer
konsantrasyonu (her primer i¢in 0,6 pM ve 0,4 pM) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Her iki primer konsantrasyonu i¢in sirastyla miyoblast
hiicrelerine ait genomik DNA (gDNA), miyoblast (D0) cDNA'si,
farklilagmanin 1, 2 ve 3. giinlerine (D1, D2 ve D3) ait C2C12 cDNA
ornekleri ve negatif kontrol (NTC) analiz edilmistir. Kullanilan molekiiler
belirteg 100 bp olarak isaretlenmistir. (D) Ozgiil olmayan bant olusumunu
onlemek amaciyla 6rneklerde kullanilan MgCl2 miktar1 degistirilmistir. 60
°C baglanma sicakliginda sirasiyla C2C12 ¢cDNA ornekleri ve negatif
kontrol (NTC) yer almaktadir.

qPCR analizlerinde proliferasyon doneminde toplanan iki bagimsiz DO

miyoblast 6rnegi ile farklilasmanin 2. ve 3. giinlerinden elde edilen D2 ve D3 miyotiip



56

ornekleri kullanildi. DO 6rnekleri bagimsiz biyolojik drnekler olarak degerlendirilmis,

her 6rnek Nkx2.5 ve GAPDH primerleri ile ii¢ teknik tekrar halinde analiz edilmistir.

gPCR analizlerinde referans gen olarak kullanilan GAPDH, yaklasik 13-16 Ct
araliginda belirgin amplifikasyon gostermis ve erime egrisinde tek pik olusturmustur.
Buna karsilik Nkx2.5 amplifikasyonu 26-27 Ct araliginda gergeklesmis (ACt = 11-13)
ve erime egrisinde birden fazla pik gozlenmistir. Ayrica qPCR f{irlinlerinin agaroz jel
elektroforezinde beklenen 148 bp bandina ek olarak diisiik molekiil agirlikli bantlar
saptanmis olup, bu bulgu erime egrisindeki ¢coklu piklerle uyumlu bulunmustur (Sekil

4.2).

A

=z @ < ssat ko5 srmeka (00)

— — @ 5. saat niozs srmekz (00)

@ s6. sat nioczs (02)

B. = D 120. saat nko2.5 (D3)
@ 5. sast GaroH srmeka (00)
B <5503t Gavon ek (00)
[ 96. saat GapoH (02)

B 120.sat cavom (03)

oF idT

Sekil 4.2. C2C12 hiicrelerinde Nkx2.5 gen ifadesinin qPCR analizi. (A) Miyoblast
(DO) ve farklilasmis miyotlip (D2 ve D3) oOrneklerinden elde edilen
cDNA'larda Nkx2.5 ve referans gen GAPDH i¢in elde edilen amplifikasyon
egrileri. (B) Ayn1 6rneklere ait erime (melting) egrileri. GAPDH igin tek pik
gozlenirken, Nkx2.5 amplifikasyonunda birden fazla erime piki saptanmis
olup bu durum 06zgill olmayan amplifikasyon ve/veya primer-dimer
olusumu ile uyumludur.

[k primer seti ile 6zgiil amplifikasyon elde edilememesi iizerine alternatif
olarak tasarlanan ikinci primer ¢ifti (Tablo 4.1, Primer Seti 2) farkli baglanma
sicakliklar1 ve reaksiyon kosullarinda test edilmistir. Ancak yapilan optimizasyonlara
ragmen beklenen 337 bp biiyiikliigiinde amplifikasyon {iriinii elde edilememistir. ik

ve ikinci primer setlerinin karsilastirilmasinda, ilk primer setinde 6zgilil olmayan
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amplifikasyon iriinlerinin devam ettigi, ikinci primer setinde ise amplifikasyon

olusmadig1 gézlenmistir (Sekil 4.3).

yeni primer seti eski primer seti

get
N LSRR R N \oO
® R\ QO\‘\P\ ) ® o2 ®© o ® WO 00 o

PN
QO“P‘ o0 ® o2 ® o2

Beklenen bant

Nkx2.5: 337 bp

Beklenen bant

Nkx2.5: 148 bp

—_—
————
—
—
am e
————
——
—
-

Kuyu: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Yeni primer seti (337 bp) Eski primer seti (148 bp)
Kuyu 1: Kuyu 2: Kuyu 3: Kuyu 4: Kuyu 5: Kuyu 7: Kuyu 8: Kuyu 9: Kuyu 10: Kuyu11:  Kuyu 6: Kuyu 12:
gDNA D2 cDNA D2 cDNA D3 cDNA NTC gDNA D2 cDNA D2 cDNA D3 cDNA NTC (bos 100 bp
+0,4uM primer, (+0,4uM primer, (+0,4uM primer, (+0,4uM primer, (+0,4uM primer, | (+0,4uM primer, (+0,4uM primer, (+0,4uM primer, (+0,4uM primer, (+0,4uM primer, ~ &rnek ladder
+%2 DMSO, +%2 DMSO, +%2 DMSO, +%2 DMSO, +%2 DMSO, +%2 DMSO, +%2 DMSO, +%2 DMSO, +%2 DMSO, +%2 DMSO,  yiklenmedi) (M)
60 °C) 60 °C) 60 °C) 60 °C) 60 °C) 60 °C) 60 °C) 60°C) 60 °C) 60°C)

Sekil 4.3. 11k kullanilan ve alternatif olarak tasarlanan Nkx2.5 primer setleri ile
ger¢eklestirilen PCR analizlerinden elde edilen amplifikasyon
iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi. PCR analizleri %2 DMSO igeren
reaksiyon karigimi kullanilarak ve 60 °C baglanma sicakliginda
gerceklestirilmistir. Her iki primer seti i¢in li¢ farkli C2C12 ¢cDNA 6rnegi,
genomik DNA (gDNA) ve negatif kontrol (NTC) analiz edilmistir. 100 bp
DNA molekiiler agirlik belirtecidir. Ik primer setinde 6zgiil olmayan
amplifikasyon {iriinleri gozlenirken, alternatif primer seti ile beklenen
biiyiikliikte amplifikasyon tiriinii elde edilememistir.
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Bunun iizerine, C2C12 hiicrelerinde Nkx2.5 transkriptinin daha Once

bildirildigi bir ¢alismada kullanilan primer seti (Tablo 4.1, Primer Seti 3) test edilmistir

(51). Bu primerlerle gerceklestirilen PCR analizlerinde de, farkli primer

konsantrasyonlar1 ve baglanma sicakliklarinda beklenen 440 bp biiyiikliigiinde 6zgiil

amplifikasyon iiriinii elde edilememistir. Bunun yerine 6rneklerde ve negatif kontrolde

diisiik molekiil agirlikli 6zgiil olmayan bantlar gézlenmistir (Sekil 4.4).

Beklenen bant

440 bp

Kuyu:
Kuyu 1:
Kuyu 2:
Kuyu 3:
Kuyu 4:
Kuyu 5:

Kuyu 6:

0,1 uM primer 0,4 uM primer
ot N 0\~\P‘ ok oW “P‘ 03
O\AP\ g\;o g\,v “‘o 0\4‘* A g\)(\ go“ v\‘c’ 0009

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

gDNA (+0,1 uM primer, 55 °C annealing) Kuyu7:  gDNA (+0,4 uM primer, 55 °C annealing)

-1. glin cDNA (+0,1 uM primer, 55 °C annealing) Kuyu 8:  -1. giin cDNA (+0,4 uM primer, 55 °C annealing)
0. gtin cDNA (+0,1 uM primer, 55 °C annealing) Kuyu 9: 0. giin cDNA (+0,4 uM primer, 55 °C annealing)
1. gtin ¢cDNA (+0,1 uM primer, 55 °C annealing) Kuyu 10: 1. giin ¢cDNA (+0,4 uM primer, 55 °C annealing)
NTC (+0,1 uM primer, 55 °C annealing) Kuyu 11:  NTC (+0,4 uM primer, 55 °C annealing)

100 bp ladder (M) Kuyu 12: 100 bp ladder (M)

Sekil 4.4. Referans calismada kullanilan primer seti ile gerceklestirilen PCR

analizlerinden elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel
elektroforezi. Primer cifti iki farkli primer konsantrasyonunda (0,1 uM ve
0,4 uM) ve 55 °C baglanma sicakliginda test edilmistir. Her primer
konsantrasyonu igin sirasiyla genomik DNA (gDNA), farklilasma
besiyerine alinmadan bir giin onceki miyoblast ¢cDNA'st (—1. giin),
farklilagmanin 0. giiniine ait cDNA, farklilagsmanin 1. giiniine ait cDNA ve
negatif kontrol (NTC) Ornekleri analiz edilmistir. Beklenen amplikon
bliyiikligi 440 bp'dir. M: 100 bp DNA molekiiler agirlik belirtecidir.
Beklenen biiyiikliikte 6zgiil amplifikasyon {irlinii g6zlenmemis, 6rneklerde
ve negatif kontrolde diisiik molekiil agirlikli 6zgiil olmayan bantlar
saptanmistir.
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Yapilan tiim optimizasyon ve primer denemelerine ragmen C2C12
hiicrelerinde Nkx2.5 igin giivenilir ve 0Ozgiil bir amplifikasyon {riinii elde

edilememistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. PCR optimizasyonlar1 sirasinda gergeklestirilen uygulamalarin 6zeti.

Primer Seti Hedef Uriin | Optimizasyonlar Sonug

(bp)
Forward Primer1: 148 Baglanma sicakligi (57, 60, | Giivenilir ve 6zgiil
CCCAAGTGCTCTCCTGCTTT 63 ve 65 °C), %2 DMSO, | amplifikasyon elde
Reverse Primerl: primer miktar1 (0,6 ve 0,4 | edilemedi
CATCCGTCTCGGCTTTCTCC uL), MgClz miktan (2,5, 1,5

ve 1 mM)

Forward primer 2: 337 Baglanma sicakligi (55 ve 60 | Amplifikasyon elde
AAGTGCTCTCCTGCTTTCCC; °C), %2 DMSO, primer | edilemedi
Reverse Primer2: miktari (0,1, 0,2 ve 0,4 pM)
ACTTGTAGCGACGGTTCTGG
Forward primer 3: 440 Baglanma sicakligi (55, 60 | Amplifikasyon elde
GGCGTCGGGGACTTGAACACC ve 65 °C), primer miktar1 | edilemedi
Reverse primer 3: (0,1 ve 0,4 uM)
CGCACTCACTTTAATGGGAAG

Sonug olarak, C2C12 hiicrelerinde Nkx2.5 transkripti giivenilir ve 6zgiil olarak
saptanamamugtir. PCR analizlerinde elde edilen ytliksek Ct degerleri (26-27) ve erime
egrisinde gozlenen ¢oklu pikler, hedef transkriptin diisiik diizeyde bulundugunu ve
giivenilir amplifikasyon saglanamadigin1 gostermektedir. Bu nedenle ¢aligmanin

sonraki agamalarinda alternatif bir deneysel yaklasima gec¢ilmistir.

4.2. RNA-seq ve Proteomik Verilerin Biitiinlestirilmesi ile Des Iliskili Aday

Cekirdek Proteinlerinin Belirlenmesi

C2C12 hiicrelerinde Nkx2.5 gen ifadesinin gilivenilir diizeyde tespit
edilememesi nedeniyle, baslangicta planlanan kromatin immiin ¢oktiirme (ChIP)
deneylerine gecilememistir. Bu dogrultuda ¢alisma yeniden planlanmis ve Desmin ile
iliskili olas1 ¢ekirdek proteinlerini belirlemek amaciyla 6ncelikle kamuya acik IP ve
Co-IP veri setleri arastirilmistir. Ancak bu amag¢ icin uygun bir veri setine
ulagilamamistir. Bunun tiizerine, Des ile benzer ifade dinamikleri gdsteren aday
proteinlerin belirlenmesi amaciyla C2C12 hiicrelerinin farklilagma siirecini kapsayan

RNA-seq veri setleri NCBI Sequence Read Archive (SRA) veri tabaninda taranmistir.

Tarama sonucunda PRINA328159 ve PRINA89011 proje numarali veri setleri

analiz icin se¢ilmistir. Ham RNA-seq verileri yeniden analiz edilerek kalite kontrolii,
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referans genoma hizalama, gen diizeyinde sayim, gen ifade degisimi analizi, Des ile
korelasyon analizi ve gen ontolojisi (GO) analizleri gerceklestirilmistir (Tablo 4.2).
Analizler, TUBITAK Tiirk Ulusal Bilim e-Altyapis1 (TRUBA) iizerinde
gergeklestirilmistir.

Tablo 4.2. C2C12 hiicre farklilasmasi sirasinda Des geni ile korelasyon gosteren
genlerin belirlenmesine yonelik gerceklestirilen RNA-seq veri analizi is
akisinin ozeti.

Analiz Basamag Kullanilan ara¢/kaynak Detay

Veri Kalite Kontrolil FastQC Ham RNA-seq okuma verilerinin kalite
skorlar1, baz kompozisyonu, GC igerigi,
adaptor kontaminasyonu ve olasi teknik
sorunlar FastQC raporlar1 kullanilarak
degerlendirilmis; verilerin sonraki analiz
basamaklari igin uygunlugu

dogrulanmustir.
Referans genom ve GENCODE Fare genomuna ait GRCm38.p6 referans
anotasyon dosyasinin M23/GRCm38.p6 genomu ve bu genoma uyumlu
secimi GENCODE M23 anotasyon dosyasi
kullanilmustir.
Okumalarin referans HISAT2 Ham okuma verileri, HISAT?2 araci
genoma hizalanmasi kullanilarak fare referans genomuna

hizalanmig ve her bir okumanin genom
iizerindeki olas1 konumu belirlenmistir.

Gen ifadesinin FeatureCounts Hizalanmis okuma verileri kullanilarak

miktarlandiriimasi anotasyon dosyasinda tanimli gen
bolgelerine karsilik gelen okuma sayilari
belirlenmistir.

Gen ifade degisimi DESeq2 Farklilasma siirecindeki farkli zaman

analizi noktalar1 arasinda anlamli ifade
degisikligi gosteren genler belirlenmistir.

Des ile korelasyon Spearman Korelasyon Testi | Des geni ile diger genlerin ifade

analizi diizeyleri arasindaki iligki Spearman

korelasyon testi ile degerlendirilmis; Des
ile yiiksek korelasyon gosteren genler
belirlenmistir.

Gen Ontolojisi analizi GO Analizi Des ile yiiksek korelasyon gosteren
genlerin yer aldig1 biyolojik siiregler,
molekiiler islevler ve hiicresel bilesenler
Gene Ontology terimleri kullanilarak
analiz edilmistir.

Her iki veri setinde de gen ifade deg8isimi analizi DESeq2? ile
gerceklestirilmistir. PRINA89011 veri seti gen ifade degisiminin gorsellestirilmesi
(Sekil 4.5 ve Sekil 4.6) ile GO analizinde (Sekil 4.7), PRINA328159 veri seti ise iki
veri seti arasinda ortak genlerin belirlenmesi amaciyla Venn diyagrami analizinde

(Sekil 4.8) kullanilmistir.
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Her iki veri setine ayni filtreleme kriterleri uygulanmistir (Spearman
korelasyon katsayis1 >0,90, protein kodlayan genler, kas iligkili genler ve
farklilasmaya bagl ifade degisikligi gosteren genler). Analiz sonucunda her iki veri
setinde de Des ile yiiksek korelasyon gosteren iki ortak gen (Ybx3 ve Tcf23)
belirlenmistir (Sekil 4.8). Ayrica Des ile yiiksek korelasyon gosteren kas iligkili genler,
AnimalTFDB v4.0 veri tabani kullanilarak transkripsiyon faktdrii ve transkripsiyon
diizenleyicisi 6zellikleri agisindan incelenmis; bu genlere ait GO biyolojik islev analizi

sonuclar1 Sekil 4.7'da sunulmustur.

deseq2_non_differentiated_to_differentiated

gene_id baseM: log2F IfcSE stat pvalue padj gene_name
ENSMUSG00000000001.4 | 1466.39583078343  -0.866739919571118 | 0.0564525588413618 -15.3534213038377 | 3.3598934586015e-53 4,69492512886935e-52  Gnaid
ENSMUSG00000000003.15 0| NA NA NA NA NA Pbsn
ENSMUSGO00000000028.15 | 238.327839744176 | -2.8202327966213 0.126753562102029  -22.249732077361 1.1346850966793%¢-109 3.63823848415691e-108 Cdc4s
ENSMUSG00000000031.16 .232?5.963212164 5.0793624227977 0.181916777481943  27.9213522419716 1.46907611698447e-171 8.67776191882913e-170 H19
ENSMUSG00000000037.16 | 2.64303357926195  -3.54636763727262 1.14618213465886 -3.09406989520749 | 0.00197430967966557  0.00428958000031193  Scmi2
ENSML .11 | 42.1 -0.4 0.308497014814333  -1.56614476103226  0.117314731166186 0.181614503213382 Apoh

ENSMUSGO0000000056.7 | 614.423405964468  1.67781141142189 0.0906224028713804 18.5143116741585 1.58307149735817e-76  3.25029884011483e-75  Narf

Sekil 4.5. PRJINA89011 RNA-seq veri setinde C2C12 hiicre farklilasmasina bagh
gen ifade degisimi analizi. DESeq? analizi sonucunda farklilagsma
stirecinde ifade diizeyi degisen temsili genler gosterilmektedir. Pozitif log:
fold change (log.FC) degerleri farklilagsmis hiicrelerde artan, negatif log2FC
degerleri ise azalan gen ifadesini gostermektedir.

RNA-seq analizlerinin ardindan, ¢aligma grubumuz tarafindan daha once
yabanil tip zebra balig1 kas dokusunda gergeklestirilen Desmin—Lamin B1 Co IP-MS
verileri yeniden degerlendirilmistir (9). Co IP-MS analizinde Desmin ve/veya Lamin
B1 ile birlikte zenginlesen, 6zellikle cekirdek iliskili proteinler incelenmis ve elde
edilen proteomik veriler RNA-seq analiz sonuclari ile biitiinlestirilmistir. Her iki veri
kaynaginda ortak olarak One c¢ikan proteinler, veri yakinsamasi (convergence)

yaklagimi temel alinarak aday proteinler olarak belirlenmistir.

Bu degerlendirme sonucunda SMYD1 (SET and MYND domain-containing
protein 1), hem Co IP-MS analizinde Desmin-Lamin B1 ile birlikte zenginlesmesi hem
de RNA-seq analizinde Des ile anlamli pozitif korelasyon gdstermesi (p = 0,80; p =
0,021) nedeniyle 6ncelikli aday protein olarak secilmistir. Ayrica SMYD1'in kasa 6zgii
ifade gostermesi ve cekirdekte metiltransferaz aktivitesine sahip olmasi adayligin
destekleyen ek ozellikler olarak degerlendirilmistir. SMYD1'in Des ile korelasyon
katsayist (p = 0,80), yliksek korelasyon i¢in belirlenen >0,90 esiginin altinda olmakla
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birlikte istatistiksel olarak anlamlidir (padj = 0,020). Bu nedenle SMYD1'in se¢imi
yalnizca korelasyon analizine degil, proteomik ve transkriptomik verilerin birlikte

degerlendirilmesine dayanmaktadir.

Volcano Plot (NA Removed)

300

side
® Downregulated
® Not significant

® Upregulated

-log10(Adjusted p-value)

0 5
log2(Fold Change)

Sekil 4.6. PRJINAS89011 veri setinde C2C12 hiicre farkhilagsmasina bagh gen ifade
degisiminin volkan grafigi. DESeq2 analizi sonucunda farklilasmaya bagli
olarak anlamli gen ifade degisikligi gOsteren genler log. kat degisimi
(log2FC) ve istatistiksel anlamlilik diizeylerine gore gosterilmistir. GAPDH,
farklilagma stirecinde anlamli gen ifade degisikligi gdstermemesi nedeniyle
karsilastirma amaciyla grafikte referans gen olarak isaretlenmistir.
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Sekil 4.7. PRINA89011 RNA-seq veri setinde Des ile yiiksek korelasyon gosteren
genlerin GO biyolojik siire¢ analizi. Des geni ile Spearman korelasyon
katsayist >0,90 olan genlerin molekiiler islevleri Gen Ontolojisi (Gene
Ontology, GO) analizi ile degerlendirilmistir. Grafikte her bir GO terimi igin
zenginlesen gen sayist ve istatistiksel anlamlilik diizeyi sunulmaktadir.
Cubuk uzunlugu ilgili GO teriminde yer alan gen sayisini, renk skalasi ise
zenginlesmenin istatistiksel anlamliligin1 gostermektedir.
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PRJNA89011
Protein coding.

Muscle, related
>0.90 with Des

Ybx3
Tef23

Sekil 4.8. PRJINA328159 ve PRJINA89011 RNA-seq veri setlerinde Des ile yiiksek
korelasyon gosteren ortak genlerin Venn diyagrami. Her iki veri setinde
ayni filtreleme kriterleri uygulanarak Des geni ile Spearman korelasyon
katsayist 20,90 olan, protein kodlayan, kas iligkili ve farklilasmaya bagh
ifade degisikligi gosteren genler karsilastirilmistir. Ardindan AnimalTFDB
v4.0 veri tabani kullanilarak transkripsiyon faktorii veya transkripsiyon
diizenleyicisi olarak siniflandirilan genler degerlendirilmistir. Her iki veri
setinde ortak olarak belirlenen genler Ybx3 (Y-box binding protein 3) ve
Tcf23 (Transcription factor 23)'tiir. Bu genler proteomik analizlerle
desteklenmemeleri nedeniyle sonraki aday dnceliklendirme asamasina dahil
edilmemistir.
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|
Fraction 3

Accession Description ICoverage IHProteins I# Unique PcEff Peptides I PSMs # AAs MW [kDa] cale. pl
C=en) Tubulin alpha chain 05=Danio rerio GN=1uba8 PE=2 SV=1 - [QSDCH9_DANRE] 15,33 8 1 5 2 450 50,0 5,06
FIRSAS Keratin 5 05=Dank rerio GN=Krt5 PE=1 5V=1 - [FIRSAS_DANRE] 695 10 1 5 iz E 58,7 541
ADADRAIVAS | Sarcalumenin (Fragment) O5=Dano rerio GN=sr PE=1 5¥=1 - [ADADRAIVAS_DANRE] 19,33 4 4 6 0 388 X 621
Q6IQIz Tubulin beta chain 05=Danio reno GN=2gc:153264 PE=1 SV=1 - (Q6IQJ2_DANRE] 18,88 10| & 0 0 w5 45,8 489
FIQUES oiqui protein 1 05=Danio rerio GN=uqarcl PE=1 5v=1 - [F1QUES_DANRE] 10,93 1 2z 4 10 503 554 7,38
BAIMZL UDP-glucose pyrophosphorase 2a 05=Danio rerio GN=ugp2a PE=1 SV=1 - [BBIMZI_DANRE] 13,81 4 E] 5 ] 507 56,8 846
Q6RCE5 Tubulin alpha chain 05=Danla rero GN=tubadiz PE=1 5V=1 - [Q6PC95_DANRE] 1,14 2 0 3 £ 449 50,1 515
Q5P969 Elongation factor 1-alpha OS=Dan rerlo GN=ceflals PE=1 SV=1 - [Q6P359_DANRE] 3 9 1 4 8 62| 50,3 5,07
FIQQWs Elongation factor 1-alpha (Fragment) O5=Danio rerio GN=si:dkey-3708.1 PE=1 5V=1 - [F1QQWS_DANRE] 7,04 2 E 3 O 483 53,6 5,74

Fraction 5

Accession Description ICoverage IHProteins I# Unique PcEf Peptides I#PSMs # AAs MW [kDa] calc. pl

093409 Mylz2 protein O5=Danio rerio GN=mylpfa PE=1 V=1 - [093409_DANRE] K11 5| 9 25 169, 18,9 473
QesEH2 Adenylate Kinase soenzyme 1 05=Danio reno GN=aki PE=1 SV=1 - (QHEN2_DANRE] 46,39 B 5 0 2 184 A 800
Q6POGE Myosin, light chain 1, alkali; skeletal, fast O5=Danio rerio GN=mylL PE=1 5V=1 - [Q6POGE_DANRE] 48,95 13 3 3 18 150 20,3 477
QU7 Fast skeletal musde myosin ight polypeptide 3 05 =Danio rerio GN=myiz3 PE=1 SV=1 - (QIIBU7_DANRE] 30,46 7 7 5 2 151 168 455

B.

gene_id spearman_cor p_value padj gene_name

ENSMUSG00000055027.17 0.866666666666667 0.00268141517103888 0.0281548592959083 Smyd1

Sekil 4.9. Desmin ile iliskili aday c¢ekirdek proteinlerinin proteomik ve
transkriptomik analizlerle belirlenmesi. (A) Daha 6nce yabanil tip
zebra baligi kas dokusunda gergeklestirilen Desmin—Lamin B Co-IP
deneyine ait kiitle spektrometrisi verilerinin yeniden degerlendirilmesi
sonucunda, Desmin ile birlikte zenginlesen proteinlerin bir kismi
gosterilmektedir. Kapsama (coverage), peptit sayist ve 6zgiin peptit sayist
dikkate alinarak SMYDI ve Histon H2AX aday proteinler olarak
belirlenmistir. (B) PRINA89011 RNA-seq veri setinde gergeklestirilen
Spearman korelasyon analizinde Smydl geninin Des geni ile pozitif
korelasyon gosterdigi belirlenmistir (p = 0,80; p = 0,020681; padj =
0,020155). Bu korelasyon katsayisi, yiiksek korelasyon i¢in belirlenen
>0,90 esiginin altinda olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamlidir ve
proteomik bulgularla birlikte degerlendirilerek SMYDI1 o6ncelikli aday
protein olarak se¢ilmistir.

Bu bulgu dogrultusunda, Desmin ile SMYDI1 arasindaki olasi etkilesimin

arastirilmasina yonelik deneysel ¢aligsmalara gecilmistir.

4.3. Niikleer ve Sitoplazmik Fraksiyonlama Isleminin Optimizasyonu

SMYDI1'in hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte yerlesimi nedeniyle, yalnizca
cekirdek ici protein etkilesimlerinin degerlendirilebilmesi amaciyla Co-IP
deneylerinden once hiicreler c¢ekirdek ve sitoplazmik fraksiyonlara ayrilmistir. Bu

amagla NE-PER Niikleer ve Sitoplazmik Ekstraksiyon Kiti kullanilmistir.

Fraksiyonlama isleminden dnce, farkl: hiicre sayilarinda yeterli protein verimi
elde edilebilmesi amaciyla kit protokolii optimize edilmistir. Optimizasyon

caligmalarina insan miyoblast hiicre hattt LHCN-M2 ile baslanmis, elde edilen
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sonuglar dogrultusunda ayni yaklasim fare miyoblast hiicre hatti C2CI2'ye

uygulanmigtir.

Elde edilen niikleer ve sitoplazmik fraksiyonlarin protein konsantrasyonlari
BCA yontemi ile belirlenmis ve sonuglar Tablo 4.3'te sunulmustur. Protein
konsantrasyonlarinin kullanilan hiicre sayis1 ve tampon hacmine bagli olarak degistigi
goriilmistiir. En yiliksek protein verimi yaklagik 15 milyon hiicre kullanilarak
gerceklestirilen fraksiyonlamada elde edilmistir. Bu nedenle sonraki deneylerde
yaklasik 15 milyon hiicre ve bu kosullar i¢in optimize edilen tampon hacimleri

kullanilmistir.

Tablo 4.3. LHCN-M2 miyoblast hiicrelerinde farkh hiicre miktarlari ve tampon
hacimleri kullanilarak gerceklestirilen niikleer ve sitoplazmik
fraksiyonlama optimizasyonunda elde edilen protein
konsantrasyonlari. V: NE-PER kit protokoliinde 6nerilen tampon hacmini
ifade etmektedir. 10V, 20V ve 50V degerleri kullanilan tampon hacminin
protokolde onerilen hacme gore ayarlandigini gostermektedir.

Ornek ismi Konsantrasyon(mg/ml) Hiicre Miktar:
T75 10V sit 5,6 ~3 milyon hiicre
T75 10V nuc 7,8 ~3 milyon hiicre
T175 50V sit 1,369 ~6 milyon hiicre
T175 50V nuc 0,195 ~6 milyon hiicre
T175 10V sit 3,33 ~5,5 milyon hiicre
T175 10V nuc 2,22 ~5,5, milyon hiicre
T175 20V sit 3,45 ~5,5 milyon hiicre
T175 20V nuc 0,77 ~5,5 milyon hiicre
T75 6,7 ~15 milyon hiicre
20V sit (6 T75 kullanildi)
T75 20V nuc 3,7 ~15 milyon hiicre (6 T75 kullanildi)
T75 10V sit 6,22 ~3 milyon hiicre
T75 10V nuc 3,2 ~3 milyon hiicre

Elde edilen niikleer ve sitoplazmik fraksiyonlarin protein konsantrasyonlari
BCA yontemi ile belirlenmistir. Analiz sonucunda, protein konsantrasyonlarinin
kullanilan hiicre sayis1 ve uygulanan tampon hacmine baglh olarak degistigi
gozlenmistir. Yaklagik 15 milyon hiicre kullanilarak gergeklestirilen fraksiyonlamada

sitoplazmik ve niikleer fraksiyonlarda sirasiyla 6,7 mg/mL ve 3,7 mg/mL protein
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konsantrasyonu elde edilmistir. Bu kosullar, sonraki Co-IP deneyleri igin yeterli
miktarda niikleer ve sitoplazmik protein sagladigindan, izleyen fraksiyonlama
deneylerinde yaklasik 15 milyon hiicre ve optimizasyon sonucunda belirlenen tampon

hacimleri kullanilmistur.

4.4. Fraksiyonlama Isleminin Western Blot Analizi ile Dogrulanmasi

Elde edilen niikleer ve sitoplazmik protein fraksiyonlari, fraksiyonlamanin
dogrulanmasi amaciyla WB yontemi ile analiz edilmistir. Baslangicta niikleer belirteg
olarak Emerin, sitoplazmik belirte¢ olarak ise GAPDH kullanilmistir. Ancak Emerin
proteini beklenenin aksine sitoplazmik fraksiyonda tespit edilmis, niikleer fraksiyonda
ise saptanmamustir (Sekil 4.10). Buna karsin Lamin B1 yalnizca niikleer fraksiyonda
gbzlenmis ve giivenilir bir niikleer belirte¢ olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle

sonraki deneylerde niikleer belirte¢ olarak Lamin B1 kullanilmistir.

T75 V10

Nikleer sitoplazmik

Lamin B L —67 kDa
Emerin YD —37 kDa

Sekil 4.10. LHCN-M2 miyoblast hiicrelerinde niikleer fraksiyonun Lamin B1 ve
Emerin belirtecleri kullanilarak dogrulanmasina ait Western blot
analizi. NE-PER kiti ile elde edilen niikleer ve sitoplazmik protein
fraksiyonlar1 Lamin B1 (67 kDa) ve Emerin (37 kDa) antikorlart ile analiz
edilmistir. Lamin B1 yalnizca niikleer fraksiyonda saptanirken, Emerin
beklenenin aksine sitoplazmik fraksiyonda gézlenmistir.

Lamin Bl'in niikleer belirte¢ olarak kullanildigi dogrulama deneylerinde,
Lamin B1 yalmizca niikleer fraksiyonda, GAPDH ise agirlikli olarak sitoplazmik
fraksiyonda saptanmustir (Sekil 4.11). Desmin proteini hem sitoplazmik hem de
niikleer fraksiyonda saptanmis olup, bu bulgu Desmin'in niikleer protein
etkilesimlerinin arastirilmasina yonelik sonraki deneyler icin temel olusturmustur

(Sekil 4.12).
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T75 V20
Sitoplazmik Nukleer
—_— i
Lamin B1 —67 kDa
GAPDH e - + |37 kDa

Sekil 4.11. LHCN-M2 miyoblast hiicrelerinde fraksiyonlamanin Lamin B1 ve
GAPDH belirtegleri ile dogrulanmasina ait Western blot analizi.
Niikleer belirte¢ olarak Lamin B1 (67 kDa), sitoplazmik belirteg¢ olarak
GAPDH (37 kDa) kullanilmistir. Lamin B1 yalnizca niikleer fraksiyonda,
GAPDH ise agirlikl olarak sitoplazmik fraksiyonda saptanmuistir.

T175 10V
Sitoplazmik nikleer nikleer
—67 kDa
Lamin B L ™
——
Desmin L —— - - - - —55 kDa
GAPDH —— —37kDa

Sekil 4.12. LHCN-M2 miyoblast hiicrelerinde Desmin'in niikleer ve sitoplazmik
fraksiyonlardaki daglimm gosteren Western blot analizi.
Fraksiyonlamanin dogrulanmasi amaciyla niikleer belirte¢ olarak Lamin
B1 (67 kDa), sitoplazmik belirte¢ olarak GAPDH (37 kDa) kullanilmstir.
Desmin (=53 kDa) hem sitoplazmik hem de niikleer fraksiyonda
saptanmistir. Lamin B1 yalmizca niikleer fraksiyonda gozlenirken,
GAPDH agirlikl olarak sitoplazmik fraksiyonda saptanmistir. Desmin'in
teorik molekiiler agirligi1 53,5 kDa olup, kullanilan antikorun tanidig: bant
50-55 kDa araliginda gozlenebilmektedir.
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GAPDH'nin niikleer fraksiyonda da diisiik diizeyde saptanmasi nedeniyle,
sitoplazmik fraksiyonun dogrulanmasi i¢in daha 6zgiil bir belirte¢ olarak Hsp60

proteini kullanilmistir.

T175 10V
Sitoplazmik Nukleer
= )} —————
Hsp60 L |60 kDa

Sekil 4.13. LHCN-M2 miyoblast hiicrelerinden elde edilen (T175 V10)
sitoplazmik ve niikleer fraksiyonlarda Hsp60 ifadesinin Western
blot analizi. Sitoplazmik belirte¢ olarak kullanilan Hsp60 (60 kDa)
yalnizca sitoplazmik fraksiyonda tespit edilmis, niikleer fraksiyonda ise
bant gbzlenmemistir.
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4.5. SMYD1 Antikor Optimizasyonu

Fraksiyonlama deneylerinin optimizasyonunun ardindan, SMYD1 proteininin
Western blot yontemi ile giivenilir sekilde saptanabilmesi amaciyla antikor
optimizasyon c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Bu kapsamda primer antikor diliisyonu,
bloklama kosullar1 ve membran tipi gibi deneysel parametreler karsilastirmali olarak

degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar asagida sunulmustur.

A.

sitoplazmik cekirdek total protein

[— pe—— fe—

v Wy

g

—57 kDa

57 kDa

Sekil 4.14. LHCN-M2 miyoblast hiicrelerinde SMYD1 antikorunun
optimizasyonuna yonelik Western blot analizi. (A) Sitoplazmik,
niikleer ve toplam protein Orneklerinde SMYDI antikoru ile
gerceklestirilen Western blot analizi. (B) SMYDI1'in beklenen
molekiiler agirligina karsilik gelen bolgenin biiytitiilmiis goriiniimii.
Ozgiil bir bant gdzlenmemistir.

Sekil 4.14'da gosterildigi iizere, ilk WB analizinde beklenen molekiiler
agirlikta 6zgiil bir SMYDI1 bandi saptanmamistir. Bunun iizerine primer antikor
diliisyonu (1:5000'den 1:1000'¢), bloklama kosulu (%5 siit yerine %5 BSA) ve
membran tipi (nitroseliilloz yerine PVDF) degistirilerek analizler tekrarlanmistir.
Ancak bu optimizasyonlara ragmen 6zgiil bir SMYDI1 bandi elde edilememistir. Ayni
membranlarda GAPDH yiikleme kontroliiniin beklenen sekilde saptanmasi, Western

blot analizlerinin teknik olarak basarili oldugunu géstermistir.
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Bunun ardindan, SMYDI ifadesi gosterdigi bilinen C2C12 miyoblast
hiicrelerinde de Western blot analizi gerceklestirilmis, ancak benzer sekilde beklenen

molekiiler agirlikta 6zgiil bir SMYD1 band1 gdzlenmemistir.

Son olarak, SMYDI1 protein diizeyinin farklilasma silirecine bagli olarak
degisebilecegi goz Oniinde bulundurularak, LHCN-M2 hiicrelerinden farklilasmanin
24., 48. ve 96. saatlerinde elde edilen toplam protein 6rnekleri analiz edilmistir (Sekil
4.15). SMYDI1 proteini 24. saatte saptanamazken, 48. saatte zayif, 96. saatte ise
belirgin diizeyde gozlenmistir. Bunun iizerine 96 saat farklilastirllmis LHCN-M2
hiicrelerinde niikleer ve sitoplazmik fraksiyonlama gergeklestirilmis ve elde edilen
fraksiyonlar Western blot ile analiz edilmistir SMYDI1 proteini sitoplazmik

fraksiyonda saptanirken, niikleer fraksiyonda gézlenmemistir (Sekil 4.15).

(A)
24h 48h 96h
I 1 I 1 | —— |
SMYD1 v . — 57 kD2
(B)
Myt Sitoplazmik Myt Cekirdek
SMYD1 [r— —67kDa

Sekil 4.15. LHCN-M2 hiicrelerinden farkhilasmanin 24., 48. ve 96. saatlerinde
elde edilen toplam protein 6rneklerinde SMYD1 proteininin Western
blot analizi. (A) SMYDI1 proteini 24. saatte saptanamazken, 48. saatte
zayif dilizeyde, 96. saatte ise belirgin diizeyde saptanmistir. (B)
Farklilasmanin 96. saatinde elde edilen niikleer ve sitoplazmik
fraksiyonlarin Western blot analizi. SMYDI proteini yalnizca sitoplazmik
fraksiyonda saptanmuistir.

SMYDI proteini yalnizca sitoplazmik fraksiyonda saptandigindan, bu protein
ile ilgili deneylere devam edilmemistir. Calismanin sonraki asamasinda Desmin'in
niikleer etkilesim agmin belirlenmesi amaciyla niikleer Desmin IP ve Kkiitle

spektrometrisi analizlerine gecilmistir.
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4.6. Desmin IP Deneyleri

Gere¢ ve Yontem bolimiinde (Boliim 3.2.11) ayrintilart verilen IP islemi,
LHCN-M2 miyoblast hiicrelerinden elde edilen niikleer protein fraksiyonlari

kullanilarak gerceklestirilmistir.

V50 (28.05.25)
Nukleer Sitoplazmik
Lamin B R ] Bk
Hsp 60 —60 kDa
Desmin - .- —55 kDa
&

Sekil 4.16. LHCN-M2 miyoblast hiicrelerinden elde edilen niikleer ve sitoplazmik
protein fraksiyonlarinin Western blot analizi. Lamin B1 (67 kDa) ve
Hsp60 (60 kDa) belirtegleri kullanilarak fraksiyonlama dogrulanmus,
Desmin (~53 kDa) proteininin niikleer ve sitoplazmik fraksiyonlardaki
varlig1 gosterilmistir.

)
N
N S
& QO
O $,\“ Q
Q & O N
X & < Q
2 S
& i & i

Desmin — —55 kDa

Sekil 4.17. Desmin IP’sinin Western blot analizi. Desmin antikoru ile
gerceklestirilen IP 6rneginde Desmin bandi tespit edilmis, buna karsilik
flow-through fraksiyonunda Desmin sinyali gézlenmemistir. IgG
kontrol 6rneginde ise Desmin bandi saptanmamugtir.

LHCN-M2 miyoblast hiicrelerinden izole edilen niikleer ve sitoplazmik
fraksiyonlarin safli1, fraksiyona 6zgii belirte¢ proteinlerin Western blot analizi ile
degerlendirilmistir (Sekil 4.16). Niikleer belirteg Lamin Bl'nin yalnizca niikleer
fraksiyonda, sitoplazmik belirtec Hsp60'in ise yalnizca sitoplazmik fraksiyonda

saptanmasi, fraksiyonlamanin basarili sekilde gerceklestirildigini gostermektedir. Ayni
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analizde Desmin proteini hem niikleer hem de sitoplazmik fraksiyonlarda tespit

edilmistir (Sekil 4.16).

Desmin'in niikleer fraksiyondaki olasi etkilesim ortaklarini belirlemek
amaciyla, elde edilen niikleer protein Oziitlerine Desmin antikoru kullanilarak
manyetik boncuk temelli IP uygulanmistir. IP’nin basarisi, kiitle spektrometrisi
analizinden 6nce Western blot yontemi ile degerlendirilmistir (Sekil 4.17). Desmin IP
orneginde Desmin bandi belirgin olarak tespit edilirken, flow-through (akis gegisi)
orneginde Desmin sinyali gézlenmemistir. Ayrica, IgG izotip kontrol (mock IP)
ormeginde  Desmin  bandi  saptanmamisti. ~ Bu  bulgular,  Desmin'in
immiinopresipitasyon ile basartyla zenginlestirildigini gostermektedir. Elde edilen
Desmin IP ve IgG IP eliiatlari, Desmin ile birlikte ¢dken niikleer proteinlerin

tanimlanmasi1 amaciyla kiitle spektrometrisi (MS) analizine gonderilmistir.

4.7. C2C12 Hiicrelerinde Niikleer Fraksiyonlama ve Dogrulama

LHCN-M2 hiicrelerinde  gerceklestirilen IP  deneylerinin  basariyla
dogrulanmasina ragmen, elde edilen niikleer protein miktar1 IP sonrasi kiitle
spektrometrisi (IP-MS) analizi i¢in yeterli olmamistir. LHCN-M2 hiicre hattinin sinirh
proliferasyon kapasitesi nedeniyle sonraki deneylerde daha yiiksek proliferasyon
kapasitesine sahip C2C12 fare iskelet kas1 hiicre hatt1 kullanilmistir. C2C12 hiicreleri,
grubumuzun Desmin’in ¢ekirdek i¢i ifadesine iliskin dnceki bulgular1 dogrultusunda,
farklilagmanin erken evresini temsil eden 28. saatte toplanarak IP deneylerinde

kullanilmistir (50).
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Tablo 4.4. C2C12 miyotiip orneklerinde farklh tampon hacimleri kullamilarak

elde edilen niikleer ve sitoplazmik protein konsantrasyonlari. V40,
V50 ve V60 ifadeleri, hiicre peleti hacmine goére uygulanan tampon
hacimlerini gdstermektedir. Hiicre miktarlari, Onceki fraksiyonlama
optimizasyonlarinda belirlenen hiicre peleti—tampon hacmi iliskisi esas
alinarak yaklasik olarak hesaplanmistir.

Ornek Konsantrasyon (mg/ml) Hiicre Miktar1

V40 nuc miyotiip 4,170 ~10 milyon hiicre
V40 sit miyotiip 7,924 ~10 milyon hiicre
V50 nuc miyotiip 3,632 ~10 milyon hiicre
V50 sit miyotiip 6,060 ~10 milyon hiicre
V60 nuc miyotiip 3,032 ~10 milyon hiicre
V60 sit miyotiip 5,337 ~10 milyon hiicre

Niikleer fraksiyonlarda protein konsantrasyonlar1 1,176-4,170 mg/mL,

sitoplazmik fraksiyonlarda ise 3,860—7,924 mg/mL arasinda degismistir. Genel olarak

sitoplazmik fraksiyonlarda elde edilen protein konsantrasyonlarinin niikleer

fraksiyonlara kiyasla daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Elde edilen protein miktarlari,

IP deneylerinde kullanilmak {izere yeterli bulunmustur.

lamin B

desmin

V20 C2C12 (28.09.25)

sitoplazmik cekirdek

—55 kDa

Sekil 4.18. NE-PER Niikleer ve Sitoplazmik Ekstraksiyon Kiti kullamilarak

fraksiyonlanan C2C12 miyotiip hiicrelerinden elde edilen
sitoplazmik ve niikleer protein orneklerinin Western blot analizi.
Niikleer belirte¢ olarak kullanilan Lamin B1 (67 kDa) proteini yalnizca
niikleer fraksiyonda tespit edilmis olup, fraksiyonlamanin basaril sekilde
gergeklestirildigini gostermektedir. Desmin proteini hem sitoplazmik
hem de niikleer fraksiyonlarda gézlenmistir. Sitoplazmik belirte¢ olarak
kullanilan Hsp60 proteini ise bu analizde belirgin olarak tespit
edilememistir.
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Lamin B 67 kDa Hsp 60 60 kDa Lamin B 67 kDa Hsp 60 60 kDa Lamin B 67 kDa Hsp 60 60 kDa

Desmin 55 kDa Desmin 55 kDa Desmin 55 kDa Desmin 55 kDa Desmin 55 kDa Desmin 55 kDa
AT 3 T
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Sekil 4.19. NE-PER Niikleer ve Sitoplazmik Ekstraksiyon Kiti kullamilarak
fraksiyonlanan C2C12 miyotiip hiicrelerinden elde edilen
sitoplazmik ve niikleer protein orneklerinin Western blot analizi.
Niikleer belirte¢ olarak kullanilan Lamin B1 (67 kDa) yalnizca niikleer
fraksiyonda, sitoplazmik belirte¢ Hsp60 (60 kDa) ise yalnizca
sitoplazmik fraksiyonda tespit edilmistir. Bu dagilim, fraksiyonlama
isleminin basarili sekilde gerceklestirildigini gostermektedir. Desmin
(~53 kDa) proteini ise hem sitoplazmik hem de niikleer fraksiyonlarda
tespit edilmistir.

4.8. C2C12 Miyotiip Hiicrelerinde Niikleer Desmin IP-MS Analizi ve Aday

Proteinlerin Belirlenmesi

Desmin'in niikleer etkilesim ortaklarini belirlemek amaciyla, farklilasmanin
erken donemindeki (28. saat) C2C12 miyotiiplerinden elde edilen niikleer proteinler
kullanilarak Desmin IP ger¢eklestirildi. Deney, iki biyolojik Desmin-IP 6rnegi (IP1 ve
IP2) ile bir IgG izotip kontrolii kullanilarak yiiriitiildii. IP 6ncesinde tiim 6rneklerin
protein derigimleri 3 mg/mL'ye esitlendi. LC-MS/MS analizi Oncesinde peptit
derigimleri Pierce™ Quantitative Peptide Assay yontemi ile 6l¢iilmiis ve IP1, IP2 ve
IgG kontrolii i¢in sirasiyla 1,09, 1,03 ve 0,91 mg/mL olarak belirlenmistir. Daha sonra
tiim Orneklerin peptit derisimleri esitlenerek LC-MS/MS analizine alinmistir (Tablo
4.5). Desmin IP-MS verilerinin analiz siireci ve aday proteinlerin

onceliklendirilmesinde izlenen is akis1 Sekil 4.20'de 6zetlenmistir.
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1. C2C12 Niikleer Desmin IP-MS Veri Seti
4 Desmin IP + 2 IgG kontrol = 6 MS 6l¢timu

v

2. limma Analizi (Desmin IP vs IgG)
BH coklu test diizeltmesi, adj.p < 0,05 — 192 anlamli protein

3. Filtreleme
2 2 6zgiin peptit  (kimlik glvenilirligi)
* Yiiksek IP/IgG orani  (spesifiklik)

-~

N\

4A. KADEME Siniflandirmasi
K1: 3 veri seti (EEF1A1)

K2A: C2C12 + C2C12+RNaz
(HNRNPA2B1) 4. 24 Aday Protein + NUP214
K2B: C2C12 + zebrabaligi (NUP214: resiprokal Co-IP ile bagimsiz dogrulanmis)

* Biyolojik tekrarlar arasi tutarli
zenginlesme

\

(NUP153, M5N, RAN)
K3: Sadece C2C12, guiglii i
K4: Sadece C2C12, orta 5. Referans proteinler ¢ikarildi
) ’ (DES, VIM, PLEC) — 21 aday
: ! v
4B.5 Islevsel Grup 6. Bilesik Skor Analizi
Grup 1: Nikleer zart/NPC 6 Olgiit: log,FC | ~log;o(adj.p) | PSM | Ozgiin peptit |
Grup 2: RNA-baglayici > logso(IP/IgG) | Kademe

(13 protein)
Grup 3: Translasyon
Grup 4: IF referanslan

(DES, VIM, PLEC) v
Grup 5: Diger f )

Min-maks normalizasyon (0-1)
Esit agirlikli ortalama (her olglite 1/6)

7. Saglamlik Kontrolii: 3 Agirliklandirma Stratejisi

J

(1) Esit: her olgtte 1/6

p

.

N

4C. RNaz Duyarlilik Analizi | @ Ozgiin peptit + IP/IgG'ye 1/4, digerlerine 1/8
+RNaz kontrasti (limma) 7| (3) —logyo(adj.p) + 6zgiin peptite 1/4, digerlerine 1/8
Sadece HNRNPA2B1 + EEF1A1 — ilk 6 aday (i stratejide de degismedi

Yonsel azalma, anlamli degil

J

8. ilk 6 Aday Protein

TMPO (0.677) — NPC/Nukleer zarf
RANBP2 (0.639) — NPC
HNRNPU (0.462) — RNA-baglayici
DDX5 (0.414) — RNA-baglayici
EEF1A1 (0.408) — Translasyon
NUP153 (0.379) — NPC
v
9A. Zenginlesme Dogrulamasi 9B. Korelasyon Analizi 9C. EEF1A1 RNaz Analizi
Ham log,FC vs limma log,FC Pearson r > 0,90-0,994 +RNaz kontrasti
— +0,5 log, birim icinde uyumlu Spearman p> 0,82-0,986 Azalma egilimi (p = 0,106)

Tiim 15 ¢ift BH-diiz. p < 0,05 Anlamli degil

Sekil 4.20. C2C12 Niikleer Desmin IP-MS verilerinin analizi ve aday protein

onceliklendirme is akisi. Yontemler boliimiinde (Sekil 3.3) sunulan
analiz is akisi, sonraki bulgularin degerlendirme sirasinin izlenmesini
kolaylastirmak amaciyla bu boliimde yeniden sunulmustur. Sekil, C2C12
niikleer Desmin [P-MS verilerinin istatistiksel analizinden baslayarak
aday kalite filtreleri, birlesik skor hesaplamasi1 ve deneysel dogrulamaya
kadar izlenen analitik siireci 6zetlemektedir.
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Desmin IP ve IgG kontrol 6rneklerinden elde edilen LC-MS/MS verileri analiz
edilerek giivenilir protein tanimlamalar1 elde edilmistir. Protein tanimlamalarinda
yanlis kesif orani (false discovery rate, FDR) <0,01 esigi uygulanmis ve bu kriteri
karsilayan proteinler kantitatif karsilastirmalara dahil edilmistir. LC-MS/MS sistem
performansinin degerlendirilmesi amaciyla analiz edilen HeLa kalite kontrol (QC)
orneginde, FDR <0,01 esiginde toplam 3412 protein ve 19.946 peptit grubu giivenilir
sekilde tanimlanmistir. Desmin IP ve IgG kontrol 6rneklerinin karsilastirilmasi
sonucunda ise Desmin IP 0&rneklerinde zenginlesen aday niikleer proteinler

belirlenmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. C2C12 miyotiip hiicrelerinde Niikleer Desmin IP-MS analizi
sonucunda tamimlanan aday proteinler. Tabloda proteinlere ait Gene
ID, gen sembolil, iliskili Reactome yolu, 6zgiin peptit sayisi, IP/IgG
bolluk orant ve p degerleri gosterilmektedir. Tabloya p < 0,1 olan
proteinler dahil edilmistir.

| Ensembl Gene ID | 7] Gene Symbol | | Gene ID |~ | Reactome Path ~ | WikiPathways | ~ |# Protein Pathy ~ | Abundance Ratio: (IP) / (| ¥ | Abundance Ratio P-Value: (IP) / (Ig(-T| Abdundance ratio_inci_IP/IgG  |-T|Abung
ENSMUSGOD000026193 Fnl GSEBBS; mmu:143 Cell surface intera Focal adhesion: PI: 2 6,606 0,140611319 47,34216353
ENSMUSGOD000035086 Becnl mmu:56208; 0885 Ub-specific proces 3 0,301 0,058085498 2,397321978
ENSMUSGOD000032231 Anxa2 mmu:12306; PO73 Neutrophil degran Prostaglandin synt 4 3,244 0,117603184 2427041787
ENSMUSGOD000026728 vim mmu:22352; 0087 Striated Muscle Cc Striated muscle ca 8 19,376 0,125533831 159,565434
ENSMUSGOD000026864 Hspas. mmu:14828; 0356 Antigen Presentati Mapk signaling pa 3 381 0,092454136 27,14950364
ENSMUSGOD000025278 Finb E9QNVS; mmu:28115G15 antiviral me 1 3,066 0,121154667 21,83161508
ENSMUSGOD000062825 Actgl mmu:11465; P25 Platelet degranula Striated muscle co 30 1,681 0,102970793 12,127249%6
ENSMUSGODO00003226 Ranbp2 E9QMO1; mmu:19 Separation of Siste 0 16,136 0,130132056 8261130634
ENSMUSGO0000015656 Hspag mmu:15481; POBY Neutrophil degran TGF-beta receptor 16 328 0,063105175 22,8420358
ENSMUSGOD000035783 Actaz mmu:11475; P39 Formation of the c Striated muscle ca 5 3,848 0,13450413. 28,43972738
ENSMUSGD0000047675 Rps8 mmu:20116; POS0 L13a-mediated tra Cytoplasmic ribasc 13 3,796 0,11397606 27,56012954
ENSMUSGO0D000001424 Sndl mmu:56463; Q3TT 0 2,974 0,100501429 21,90581144
ENSMUSGOD000019961 Tmpa B2ZRUBY; 051028; 0 67,163 0,092146199 1490,03412
ENSMUSGOD000037742 Eeflal mmu:13627; P101 Neutrophil degran Translation factors 6 2339 0,065331801 15,38048347
ENSMUSGOD000032399 Rpla mmu:67891; QICY L13a-mediated tra Cytoplasmic ribasc 12 11374 0,066092595 77,09959435
ENSMUSGOD000029622 Arpelb mmu:11867; QICR Regulation of actir B cell receptor sigi 5 4,418 0,043773863 29,87759205
ENSMUSGOD000024501 Dpys!3. mmu:22240; Q621 CRMPs in Sema3A. 1 29,16 0,08240322 161,0433456
ENSMUSGOD000074129 Rplida mmu:22121; P192 L13a-mediated tra Cytoplasmic ribasc 1 9,84 0,001141217 61,65265981
ENSMUSGOD000037820 Tgm2 mmu:21817; 0883 0 25,829 0,102570222 117,9735711
ENSMUSGOD000020372 Rackl mmu:14634; P253 Regulation of TNF TNF-alpha NF-kB ¢ 7 1,279 0,094373538 8,798986613
ENSMUSGOD000026043 Col3al mmu:12825; PDB1 ECM proteoglycan: Focal adhesion: PI 15 17,69 0,142553128 84,55030511
ENSMUSGOD000059248 Septing A2ABU2; A2A6U4; 0 2,006 0,047612081 13,73975133
ENSMUSGOD000029614 Rpl& mmu:19988; P479 L13a-mediated tra Cytoplasmic ribasc 12 5422 0,136939635 40,73148989
ENSMUSG00000026421 Cerpl mmu:13007; P973 Mecp2 and associc 1 2578 0,11260011 19,30180334
ENSMUSGOD000047215 Rpla mmu:20005; P514 L13a-mediated tra Cytoplasmic ribasc 12 7,065 0,028305048 47,70405324
ENSMUSGD0000062647 Rpl7a mmu:27176; P129 Cytoplasmic ribasc 1 21,161 0,102798695 158,7747375
ENSMUSGO0D000022048 Dpysi2 mmu:12934; ODBS Recycling pathway Mechanisms assac 3 11,96 0,047423716 89,80212852
ENSMUSGOD000057666 Gapdh ABHBAS; mmu:144 Glycolysis; Glucon Glycolysis and gluc 3 1,932 0,069747464 13,81823901
ENSMUSGODO00024236 svil E£90983; mmu:225 Androgen receptor 1 17,48 0,081267828 174,4198574
srrm1 E9QNWS; mmu:51mRNA Splicing - mRNA processing 7 6,76 0,058832574 44,98343602
ENSMUSGO0D000023004 Tubalb mmu:22143; P52 COPI-dependent G 24 3129 0,146577746 23,94602986

Protein bolluk degerleri kullanilarak hesaplanan IP/IgG zenginlesme oranlari,
Desmin'in kontrol grubuna gore 47.5 kat, Vimentin'in ise 159 kat zenginlestigini
gosterdi. Bu sonuglar, IP’nin hedef proteini etkin bi¢imde zenginlestirdigini ve ara

filament agina ait bilinen iligkili proteinlerin birlikte ¢oktiigiinii desteklemektedir.

Aday proteinlerin Onceliklendirilmesinde en az iki 0Ozgiin peptitle
tanimlanmalar1, IP/IgG zenginlesme oraninin iki katin lizerinde olmasi, istatistiksel
analiz sonugclari, biyolojik ve teknik tekrarlar arasindaki tutarlilik ile biyolojik islevleri
birlikte degerlendirildi. Bu kriterler dogrultusunda Thymopoietin (TMPO veya LAP2
(Lamina-associated polypeptide 2)), Nucleoporin 153 (NUP153), Nucleoporin 358
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(NUP358 veya RANBP2 (RAN-binding protein 2)), DEAD-box helicase 5 (DDXS5) ve
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (HNRNPU) proteinleri, Desmin’in

oncelikli aday niikleer etkilesim ortaklar1 olarak degerlendirilmistir.

Bu degerlendirme, C2C12 miyotiip niikleer Desmin [P-MS verilerinin ilk aday
taramasini olusturmaktadir. Ayn1 veri seti, sonraki boliimde limma tabanli istatistiksel
analiz, ¢oklu test diizeltmesi (adj.p < 0,05) ve capraz veri setlerinden elde edilen
destekleyici kanitlar birlikte degerlendirilerek daha kapsamli bir 6nceliklendirmeye

tabi tutulmus ve sonuglar Tablo 4.7'de sunulmustur

4.9. C2C12 Miyotiip Hiicrelerinde RNaz Uygulamal Niikleer Desmin IP-

MS Analizi
-@@* \’6:”‘{\\\‘~ »\6""* \ «.\\‘T&# \’¢>""<\\‘4~ ‘6‘?’* \'01'6\\
Qe.“‘\ %-\\09 Qe)‘“\ 5\\09 Qe*\ é’\\oQ Qe)“\ o
Lamin B i"-— -— -— —— —63kDa
Hsp 60 — — — - - —60kDa
Desmin S —_—y e« Ll —55kDa

Sekil 4.21. C2C12 miyotiip hiicrelerinden elde edilen niikleer ve sitoplazmik
fraksiyonlarin Western blot analizi. Ornekler NE-PER Niikleer ve
Sitoplazmik Ekstraksiyon Kiti kullanilarak fraksiyonlanmistir. Niikleer
belirte¢ olarak Lamin B1 (67 kDa), sitoplazmik belirte¢ olarak Hsp60 (60
kDa) ve hedef protein olarak Desmin (~53 kDa) analiz edilmistir. Lamin
B1'nin yalnizca niikleer fraksiyonlarda, Hsp60'in ise yalnizca sitoplazmik
fraksiyonlarda tespit edilmesi, dort 6rnekte de fraksiyonlamanin basarili
sekilde gerceklestirildigini  gostermektedir. Desmin proteini tiim
orneklerde hem niikleer hem de sitoplazmik fraksiyonlarda tespit
edilmistir.

RNaz wuygulamali Desmin IP-MS deneylerinde kullanilacak niikleer
fraksiyonlarin safligit Western blot analizi ile dogrulanmistir (Sekil 4.21). Lamin Bl
yalnizca niikleer fraksiyonda, Hsp60 yalnizca sitoplazmik fraksiyonda saptanirken,
Desmin her iki fraksiyonda da gozlenmistir. Bu bulgular fraksiyonlamanin basarili
oldugunu gostermektedir. RNaz uygulanmis ve uygulanmamis Desmin [P
orneklerinden elde edilen LC-MS/MS verileri, Desmin ile birlikte ¢coken proteinlerin

RNA aracili etkilesimlerini degerlendirmek amaciyla analiz edilmistir.
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4.10. C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS Veri Seti Temel Alinarak
Aday Etkilesim Proteinlerinin Belirlenmesi ve Destekleyici Veri

Setleriyle Degerlendirilmesi

Desmin ile iligkili aday proteinlerin belirlenmesinde temel veri kaynagi olarak
C2C12 Desmin IP-MS veri seti kullanilmistir. Bu veri setinden elde edilen bulgular,
C2C12 Desmin IP-MS +RNaz ve zebrabaligi Desmin-Lamin B1 Co-IP-MS veri
setleriyle karsilastirilarak aday proteinler destekleyici kanitlar acisindan

degerlendirilmistir.

4.10.1. Aday Protein Listesinin Olusturulmasi

C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS veri seti, iki biyolojik Desmin IP
orneginin iki teknik tekrar1 (toplam dort Desmin IP 6l¢limii) ile bir biyolojik IgG
kontrol 6rneginin iki teknik tekrarindan (toplam iki IgG kontrol 6l¢iimii) olusmaktadir.
Toplam altt LC-MS/MS 6l¢timiinden elde edilen veriler aday proteinlerin belirlenmesi,
IP/IgG zenginlesme oranlarinin hesaplanmasi, birlesik skor analizinin olusturulmasi

ve ornek bazli korelasyon analizlerinde kullanilmigtir.

Desmin IP ile IgG kontrol gruplari arasindaki protein zenginlesme farkliliklar
limma yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Diizeltilmis p-degeri < 0,05 olan 192
anlaml protein belirlenmistir. Bu liste, IP-MS c¢aligsmalarinda sik goriilen arka plan
proteinlerini uzaklastirmak amaciyla filtrelendi. Kalan proteinler islevsel 6zellikleri ve
farkli veri setlerinden elde edilen destekleyici kanitlar birlikte degerlendirilerek

onceliklendirildi ve aday protein listesi olusturuldu (Tablo 4.6).

Protein bolluk degerlerinden yararlanilarak her protein icin IP/IgG
zenginlesme oran1 hesaplandi. Aday se¢iminde Ozgiin peptit sayis1 ile IP/IgG
zenginlesme orani birlikte degerlendirildi. Biyolojik tekrar sayisinin sinirli olmasi
nedeniyle bu Oolgiitler kesin secim esikleri olarak degil, aday proteinlerin

onceliklendirilmesini destekleyen kriterler olarak kullanilmistir.

Tablo 4.7'de verilen IP/IgG zenginlesme oran1 ve 6zgiin peptit sayilari, C2C12

Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS analizinin ham verilerinden hesaplanmistir.

EEF1A1 (Eukaryotic Elongation Factor 1 Alpha 1), yiiksek hiicresel bollugu

nedeniyle IP-MS c¢alismalarinda siklikla tanimlanan bir translasyon faktoriidiir
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(98,121) Buna ragmen ii¢ bagimsiz veri setinde (C2C12 Miyotlip Niikleer Desmin IP—
MS, C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin [IP-MS + RNaz, Zebra Baligi Kas Dokusu
Desmin—Lamin B1 Co-IP-MS) ortak olarak saptanan tek aday protein olmasi dikkat
cekicidir. Yiiksek bollugu bu bulgunun tek basina 6zgiil bir Desmin etkilesimini
kanitlamasa da, aktin sitoskeletinin diizenlenmesi, mRNA tasinmasi ve hiicresel stres
yanitindaki bilinen gorevleri Desmin ile biyolojik olarak anlamli bir iligki olasiligini

desteklemektedir.

4.10.2. Capraz Veri Seti Karsilastirmasina Dayah Kanit Diizeyleri

Aday proteinler, farkli veri setlerinden elde edilen destekleyici kanitlarin

kapsamina gore dort kademede siniflandirilmistir.

KADEME 1 (iig veri seti tarafindan desteklenen adaylar): Ug veri setinde ortak
olarak saptanan tek protein EEF1A1 olmustur. Ancak EEF1A1'in hiicrede yiiksek
bollukta bulunmasi ve IP-MS caligmalarinda sik goriilen bir arka plan proteini olmasi

nedeniyle bu bulgu tek basina 6zgiil bir Desmin etkilesimini gostermemektedir.

KADEME 2A (C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin [P-MS ve C2C12 Miyotlip
Niikleer Desmin IP-MS + RNaz ile desteklenen adaylar): HNRNPA2BI, her iki
C2C12 veri setinde de Desmin IP orneklerinde IgG kontroliine gore anlamli
zenginlesme gostermistir. Bu bulgu, HNRNPA2B1'1 6ncelikli dogrulama adaylarindan

biri olarak one ¢ikarmaktadir.

KADEME 2B (C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS ve Zebra Balig1 Kas
Dokusu Desmin—Lamin B1 Co-IP-MS ile desteklenen adaylar): NUP153 ve MSN,
sirastyla nup153 ve msna ortologlari araciligiyla hem memeli hem de zebrabalig: veri
setlerinde saptanmistir. Bu bulgu, s6z konusu proteinlerin tiirler arasinda korunmus

olas1 Desmin etkilesim adaylar1 oldugunu diisiindiirmektedir.

Bu ¢alismada aday proteinler, mevcut kanit diizeylerine gore oncelikli, orta
oncelikli ve diisiik Oncelikli dogrulama adaylar1 olarak smiflandirilmistir. Bu
siiflandirma; bagimsiz veri setlerinde tekrarlanabilirlik, istatistiksel destek, biyolojik
uygunluk ve bagimsiz dogrulama bulgular birlikte degerlendirilerek olusturulmustur.
Bu yaklasim, sonraki boliimlerde proteinlerin biyolojik dneminin sistematik olarak

degerlendirilmesinde temel alinmustir.
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4.10.3. Grup Bazh Bulgular

Niikleer zarf/NPC Kiimesi (Grup 1)

TMPO'nun i¢ niikleer membranda yer almasi ve niikleer lamina
organizasyonunda gorev yapmasi, Desmin ile ¢ekirdek zarfi arasindaki olas1 iliski

acisindan dikkat ¢ekicidir.

RANBP2 (NUP358), niikleer por kompleksinin (NPC) sitoplazmik
filamentlerinde yer alan temel niikleoporinlerden biridir. C2C12 Miyotiip Niikleer
Desmin IP-MS analizinde aday protein olarak belirlenmistir. RANBP2'nin islevsel
ortagi olan RAN da C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin [IP-MS ve Zebra Balig1 Kas
Dokusu Desmin—Lamin B1 Co-IP-MS veri setlerinde saptanmisti. RAN, RANBP2,
NUP214 ve NUP153 bulgulan birlikte degerlendirildiginde, Desmin'in niikleer por
kompleksi ve niikleositoplazmik taginmada gorev alan proteinlerle iliskili olabilecegi

distiniilmektedir.

NUP153, hem C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS hem de Zebra Baligi
Kas Dokusu Desmin—Lamin B1 Co-IP-MS veri setlerinde saptanarak tiirler arasinda
desteklenen niikleoporin adaylarindan biri olarak belirlenmistir. Ayrica NUP214,
Desmin IP’sinde saptanmis ve Desmin-Lamin B1 Co-IP deneylerinde bagimsiz olarak
dogrulanmistir. NUP214 IP’si sonrasinda Western blot analizinde Desmin'in
gosterilmesi, bu iligkiyi IP-MS bulgularindan bagimsiz olarak desteklemektedir.
RANBP2, NUP153, NUP214 ve RAN proteinlerinin birlikte degerlendirilmesi,
Desmin'in niikleer por kompleksi ile iligkili proteinlerle baglantili olabilecegini

diistindiirmektedir.

TMPO, RANBP2, NUP153 ve bagimsiz yontemlerle dogrulanan NUP214,

oncelikli dogrulama adaylar1 olarak degerlendirilmistir.

RNA-Baglayici Protein Kiimesi (Grup 2)

Bu grup, 13 protein ile aday listesinde en genis islevsel kiimeyi
olusturmaktadir. Grup; hnRNP ailesi (HNRNPA2B1, HNRNPU, HNRNPM,
HNRNPAO, HNRNPA3, HNRNPF ve HNRNPH1), DEAD-box RNA helikazlar1
(DDX3X, DDX5, DDX17 ve DDX21) ile KH (K homology) domeni iceren RNA-
baglayic1 proteinleri (KHDRBS1/SAM68 ve ILF3) kapsamaktadir. Bu gruptaki
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proteinler agirlikli olarak pre-mRNA islenmesi, mRNA tasinmast ve RNA
metabolizmas ile iliskili islevlerde gorev almaktadir (100,109,111-113)

HNRNPA2BI, iki bagimsiz C2C12 veri setinde saptanmasi nedeniyle bu grup
icinde oncelikli dogrulama aday1 olarak degerlendirilmistir. Buna karsin DDXS,
DDX17, KHDRBS1 ve HNRNPU mevcut kanit diizeyleri dikkate alindiginda orta

oncelikli dogrulama adaylar1 olarak degerlendirilmistir.
Translasyon ve Translasyon Disi Islevlerle iliskili Proteinler (Grup 3):

Bu grup, translasyonda gorev alan proteinleri igermektedir. EEF1A1, ii¢ veri
setinde ortak olarak saptanan tek aday proteindir (KADEME 1). Bununla birlikte,
yiiksek hiicresel bollugu nedeniyle IP-MS c¢aligsmalarinda sik goriilen bir arka plan
proteini oldugundan, biyolojik 6dneminin hedefe yonelik dogrulama c¢aligmalariyla
desteklenmesi gerekmektedir. Bu grupta ayrica EIF4A2 ve EIF2S1 de aday proteinler
arasinda yer almaktadir. Her iki proteinin de Desmin ile birlikte zenginlesmesi,
Desmin'in translasyon ve hiicresel stres yaniti ile iliskili siireclerle baglantili

olabilecegini diisiindiirmektedir.

EEF1A1, EIF4A2 ve EIF2S1 mevcut kanit diizeyleri dikkate alindiginda diisiik
oncelikli dogrulama adaylar1 olarak degerlendirilmistir. Ozellikle EEF1A1 ii¢ veri
setinde ortak olarak saptanmasina ragmen yiiksek hiicresel bollugu nedeniyle biyolojik

oneminin hedefe yonelik dogrulama ¢aligsmalariyla desteklenmesi gerekmektedir.

Ara filament referans proteinleri (Grup 4): IP’nin hedef proteini olan
Desmin ile heteropolimer ortagi Vimentin ve ara filament agin1 diger hiicre iskeleti
yapilarina baglayan Plectin birlikte saptanmisti. Bu proteinlerin  birlikte
zenginlesmesi, Desmin ara filament aginin immiinopresipitasyon sirasinda basarili
sekilde ¢oktiiriildiigiinii gostermektedir. Bu nedenle s6z konusu proteinler biyolojik
aday proteinler olarak degil, immiinopresipitasyonun basarisin1 gosteren i¢ kalite

kontrol (referans) proteinleri olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 4.6. C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS analizinde belirlenen aday proteinlerin biyolojik islevleri ve kanit diizeylerine gore
smiflandiriimasi.

Biyoloj y log.FC PSM | IP/IgG Ozgii Kam
orani peptit Kademe

Grup 1 — Niikleer zarf / niikleer por kompleksi (NPC)

TMPO Lamina iliskili polipeptit2 (LAP2); Lamin Bl ile etkileserek niikleer lamina organizasyonu ile . . k Kademe 3, giiglii
(LAP2) kromatinin ¢ekirdek zarfina baglanmasinda gérev alan yapisal proteindir.
RANBP2 Ran-baglayici protein 2 (NUP358); niikleer por kompleksinin (NPC) sitoplazmik filamentlerini | +5.54 1.4 %107 46 56,8 25 Kademe 3, giiglii
(Nup358) olusturan, SUMO E3 ligaz aktivitesine sahip ve niikleositoplazmik tasmmmada gorev alan
niikleoporindir.
NUP153 Niikleoporin 153; NPC’in niikleer sepet (nuclear basket) bolgesinde yer alan, kromatin organizasyonu | +5.36 1.7 x10°° 5 36,5 3 Kademe 2B, gii¢lii
ile RNA—protein komplekslerinin (RNP) niikleositoplazmik tasinmasinda gorev yapan niikleoporindir.
NUP214 Niikleoporin 214; niikleer por kompleksinin sitoplazmik filamentlerinde yer alan FG-niikleoporindir. | -} -- -- - - Dogrulandi1 (zebra baligi kas
RANBP2 (NUP358) ile birlikte niikleositoplazmik tasinma ve mRNA taginmasinda gorev alir. dokusunda NUP214 1P —
Desmin WB)
RAN RAN (Ran GTPase): GTP-baglayici niikleer protein; niikleositoplazmik tasinmanin temel p=<0,1* 5,25 4 Kademe 2B (IP-MS + Co-
diizenleyicisi olup RANBP2/NUP358 ile islevsel olarak etkilesir. IP/MS)
HNRNP U | Heterojen niikleer riboniikleoprotein U (SAF-A); iskelet/matriks baglanma bolgesi (S/MAR) ile | +5.95 24 %107 10 55,2 3 Kademe 3, giiglii
(SAF-A) iligkili, kromatin organizasyonu, RNA baglanmasi ve ¢ekirdek mimarisinin korunmasinda gorev alan
RNA-baglayici proteindir.
DDX3X DEAD-box RNA helikazi; mRNA'nin ¢ekirdekten sitoplazmaya taginmasi, translasyonun baslatilmas1 | +5.52 2.5x10° 7 108,55 5 Kademe 3, giiglii
ve stres graniilii olusumunda gorev alir.
ILF3 (NF90) | Interlokin arttirici-baglayici faktor 3 (NF90); ¢ift iplikli RNA baglayici protein olup mRNA kararliligy, | +5.29 5.8 x10° 8 72,84 4 Kademe 3, giiglii
translasyon ve antiviral yanitta gérev alir.
DDXS5 (p68) | DEAD-box RNA helikazi; pre-mRNA kirpilmasi (splicing), transkripsiyon sonrasi diizenleme ve | +4.69 2.7 %107 15 29,6 4 Kademe 3, giiglii
ribozom biyogenezinde gérev alir.
HNRNPA2 Heterojen niikleer riboniikleoprotein A2/B1; alternatif kirpilma, mRNA tasinmast ve mRNA | +4.65 22 x10* 2 18,11 1 Kademe 2A
B1 kararliligmin diizenlenmesinde gorev alir. Kas hiicrelerinde miyofibrillere tasinacak mRNA'larin
yerlesiminde rol oynadig: bildirilmistir.
HNRNP M Heterojen niikleer riboniikleoprotein M; alternatif kirpilmanin diizenlenmesinde gorev alir ve | +4.11 2.8 x10* 9 39,48 4 Kademe 3, giiclii
miyoblast farklilagmasi sirasinda kasa 6zgii transkriptlerin islenmesine katki saglar.
KHDRBS1 KH (K homology) domeni igeren RNA-baglayici protein (SAM68); sinyal iletimine bagh alternatif | +4.43 29 %10+ 5 48,22 2 Kademe 3, giiclii

(SAM68) kirpilmay1 diizenler ve miyogenez sirasinda kasa 6zgii genlerin ifadesinde rol oynar.
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Tablo 4.6(Devam). C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS analizinde belirlenen aday proteinlerin biyolojik islevleri ve kanit diizeylerine

gore siiflandirilmast.
Biyolojik islev log:FC PSM | IP/IgG Ozgiin Kan diizeyi
orani peptit Kademe

HNRNPAO | Heterojen | HNRNPAO | Heterojen niikleer riboniikleoprotein A0; stres yaniti sirasinda belirli mRNA'larin kararlihgmi | riboniikleoprotein AQ; stres yaniti sirasinda belirli mRNA'larin kararlihigini | +4.41 39x10* 2 267545 1 Kademe 3, giiglii
diizenleyen RNA-baglayici proteindir.

DDX17 DEAD-box RNA helikazi; DDX5'n islevsel paralogu olup alternatif kirpilma, transkripsiyon sonrast | +3.27 0.002 18 27,05 5 Kademe 3, giiglii

(P72) diizenleme ve miyojenik genlerin pre-mRNA islenmesinde gorev alir.

DDX21 DEAD-box RNA helikazi; ribozomal RNA (rRNA) islenmesi, ribozom biyogenezi ve niikleolar RNA | +3.96 0.002 3 1345,11 1 Kademe 3, giiglii
metabolizmasinda gorev alir.

HNRNP F Heterojen niikleer riboniikleoprotein F; G-zengin RNA dizilerine baglanarak alternatif kirpilma ve | +3.41 0.004 5 2060,86 1 Kademe 3, giiglii
mRNA islenmesini diizenler.

HNRNP H1 | Heterojen niikleer riboniikleoprotein H1; G-zengin RNA dizilerine baglanarak alternatif kirpilma ve | +3.39 0.004 5 27,05 1 Kademe 3, giiglii
RNA metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev alir.

HNRNP A3 Heterojen niikleer riboniikleoprotein A3; mRNA tagmmasi, alternatif kirpilma ve RNA | +2.67 0.015 8 15,31 2 Kademe 4, orta

metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev alir.

EIF4A2 Okaryotik translasyon baslatma faktorii 4A-II; DEAD-box RNA helikazi olup cap-bagimh | +3.90 0.003 3 38,1547 2 Kademe 3, giiglii
translasyonun baslatilmasinda gérev alir.

EEF1A1 Okaryotik uzama faktorii 1 alfa 1; protein sentezindeki temel gorevinin yani sira aktin sitokeletinin | +2.76 0.007 28 8,4 [§ Kademe 1 (liglii kanit)
diizenlenmesi, mRNA tagmmasi ve hiicresel stres yanit1 gibi translasyon dis1 islevlerde de rol alir.

EIF2S1 Okaryotik translasyon baslatma faktorii 2'nin alfa alt birimi; entegre stres yamiti sirasinda protein | +2.96 0.007 7 19,044 4 Kademe 4, orta

(elF2a) sentezinin kiiresel diizeyde diizenlenmesinde goérev alir.

Grup 4 — Ara filament referans proteinleri

VIM Vimentin; Desmin ile heteropolimer olusturabilen Tip III ara filament proteinidir. Ara filament agmm | +5.81 2.7x10°® 52 159,56 16 Kademe 3

(Vimentin) pozitif kontrol proteini olarak degerlendirilmistir.

PLEC Desmini hiicre membranina ve diger sitoskeletal yapilara baglayan, plakin ailesine ait iyi tanimlanmig | +4.41 24 x107 233 60,14 93 Kademe 3

(Plektin) bir ¢apraz baglayici proteindir. Deneyin teknik basarisini destekleyen kontrol proteinlerden biridir.

DES Caligmanin hedef (bait) proteini olup IP’de beklendigi gibi zenginlesmistir. Deneyin basaril sekilde | +4.54 6.6 x 10°° 57 47,52 16 Kademe 3

(Desmin) gerceklestirildigini dogrulayan i¢ kontrol proteini olarak degerlendirilmistir.

ERM (Ezrin—Radixin—Moesin) ailesi ve kortikal iskelet proteinleri

MSN Hiicre membrant ile aktin iskeleti arasinda baglant1 saglayan ERM ailesi proteinidir. +2.02 0.048 20 10,64 9 Kademe 2B, giiglii
(Moezin)
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Tablo 4.6’da sadelestirilmis aday protein listesi (21 aday protein ve bagimsiz
olarak dogrulanmig NUP214), limma analizi sonuglar ile birlikte 6zgilin peptit sayisi,
IP/IgG orani, biyolojik tekrarlar arasindaki tutarlilik ve biyolojik uygunluk olciitleri
dikkate alinarak olusturulmus ve biyolojik islevleri ile destekleyici kanit diizeylerine

gore siniflandirtlmistir.

Tablodaki nicel degerler, aday proteinlerin belirlenmesinde temel veri kaynagi
olarak kullanilan C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS veri setinden (Desmin IP—
IgG kontrolii; limma ile gerceklestirilen protein zenginlesme analizi) elde edilmistir.
log2FC, logaritmik (baz 2) kat degisimini; adj.p, Benjamini—-Hochberg yontemi ile
diizeltilmis p-degerini; PSM, peptit-spektrum eslesmesi sayisini gostermektedir.
IP/IgG oran1 ve 6zgiin peptit siitunlari ise, ayn1 C2C12 Desmin IP-MS analizinin ham
verilerinden elde edilmis olup limma analizinden farkli bir hesaplama yaklagimina
dayanmaktadir. Bu nedenle s6z konusu degerler yalnizca bu veri setinde yer alan
proteinler i¢in verilmis, veri setinde bulunmayan proteinler ise "—" ile gosterilmistir.
PSM, bir peptidin MS/MS analizinde ka¢ kez tanimlandigin1 gosterirken, 6zgiin peptit
sayist yalnizca ilgili proteine 6zgii farkli peptit dizilerinin sayisim1 ifade eder.
Dolayistyla PSM, protein tanimlamasinin tekrarlanabilirligi ve goreli bollugu
hakkinda bilgi saglarken, 0zglin peptit sayis1 tanimlamanin Ozgilligiinii ve

giivenilirligini destekleyen tamamlayici bir dl¢iittiir.

Aday proteinler, C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS veri setinden elde
edilen bulgularin C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin [P-MS + RNaz ve Zebra Baligi
Kas Dokusu Desmin—Lamin B1 Co-IP-MS veri setleriyle karsilastirilmasi sonucunda
elde edilen destekleyici kanit diizeyine gore siniflandirilmisti. KADEME 1, {i¢ veri
setinde desteklenen adaylari; KADEME 2A, C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS
ve C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin [P-MS + RNaz veri setlerinde desteklenen
adaylar;; KADEME 2B, C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin I[P-MS ve Zebra Balig1 Kas
Dokusu Desmin—-Lamin Bl Co-IP-MS veri setlerinde desteklenen adaylari;
KADEME 3, yalnizca C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin [P-MS veri setinde giiglii
kanitla belirlenen adaylari; KADEME 4 ise yalnizca C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin
IP-MS veri setinde orta diizey kanitla belirlenen adaylar1 gdstermektedir. Satir renkleri
kanit diizeylerini gostermektedir: sari, KADEME 1 (EEF1Al); acik kahverengi,
KADEME 2A (HNRNPA2BI1); acik yesil, KADEME 2B; gri, referans proteinler
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(DES, VIM ve PLEC). K: Kademe. 1NUP214, C2C12 miyotiip niikleer Desmin IP—
MS analizinde kullanilan aday protein se¢im 6l¢iitlerini karsilamamistir. Buna karsin,
zebra balig1 kas dokusunda gerceklestirilen Desmin—Lamin B1 ters yonli Co-IP
deneylerinden elde edilen bagimsiz dogrulayici kanit nedeniyle birlesik aday listesine
dahil edilmistir. Bu bulgu, NUP214 ile Desmin'in ayn1 protein kompleksi igerisinde
yer alabilecegini desteklemektedir. Bu nedenle NUP214 i¢in C2C12 miyotiip niikleer
Desmin IP-MS analizine ait log-FC ve adj.p degerleri bulunmamaktadir. NUP214,
zebra baliginda gergeklestirilen Co IP-Western blot deneylerinde dogrulanmis olmasi

nedeniyle Tablo 4.7'de degerlendirilmistir.

Mevcut kanit diizeyleri birlikte degerlendirildiginde, niikleer zarf/niikleer por
kompleksi proteinleri (TMPO, RANBP2, NUP153 ve bagimsiz olarak dogrulanan
NUP214) ile HNRNPA2B1 oncelikli dogrulama adaylar1 olarak 6ne ¢ikmigtir. DDXS,
DDX17, KHDRBS1 ve HNRNPU orta oOncelikli dogrulama adaylari olarak
degerlendirilirken, EEF1A1, EIF4A2 ve EIF2S1 ise 6n dogrulama adaylar1 olarak
siiflandirilmisti. Bu smiflandirma, aday proteinlerin hedefe yonelik dogrulama

calismalarinda onceliklendirilmesi i¢in sistematik bir ¢cer¢ceve sunmaktadir.

4.10.4. RNaz-duyarhhlk analizi

C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS = RNaz veri setinde, Desmin ile
iliskilerin RNA aracili olup olmadigin1 degerlendirmek amaciyla RNaz uygulanmayan
(—RNaz) ve RNaz uygulanan (+RNaz) Desmin IP gruplar1 karsilastiriimistir. Kontrast,
log.FC _RNaz = log2(IP_Desmin) — log2(IP_RNaz_Desmin) olarak tanimlanmistir. Bu
tanima gore pozitif log:FC RNaz degerleri, RNaz uygulamasi sonrasinda protein
sinyalinin azaldigimi ve iliskinin en azindan kismen RNA aracili olabilecegini
gostermektedir. RNaz uygulamasi sonrasinda belirgin bir sinyal kaybi olusmadigini ve

iliskinin RNA aracili olmayan bir etkilesimle uyumlu olabilecegini diisiindiirmektedir.

RNaz kontrast1 analizinde hig bir protein adj. p < 0,05 ve |log:FC| > 1 esiklerini
karsilamamistir. Bu nedenle RNaz kontrastindan elde edilen degisimler yalnizca
kesifsel gozlem olarak degerlendirilmis, istatistiksel anlamlilik kanitt olarak
yorumlanmamistir. Bununla birlikte, IgG kontroliine gore anlamli diizeyde
zenginlesen dokuz proteinden HNRNPA2B1, EEF1A1, IFT57 ve ADARB1'de RNaz

uygulamasi sonrasinda Desmin IP sinyalinde azalma yoniinde bir egilim gozlenmistir.
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Bu gozlemler, bagimsiz biyolojik tekrarlarla dogrulanmay1 gerektiren kesifsel bulgular

olarak degerlendirilmistir.

Aday listesinde yer alan HNRNPA2BI1 ve EEF1A1, C2C12 Miyotiip Niikleer
Desmin IP-MS + RNaz veri setinde de saptandiklar1 i¢cin RNaz duyarhilik
karsilagtirmasina dahil edilebilmistir. Kalan 19 aday protein ise bu veri setinde tespit
edilmediginden degerlendirilememistir. Her iki proteinde de pozitif log.FC RNaz
degeri elde edilmesi, RNaz uygulamasi sonrasinda Desmin IP 6rneklerindeki sinyalin
azalma egiliminde oldugunu gdstermektedir (Tablo 4.8). Ancak diizeltilmis p-
degerlerinin anlamlilik esiginin lizerinde kalmasi nedeniyle bu bulgular RNA aracili
bir etkilesimin istatistiksel olarak desteklendigini gostermemektedir. Buna karsin,
HNRNPA2B1 ve EEFIAl'de gozlenen sinyal azalmasi egilimi, Desmin ile
iligkilerinde RNA'nin katkis1 olabilecegine isaret eden kesifsel bir gozlem olarak

degerlendirilmistir.

Tablo 4.7. Aday proteinler icin RNaz duyarhlik analizi. Aday proteinler arasinda
yalnizca HNRNPA2B1 ve EEF1A1, C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP—
MS + RNaz veri setinde de saptandiklari i¢in analize dahil edilmistir. IP—
IgG kontrasti, RNaz uygulanmayan kosullarda Desmin IP’nin IgG
kontroliine gore zenginlesmesini; +RNaz kontrasti ise RNaz
uygulanmayan ve uygulanan Desmin IP Ornekleri arasindaki farki
(IP_Desmin — IP_RNaz Desmin; log. 0l¢ekte) gostermektedir. Pozitif
log:FC RNaz degerleri RNaz uygulamast sonrasinda Desmin [P
sinyalinde azalma egilimini, negatif degerler ise RNaz uygulamasindan
belirgin olarak etkilenmeyen bir Oriintiiyli gostermektedir. NS (Not
Significant), istatistiksel olarak anlamli olmayan sonuglar1 ifade
etmektedir (adj. p > 0,05).

Gen log:FC (IP | adj. p (IP | log:FC adj.p RNaz sonrasi sinyal
R T

HNRNPA2B1 @ +5.00 596 x 10 | +3.44 0.123 Azalma (NS)

EEF1A1 +5.05 3.81 x 10* | +1.85 0.505 Azalma (NS)

4.10.5. Birlesik Skor ile flk Tarama Amach Alt1 Aday Proteinin Secimi ve

Korelasyon Analizi

Boliim 4.10.1'de tanimlanan 21 aday protein arasindan, deneysel dogrulama
oncesinde ilk tarama i¢in alt1 aday protein se¢ilmistir. Bu se¢im, tek bir degerlendirme

Olclitiine dayanmak yerine ¢oklu kanitlarin birlikte degerlendirilmesi esas alinarak
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gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, aday protein taramasinda kullanilan C2C12
Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS veri setinden (B6liim 4.10.1) elde edilen alt1 6lgiit;
limma analizine ait log:FC degeri, —logio(diizeltilmis p degeri), peptit-spektrum
eslesmesi (PSM) sayisi, 0zgiin peptit sayisi, logio(IP/IgG orani) ve ¢apraz veri seti
kanit diizeyi (Kademe) tek bir birlesik skor altinda birlestirilmistir.

Birlesik skor hesaplanirken, referans proteinler olan DES, VIM ve PLEC analiz
disinda birakilmis ve kalan 21 aday protein degerlendirmeye alinmistir. Olgekleri
birbirinden farkli olan alt1 6l¢iitiin karsilastirilabilir hale getirilmesi amaciyla her biri
min—maks normalizasyonuyla 0—1 araligina donustiiriilmiistiir. Daha sonra normalize
edilen oOlgiitlerin esit agirlikli ortalamasi alinarak her protein igin birlesik skor
hesaplanmistir. Her Slgiite 1/6 agirlik verilmistir. IP/IgG orani ise Desmin IP ve IgG
kontrol orneklerine ait protein bolluk degerlerinden hesaplanmis, analizde logio

doniigiimii uygulanarak kullanilmistr.

Capraz veri setlerinden elde edilen kanit diizeyi, Kademe degiskeni araciligiyla
sayisallastirilmustir. Ug veri setinde ortak olarak desteklenen KADEME 1 proteinlerine
3,0; iki veri setinde desteklenen KADEME 2A ve KADEME 2B proteinlerine 2,5; tek
veri setinde giiclii kanitla belirlenen KADEME 3 proteinlerine 1,5; tek veri setinde
orta diizey kanitla belirlenen KADEME 4 proteinlerine ise 1,0 puan atanmistir. Bu
degerler de diger olciitlerde oldugu gibi normalizasyon islemine tabi tutularak birlesik

skora dahil edilmistir.

Birlesik skor yaklagiminin saglamligini degerlendirmek amaciyla ii¢ farklh
agirhiklandirma stratejisi uygulanmis ve sonuglar karsilastirilmistir. ilk stratejide tiim
dlgiitlere esit agirlik verilmistir (her 6lgiite 1/6). Ikinci stratejide 6zgiin peptit sayist ile
logio(IP/IgG orani) Olgiitlerine diger dort o6lgiitiin iki kat1 agirlik verilmistir (bu iki
dlciite 1/4, digerlerine 1/8). Ugiincii stratejide ise istatistiksel anlamlilik [~logio(adj.p)]
ile 6zgiin peptit sayis1 Olciitlerine diger dort dlgiitiin iki kat1 agirlik verilmistir (bu iki
Olctite 1/4, digerlerine 1/8). Her li¢ modelde de en yiiksek birlesik skora sahip ilk alt1
proteinin degismemesi, aday siralamasinin farkli agirliklandirma stratejilerine karsi
kararli oldugunu ve siralamanin tek bir Olgiitiin baskin etkisiyle olusmadigini

gostermistir.



Tablo 4.8. Birlesik skor yontemiyle 21
proteinin se¢imi.
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aday proteinin siralanmasi ve ilk alt1 aday

Sira Protein Skor Grup | log.FC adj.p PSM Ozgiin IP/1gG* Kademe
peptit
1 TMPO 0,677 NPC +8,15 2,6x10°12 28 13 269,6 K3
2 RANBP2 0,638 NPC +5,54 1,4x1077 46 25 56,8 K3
3 HNRNPU 0,462 RBP +5,95 2,4x107 10 3 55,2 K3
4 DDX5 0,414 RBP +4,69 2,7x10°% 15 4 29,6 K3
5 EEF1A1 0,408 Trans +2,76 0,007 28 6 8,4 K1
6 NUP153 0,379 NPC +5,36 1,710 5 3 36,5 K2B
7 DDX3X 0,340 RBP +5,52 2,5%10°¢ 7 5 59,94 K3
8 MSN 0,323 ERM +2,02 0,048 20 9 5,19 K2B
9 ILF3 0,319 RBP +5,29 5,8x10°° 8 4 47,95 K3
10 HNRNPAOQ 0,310 RBP +4,41 3,910 2 1 5,22% K3
11 HNRNPA2B1 0,295 RBP +4,65 2,2x107 2 1 9,07 K2A
12 HNRNPF 0,282 RBP +3,41 0,004 5 1 13,80F K3
13 DDX21 0,280 RBP +3,96 0,002 3 1 17,501 K3
14 DDX17 0,268 RBP +3,27 0,002 18 5 12,07 K3
15 HNRNPM 0,263 RBP +4,11 2,8x107 9 4 22,43 K3
16 KHDRBS1 0,245 RBP +4,43 2,9x10* 5 2 27,41 K3
17 EIF4A2 0,208 | Trans +3,90 0,003 3 2 18,70 K3
18 HNRNPH1 0,189 RBP +3,39 0,004 5 1 14,87 K3
19 RAN 0,169 NPC — — 8 4 2,67 K2B
20 EIF2S1 0,156 Trans +2,96 0,007 7 4 10,00 K4
21 HNRNPA3 0,131 RBP +2,67 0,015 8 2 7,85 K4

* [P/IgG orant, Desmin IP ve IgG kontrol orneklerine ait ham protein bolluk degerlerinin ortalamalar
kullanilarak hesaplanmistir (Béliim 4.10.5.1). 1 isareti bulunan adaylarda bir veya daha fazla tekrarda

eksik deger bulundugundan, IP/IgG orani yalnizca mevcut veriler tizerinden hesaplanmuigstir.
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Tablo 4.8'de, birlesik skora gore ilk alt1 sirada yer alan proteinler TMPO
(0,677), RANBP2 (0,638), HNRNPU (0,462), DDXS5 (0,414), EEF1A1 (0,408) ve
NUP153 (0,379) olmustur. islevsel siniflandirmaya gére bu adaylar ii¢ niikleer por
kompleksi (NPC) proteini (TMPO, RANBP2 ve NUP153), iki RNA-baglayici protein
(HNRNPU ve DDXS5) ile bir translasyon faktorii (EEF1A1) olmak iizere ii¢ grupta

toplanmaktadir.

Birlesik skor siralamasinda NPC proteinleri st siralarda yer almistir. Bu
durum, niikleoporin adaylarinin RNA-baglayici proteinlere kiyasla daha yiiksek
IP/IgG oranlar1 ve daha giiclii istatistiksel destek gostermesinden kaynaklanmaktadir.
Buna karsin, EEF1A1 {i¢ veri setinin tamaminda ortak olarak saptanan tek KADEME
1 proteini olmasina ragmen, hiicrede dogal olarak yiiksek bollukta bulunmasi
nedeniyle IgG kontrol 6rneklerinde de yiiksek diizeyde tespit edilmistir. Bu nedenle
EEF1A1, IP/IgG oran1 gorece diisiik olmasina ragmen diger degerlendirme
Olciitleriyle birlikte degerlendirildiginde birlesik skor siralamasinda besinci sirada yer

almustir.

Secilen alt1 aday proteinin zenginlesme dogrulamasi

Secilen alt1 proteinin Desmin zenginlesmesini dogrulamak amaciyla, aday
protein taramasinda kullanilan C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS veri setinin
ham protein bolluk degerlerinden 6rnek bazinda IP/IgG oranlart ve ham log.FC
degerleri hesaplanmigti HNRNPU, DDXS5 ve NUP153 i¢in bir IgG kontrol 6rnegine
ait bolluk degerinin eksik olmasi nedeniyle, ilgili deger ayn1 biyolojik tekrara ait diger

IgG kontrol 6l¢timii kullanilarak tamamlanmistir.
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Tablo 4.9. Segilen alt1 aday proteinin zenginlesme dogrulamasi.

Protein Ortalama IgG | Ortalama IP | IP/IgG orani | log:FC (ham) | log:FC (limma)
TMPO 33.143 8.933.982 269,6 +8,07 +8,15
RANBP2 167.360 9.501.278 56,8 +5,83 +5,54
HNRNPU 44.800 2.474.393 55,2 +5,79 +5,95
NUP153 30.739 1.120.478 36,5 +5,19 +5,36
DDX5 28.522 843.104 29,6 +4,89 +4,69
EEF1Al 4.580.776 38.520.236 8,4 +3,07 +2,76

Tablo 4.9'da goriildiigl lizere, ham protein bolluk degerlerinden hesaplanan
log2FC degerleri, Boliim 4.10.1'de limma analiziyle elde edilen log.FC degerleriyle
biiyiik 6l¢iide uyumludur. ki yaklasim arasindaki fark tiim proteinlerde 0,5 log:
birimin altinda kalmistir. Bu bulgu, ham verilerden hesaplanan zenginlesme

degerlerinin limma analizinden elde edilen sonuglarla tutarli oldugunu gostermektedir.

Secilen proteinler arasinda EEF1A1, +3,07'lik ham log:FC degeriyle en diisiik
zenginlesmeyi gostermistir. Bunun nedeni, proteinin IgG kontrol &rneklerinde de
yiiksek bollukta saptanmasidir. Bu nedenle, IP 6rneklerinde mutlak bollugu yiiksek
olmasina ragmen IP/IgG oran1 diger aday proteinlere gore daha diisiik kalmistir. Bu

gozlem, Boliim 4.10.2'de 6zetlenen literatiir bilgileriyle uyumludur.

Bununla birlikte, alt1 aday proteinin tamami1 hem ham log.FC hem de IP/IgG

oranlar1 bakimindan Desmin IP’sinde belirgin zenginlesme gostermistir.

Korelasyon analizi

Secilen alt1 aday proteinin Desmin IP’sindeki 6rnek bazli bolluk degisimlerinin
birbiriyle iliskisini degerlendirmek amaciyla, protein bolluk degerleri arasinda Pearson
ve Spearman korelasyon analizleri yapilmistir. Bolluk degerleri 10*-10® araliginda
genis bir dagilim gosterdiginden, analiz Oncesinde logio donilisiimii uygulanmistir.
Coklu karsilagtirmalardan kaynaklanan yanlis pozitif sonu¢ olasiligin1 azaltmak
amactyla p-degerlerine Benjamini—Hochberg (BH) diizeltmesi uygulanmistir. Ancak
korelasyon analizi, teknik tekrarlar1 da igeren alti LC-MS/MS o0l¢limii {izerinden
gerceklestirilmis ve bu Olgiimler yalnizca ili¢ bagimsiz biyolojik 6rnegi temsil
ettiginden, BH-diizeltilmis p-degerleri dogrulayic1 degil, kesifsel nitelikte

yorumlanmustir.



Tablo 4.10. Secilen 6 aday protein arasinda Pearson korelasyon katsayilari.
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TMPO RANBP2 | EEFIAL | HNRNPU DDX5 NUP153
TMPO 1,00 0,95+ 0,97 0,08+ 0,90* 0,92*
RANBP2 1,00 0,97 0,09%** 0,94%% 0,09%**
EEF1A1 1,00 0,97+ 0,99%** 0,97+
HNRNPU 1,00 0,96** 0,09%**
DDX5 1,00 0,94%*
NUP153 1,00

**% BH ile diizeltilmis p < 0,001; ** BH ile diizeltilmis p < 0,01; * BH ile diizeltilmis p < 0,05. Pearson
korelasyon katsayilar: 0,901-0,994 araliginda hesaplanmistir. Korelasyon analizi teknik tekrarlari da
iceren alti LC-MS/MS é6l¢iimii tizerinden gergeklestirilmis olup, BH-diizeltilmis p-degerleri yalnizca ii¢
bagimsiz biyolojik 6rnegi temsil eden verilerden elde edildigi icin kesifsel nitelikte yorumlanmigtir.
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Birlesik skor ile secilen alti aday proteinin logio bolluk degerleri
iizerinde Pearson (sol) ve Spearman (sag) korelasyon matrisleri.
Korelasyon katsayilar1 ve anlamlilik diizeyleri hiicre icglerinde
gosterilmistir. Mavi: niikleer por kompleksi (NPC) grubu (TMPO,
RANBP2, NUP153), turuncu: transkripsiyon sonrasi diizenleme grubu
(HNRNPU, DDXS, EEF1A1).

Korelasyon analizinde, secilen alt1 aday proteinin bolluk profilleri arasinda

Pearson (r

= 0,901-0,994) ve Spearman (p = 0,829-0,986) analizlerinde yiiksek
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diizeyde pozitif korelasyonlar gdzlenmistir. Her iki analiz yontemi benzer korelasyon
oOrlintlisti ortaya koymustur. En yiiksek korelasyon katsayilarina sahip protein ¢iftleri
Tablo 4.12'de 6zetlenmistir. Bununla birlikte, korelasyon analizi teknik tekrarlar1 da
igeren alti LC-MS/MS 6l¢iimii lizerinden gergeklestirilmis ve bu dl¢limler yalnizca ti¢
bagimsiz  biyolojik 6rnegi temsil ettiginden, sonuclar kesifsel olarak
degerlendirilmistir. Ayrica aday proteinlerin tamami Desmin IP 6rneklerinde IgG
kontroliine gore ortak zenginlesme gosterdiginden, goézlenen korelasyonlarin ortak

zenginlesme Oriintiisiinden etkilenmis olabilecegi goz 6niinde bulundurulmustur.

Tablo 4.11. Pearson korelasyon katsayis1 > 0,98 olan protein g¢iftleri.

Protein cifti Pearson r Spearman p Protein simiflar:
HNRNPU - NUP153 0,994 0,941 RBP + NPC
RANBP2 - HNRNPU 0,992 0,928 NPC + RBP
RANBP2 - NUP153 0,990 0,986 iki niikleoporin
EEF1A1 - DDX5 0,985 0,986 Translasyon + RNA iglenmesi
TMPO — HNRNPU 0,979 0,928 Niikleer zarf + RBP

Tablo 4.11'de Pearson korelasyon katsayisi >0,98 olan protein c¢iftleri
gosterilmektedir. En yiiksek korelasyon HNRNPU ile NUP153 arasinda gozlenmistir
(r =0,994; p = 0,941). Bunu sirastyla RANBP2-HNRNPU (r = 0,992; p = 0,928),
RANBP2-NUP153 (r = 0,990; p = 0,986), EEF1A1-DDX5 (r = 0,985; p = 0,986) ve
TMPO-HNRNPU (r = 0,979; p = 0,928) protein ¢iftleri izlemistir. Pearson ve
Spearman analizlerinde benzer korelasyon oOriintiilerinin gozlenmesi, segilen aday
proteinlerin Ornekler arasinda benzer bolluk degisim profilleri sergiledigini
gostermektedir. Bununla birlikte, aday proteinlerin tamaminin Desmin IP 6rneklerinde
IgG kontroliine gore ortak zenginlesme gostermesi nedeniyle bu ortak Oriintli kismen
ortak zenginlesmeden kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle korelasyon sonuglar tek
basima bagimsiz bir protein kompleksine iiyeligin veya dogrudan protein—protein

etkilesiminin kanit1 olarak degerlendirilmemelidir.
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EEF1A1 icin RNaz-duyarhlk analizi

Secilen alt1 aday proteinden yalnizca EEF1A1, Boliim 4.10.4'te kullanilan
C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS + RNaz veri setinde RNaz duyarliliginin
degerlendirilebilmesi icin yeterli bolluk verisine sahiptir. RANBP2 bu veri setinde
tanimlanmis olmakla birlikte bolluk degerleri gilivenilir bir degerlendirme yapmaya
yeterli degildir. Diger dort aday protein (TMPO, HNRNPU, DDX5 ve NUP153) ise
bu veri setinde saptanmamistir. Bu nedenle, EEFIA1 i¢in ham protein bolluk
degerlerinden hesaplanan kontrastlar Tablo 4.13'te sunulmus ve elde edilen sonuglar

Boliim 4.10.4'teki limma analizleriyle karsilastirilmistir.

Tablo 4.12. EEF1Al i¢in ham verilerden hesaplanan kontrastlara dayali RNaz
duyarlilik analizi.

Kontrast log:FC p (ham t- log:FC adj.p Sonu¢
(ham) test) (limma) (limma)
IP vs IgG +4,91 0,034 +5,05 3,81x10* | Desmin IP'de anlaml

zenginlesme

IP vs IP+RNaz +1,28 0,108 +1,85 0,505 RNaz sonrasi azalma egilimi;

istatistiksel ~ olarak  anlamli

degil

Tablo 4.12'de goriildiigii lizere, EEF1A1 Desmin IP Orneklerinde IgG
kontroliine gore anlamli diizeyde zenginlesmistir (ham analiz: log:FC = +4,91; p =
0,034). RNaz uygulamast sonrasinda EEFIA1l bollugu ortalama 315.899'dan
130.240'a diismiis (yaklasik 2,4 kat azalma) ve buna karsilik gelen ham log:FC degeri
+1,28 olarak hesaplanmistir. Bununla birlikte, bu degisim istatistiksel olarak anlaml
degildir (p = 0,108). Ham verilerden elde edilen sonug¢lar, limma analiziyle hesaplanan
kontrastlarla yon bakimindan uyumludur (log:FC = +1,85; adj.p = 0,505). Her iki
analizde de RNaz uygulamas1 sonrasinda EEF1A1 bollugunda azalma yoniinde bir

degisim gbzlenmis, ancak bu degisim istatistiksel anlamlilik diizeyine ulagsmamustir.
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RNA Baglayici Proteinler (RBP)‘.".

Niikleer Por Kompleksi (NPC)

Etkilegsim Kanit Tiirleri (STRING) Baglantilarin Agiklamasi

Veritabanlarindan &
Deneysel olarak belirlenmis

Kenarlar, protein-protein iligkilerini temsil eder.

Gen komsulugu « Baglantilar, ortak biyolojik islev veya iliskili stirecleri gosterebilir;

Gen fiizyonlan dogrudan fiziksel baglanmayi her zaman ifade etmez.

Gen es-olusumu * Farkli renkler, iliskiyi destekleyen farkli kanit kaynaklarini gosterir.
Metin madenciligi

Ko-ekspresyon » Ayni iki protein arasindaki birden fazla renkli cizgi, iliskinin birden
Protein homolojisi fazla kanit tiirdi ile desteklendigini gosterir.

Sekil 4.23. C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS analizinde belirlenen aday
proteinler arasindaki STRING protein—protein etkilesim agi. Ag,
birlesik skor analizinde onceliklendirilen aday proteinlere ek olarak RNA
baglayici proteinleri daha kapsamli temsil etmek amaciyla HNRNPA2B1
ve DDXI17 ile onceki caligmalarimizda Desmin ile karsilikli Co-IP
yontemiyle dogrulanan LMNB1 ve NUP214 proteinlerini icerecek sekilde
olusturulmustur. STRING analizi, Homo sapiens protein veritabani
kullanilarak yiiksek giiven diizeyi (combined score > 0,700) esas alinarak
gerceklestirilmistir. Kesikli elipsler, islevsel alt modiilleri gorsel olarak
belirtmek amaciyla eklenmistir.

STRING analizi, aday proteinlerin niikleer por kompleksi (RANBP2, NUP153
ve NUP214), niikleer lamina/i¢ niikleer zar (TMPO ve LMNBI) ile RNA baglayici
proteinler (HNRNPU, HNRNPA2B1, DDX5 ve DDX17) olmak {izere ii¢ islevsel alt
modiilde kiimelendigini gdstermektedir. RNA baglayici proteinler ile niikleer lamina
ve niikleer por kompleksi modiilleri arasinda dogrudan ytiksek giivenli etkilesim
bulunmamakla birlikte, bu modiiller STRING ag1 icerisinde dolayli baglantilarla
iligkilidir (Sekil 4.23).
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4.11. Karsihkh Co-IP ile Oncelikli Adaylarin Bagimsiz Dogrulanmasi

TMPO (LAP2) ve DDXS5, farkli islevsel protein gruplarini temsil etmeleri
nedeniyle hedefe yonelik dogrulama deneyleri icin secilmistir. ilk asamada ters yonlii
IP-WB yaklasimi uygulanmis; TMPO ve DDX5’e 6zgii antikorlarla gergeklestirilen
immiin ¢oktiirme sonrasinda elde edilen fraksiyonlarda Desmin varligi Western blot
ile degerlendirilmistir. ilk deneyde hem hedef proteine ait IP fraksiyonlarinda hem de
IgG kontroliinde belirgin Desmin sinyali gozlenmistir (Ek sekil 8.8 ). Bu nedenle ilk
deney, aday proteinlerin Desmin ile etkilesimini 6zgiil olarak dogrulamak agisindan
yeterli bulunmamis ve deney kosullarinin optimizasyonu yapilarak  deneyler

tekrarlanmustur.

[k deneyde kullanilan Protein A/G manyetik boncuklarin uzun siire saklanmig
olmasi ve kullanim 6ncesinde topaklanmis goriinlimde olmasi nedeniyle, deney yeni
manyetik boncuklar kullanilarak tekrarlanmigti. Ayrica Co-IP tamponuyla
gerceklestirilen yikama sayisi ikiden dorde g¢ikarilmistir. Optimizasyonun ardindan
deney karsilikli [IP-WB yaklasimiyla siirdiiriilmiistiir. Bu amacla, TMPO ve DDX5
immiin ¢oktiirme Orneklerinde Desmin; karsilikli olarak Desmin immiin ¢oktiirme
orneklerinde ise TMPO ve DDXS5 proteinleri Western blot ile analiz edilmistir.
Boylece aday proteinlerin Desmin ile ayn1 protein komplekslerinde bulunmasi her iki

immiin ¢oktiirme yoniinde degerlendirilmistir.

Deneylerde 6zgiil olmayan baglanmay1 degerlendirmek amaciyla IgG kontrol
IP ve primer antikor igermeyen boncuk kontrolii kullanilmistir. Immiin ¢ktiirme
sonrasinda  boncuklara  baglanmayarak  siipernatantta  kalan  proteinlerin
degerlendirilmesi amaciyla akis gecisi (flow-through, FT) da analize dahil edilmistir.
Desmin’in yaklagik 53 kDa’da bulunmasi ve IP antikorunun agir zinciriyle yaklasik
50-55 kDa araliginda cakisabilmesi nedeniyle, Desmin Western blot analizlerinde

Clean-Blot IP Detection Reagent (HRP) kullanilmigstir.

TMPO i¢in gergeklestirilen ters Co-IP analizinde, TMPO-IP o6rneginde
yaklagik 53 kDa diizeyinde Desmin bandi saptanmistir (Sekil 4.28). Bununla birlikte
FT fraksiyonunda da belirgin Desmin sinyalinin bulunmasi, lizattaki Desmin’in
yalnizca bir boliimiiniin TMPO ile birlikte ¢oktiiriildiiglinii ve proteinin 6nemli bir

kisminin siipernatantta kaldigin1 géstermektedir. Kars1 yonde gergeklestirilen Desmin-
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IP sonrasinda ise TMPO vyaklastk 78 kDa diizeyinde saptanmis; ancak FT
fraksiyonunda da TMPO sinyali gozlenmistir. Tekrarlanan deneyde IgG kontroliinde
belirgin Desmin sinyalinin gozlenmemesi, ilk deneyde gbzlenen IgG sinyalinin
kullanilan manyetik boncuklar veya yikama kosullar1 gibi teknik etkenlerden
kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Her iki immiin ¢oktlirme yoniinde de
TMPO ve Desmin'in birlikte saptanmasi, bu proteinlerin ayni protein kompleksi
igerisinde bulunabilecegini desteklemektedir. Bununla birlikte, FT fraksiyonlarinda

her iki proteine ait sinyalin gozlenmesi, immiin ¢oktiirme veriminin sinirli kaldigin

gostermektedir.
(A)
ot PO cioutn o porin® G o
TMPO N
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Sekil 4.24. TMPO-Desmin icin karsihikli Co-IP ve WB analizi. (A) Soldan saga
dogru; total protein, Desmin IP akis ge¢isi (Flow through-FT), Desmin IP,
IgG IP ve antikorsuz boncuk kontrolii (NTC) 6rnekleri gosterilmektedir.
TMPO proteini total protein, FT ve Desmin IP 6rneklerinde bant
vermektedir. (B) Soldan saga dogru; total protein, TMPO IP akis gecisi
(Flow through-FT), TMPO 1P, IgG IP ve antikorsuz boncuk kontrolii
(NTC) ornekleri gosterilmektedir. Desmin proteini total protein, FT ve
TMPO IP o6rneklerinde belirgin bant vermektedir.

DDX5 i¢in gergeklestirilen karsilikli [P-WB analizlerinde, Desmin-IP
orneginde DDXS5 proteini belirgin olarak saptanmis ve FT fraksiyonunda DDXS5
sinyali gozlenmemistir. Ters yonde gergeklestirilen DDXS5-IP analizinde ise Desmin
total protein ve DDX5-IP 6rneklerinde belirgin olarak saptanmistir. DDX5-IP’ye ait
FT fraksiyonunda cok silik bir Desmin bandinin bulunmasi, lizattaki Desmin’in kii¢iik

bir boliimiiniin ¢oktiirme sonrasinda slipernatantta kaldigin1 gdstermektedir. IgG-IP
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ornegindeki ¢ok silik Desmin sinyali diisiik diizeyli 6zgiil olmayan baglanma veya
arka plan sinyaliyle iligkili olabilir. Boncuk kontroliinde bant gézlenmemesi ise bu
sinyalin manyetik  boncuklara dogrudan 0zgiill olmayan baglanmadan
kaynaklanmadigini desteklemektedir. Bulgular birlikte degerlendirildiginde, Desmin
ve DDX5’in her iki yonde birlikte ¢oktiiriilebilmesi, bu proteinlerin ayn1 kompleks

icerisinde bulunabilecegini desteklemektedir.

(A)
\ n .
10t PO ot peemin® 6P rg
DDX5 - - i |68 kDa
(B)
in ugh
Desmin | — ——p I—ss kDa

Sekil 4.25. DDX5-Desmin i¢in karsiikli Co-IP ve WB analizi. (A) Soldan saga
dogru; total protein, Desmin IP akis gecisi (Flow through-FT), Desmin IP,
IgG IP ve antikorsuz boncuk kontrolii (NTC) ornekleri gosterilmektedir.
DDXS5 proteini total protein ve Desmin IP 6rneklerinde bant vermektedir.
(B) Soldan saga dogru; total protein, DDXS5 IP akis gecisi (Flow through-
FT), DDXS 1P, IgG IP ve antikorsuz boncuk kontrolii (NTC) 6rnekleri
gosterilmektedir. Desmin proteini total protein ve DDXS5 IP 6rneklerinde
belirgin bant vermektedir. FT ve IgG IP orneklerinde ise silik Desmin
bantlar1 gézlenmistir.
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5. TARTISMA

5.1. C2C12 Hiicrelerinde Nkx2.5 Gen Ifadesinin Degerlendirilmesi

Bu tez calismasi1 kapsaminda, kas hiicrelerine 6zgii bir ara filament proteini
olan Desmin'in yalnizca yapisal bir sitoplazmik protein olmadigi, ayn1 zamanda
cekirdek iligkili protein aglarinda da rol alabilecegi hipotezi degerlendirilmistir.
Desmin'in ¢ekirdek igerisinde saptanmasi, niikleer yerlesim ve niikleer eksport
sinyalleri tagimasi ile niikleer lamina ve niikleer por kompleksi bilesenleriyle
etkilesebildiginin gdsterilmis olmasi, proteinin niikleer siireglerde de islev
gorebilecegini dislindiirmektedir (8-10,19,50-52,122,123). Calisma grubumuzun
onceki caligmalarinda da Desmin'in Lamin B1 ile biyokimyasal olarak etkilestigi,
Proximity Ligation Assay ile iki proteinin hiicre icerisinde yakin yerlesim gosterdigi
ve erken miyojenik farklilagma sirasinda insan iskelet kasi hiicrelerinde g¢ekirdekte
bulundugu ortaya konmustur (8,10,49,50). Bu bulgular, Desmin'in ¢ekirdek
organizasyonu ve gen diizenlenmesiyle iliskili siire¢lerde rol alabilecegi yoniindeki

hipotezi desteklemistir.

Bu nedenle calismanin ilk asamasinda, Desmin'in kromatin ile iligkisini
arastirmak amaciyla hedef gen olarak Nkx2.5 secilmistir. Bu se¢im, Fuchs ve
arkadaslarinin kardiyak progenitdr hiicrelerde Desmin'in transkripsiyon faktori
kompleksleriyle etkileserek Nkx2.5 ifadesini etkiledigini gosteren calismasina
dayanmaktadir (16). Her ne kadar Nkx2.5 temel olarak kardiyak gelisimle iligkili bir
transkripsiyon faktorii olsa da, sinirlt sayidaki ¢alisma C2C12 hiicreleri ve bazi iskelet
kas1 progenitorlerinde de diistik diizeyde ifade edilebildigini gostermistir (124—128).
Bu nedenle baslangicta C2C12 hiicrelerinde Nkx2.5 ifadesinin dogrulanmasi ve
ardindan Desmin ChIP deneyleri ile Nkx2.5 promotor bolgesindeki olasi

zenginlesmenin arastirilmasi planlanmaistir.

Ancak C2CI12 hiicrelerinde gergeklestirilen konvansiyonel PCR ve qPCR
analizlerinde Nkx2.5 igin giivenilir ve 6zgiil bir amplifikasyon elde edilememistir.
Oncelikle tez kapsaminda tasarlanan primer ¢ifti optimize edilmis; farkli baglanma
sicakliklarr, MgCl. konsantrasyonlari, primer konsantrasyonlar1 ve DMSO kosullar
denenmesine ragmen primer-dimer olusumu ve 6zgiil olmayan amplifikasyon devam

etmistir. qPCR analizlerinde sinyalin ge¢ dongiilerde ortaya ¢cikmasi, erime egrilerinde
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birden fazla pik bulunmasi ve agaroz jel analizlerinde primer-dimer bantlarinin
goriilmesi, hedef transkript diizeyinin diisiik olabilecegini veya amplifikasyonun 6zgiil

olmadigimi diisiindiirmiistiir.

[lk primer ¢iftinin tasarimindan kaynaklanabilecek olas1 sorunlari
degerlendirmek amaciyla ikinci bir primer ¢ifti gelistirilmis ve benzer optimizasyonlar
gerceklestirilmistir. Bununla birlikte 6zgiil ve tekrarlanabilir bir amplifikasyon yine
elde edilememistir. Son asamada literatiirde kullanilan Nkx2.5 primerleri de test
edilmis, ancak bu primerlerle de deney kosullarimizda beklenen performans
saglanamamigtir. Boylece kullanilan ii¢ farkli primer yaklagimina ragmen C2C12

hiicrelerinde Nkx2.5 ifadesi giivenilir bigimde dogrulanamamuistir.

Calismanin  6nemli metodolojik siirliliklarindan biri, Nkx2.5°1 yiiksek
diizeyde ifade eden bir pozitif kontrol drneginin bulunmamasidir. Embriyonik kalp
dokusu veya Nkx2.5 ifadesi dogrulanmis kardiyak hiicrelerin kullanilmasi, primerlerin
hedef bolgeyi basariyla c¢ogaltabildiginin deneysel olarak gosterilmesini
saglayabilirdi. Buna karsin Insan Protein Atlasi ve UniProt verileri de Nkx2.5
ifadesinin esas olarak kardiyak dokuda bulundugunu, iskelet kasindaki ifadenin ise

diisiik diizeyli ve gelisimsel baglama bagimli olabilecegini gostermektedir (129,130).

Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, C2C12 hiicrelerinde Nkx2.5 ifadesi
giivenilir bicimde gosterilemediginden Desmin ile gergeklestirilecek ChIP deneylerine
devam edilmesi uygun goriilmemistir. Ayrica Nkx2.5 disinda Desmin'in dogrudan
diizenledigi gosterilmis baska bir hedef genin literatiirde bulunmamasi nedeniyle,
calismanin bu asamasinda yontemsel yaklasim degistirilmis; Desmin'in kromatin
tizerindeki olas1 baglanma bolgelerini arastirmak yerine ¢ekirdek icerisindeki protein
etkilesim aglarinin  biyoinformatik ve proteomik yontemlerle belirlenmesine

odaklanilmistir.

5.2. Cahsma Stratejisinin Degistirilmesi ve RNA-seq Analizine

Yonelinmesinin Degerlendirilmesi

Desmin uzun yillar boyunca yalnizca sitoplazmik ara filament aginin temel
bileseni olarak degerlendirilmistir (7). Bununla birlikte son yillarda yapilan ¢aligmalar,
Desmin'in ¢ekirdekle iligkili olabilecegini ve mekanik destek saglamanin o6tesinde

hiicresel sinyal iletimi, mekanotransdiiksiyon ve gen ifadesinin diizenlenmesi gibi
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stireclerde de rol alabilecegini gostermektedir (14,35). Niikleer zarf proteinleriyle
etkilesebilmesi ve ¢ekirdek ¢evresinde yerlesmesi, Desmin'in kromatin organizasyonu
ile dolaylh iligkiler kurabilecegini diisiindiirmektedir (8,10,45). Ancak Desmin'de
transkripsiyon faktorlerine 0zgii diziye spesifik DNA baglanma motifleri
tanimlanmamustir (131). Ayrica Fuchs ve arkadaglarinin caligmalari, Desmin'in
promotdr bolgeleriyle iligkisini gdstermis olmakla birlikte, ChIP yonteminin bu
iliskinin dogrudan DNA baglanmas1 m1 yoksa protein kompleksleri araciligiyla mi
gergeklestigini ayirt edemedigini ortaya koymustur (16). Bu nedenle Desmin'in DNA
ile dogrudan degil, protein ortaklari araciligiyla dolayl iliski kurdugu varsayimi

benimsenmistir.

Bu dogrultuda 6ncelikle Proteome Central ve NCBI veri tabanlarinda kamuya
acik Desmin IP ve Co-IP proteomik veri setleri arastirilmis, ancak iskelet kasina ait
uygun agik erisimli veri bulunamamistir. Bu nedenle dogrudan proteomik veri
madenciligi yerine, deneysel olarak onceliklendirilecek aday proteinlerin belirlenmesi
amactyla RNA-seq tabanli bir ko-ifade yaklasimi uygulanmistir. Bu yaklasim, Desmin
ile benzer ifade dinamikleri gosteren genlerin ortak biyolojik siireclerde yer alma

olasiligina dayanmaktadir (48,50,132,133).

Bu amagla C2C12 hiicrelerinde miyojenik farklilasmay1 igeren iki bagimsiz
RNA-seq veri seti (PRINA328159 ve PRINA89011) analiz edilmistir. Kalite kontrol,
referans genoma hizalama, gen sayimu, diferansiyel gen ifadesi, Des ile korelasyon ve
islevsel zenginlestirme analizleri TRUBA altyapisinda gergeklestirilmistir. Her iki veri
setinde Des ile Spearman korelasyon katsayis1 >0,90 olan ortak genler belirlendikten
sonra, transkripsiyon diizenlenmesiyle iligkili adaylarin se¢imi i¢in AnimalTFDB v4.0

veri tabani kullanilmustir.

Bu analiz sonucunda YBX3 ve TCF23 her iki veri setinde ortak adaylar olarak
belirlenmistir (Sekil 4.8). Ancak bu proteinler, ¢alisma grubumuzun zebra baliginda
gerceklestirdigi Desmin—Lamin B1 Co-IP/MS analizlerinde Desmin ile iliskili
proteinler arasinda yer almamistir. Bu nedenle aday se¢iminde yalnizca birlikte ifade
analizi degil, mevcut proteomik bulgular ve aday proteinlerin biyolojik islevleri de
birlikte degerlendirilmistir. YBX3'lin RNA metabolizmas1 ve miyogenin ifadesinin

diizenlenmesinde, T7CF23'lin ise miyoblast farklilasmasinin kontroliinde gérev aldig
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bilinmesine ragmen (78,134), proteomik olarak dogrulanmamis olmalar1 nedeniyle

oncelikli deneysel adaylar olarak se¢ilmemistir.

Buna karsilik SMYDI1, hem RNA-seq analizlerinde Des ile benzer ifade
dinamikleri gostermesi hem de ¢aligma grubumuzun 6nceki proteomik analizlerinde
Desmin ile iliskili proteinler arasinda yer almasi nedeniyle dncelikli aday protein
olarak belirlenmistir. Kas gelisimi ve miyojenik farklilagmadaki bilinen islevleri ile
hem c¢ekirdekte hem de sitoplazmada bulunmasi, SMYD1'i Desmin'in olas1 niikleer

islevlerinin arastirilmasi agisindan giiglii bir aday haline getirmistir.

5.3. SMYD1'in Aday Protein Olarak Belirlenmesinin Degerlendirilmesi

SMYDI kas gelisimi ve miyojenik farklilasmada gorev alan lizine 6zgii bir
metiltransferazdir. RN A-seq analizlerinde Des ile benzer ifade dinamikleri gostermesi
ve calisma grubumuzun oOnceki zebra baligt Desmin—Lamin Bl Co-IP-MS
analizlerinde Desmin ile iligkili proteinler arasinda yer almasi nedeniyle, Desmin'in
olas1 niikleer islevlerinin arastirilmasi agisindan giiglii bir aday protein olarak
degerlendirilmistir.  Bu dogrultuda Desmin ve SMYD1'in ayni1 protein kompleksinde
bulunup bulunmadigini aragtirmak amaciyla Co-IP deneyleri planlanmistir. Boyle bir
birlikteligin ~ gosterilmesi, Desmin'in SMYDI1 ile iliskili transkripsiyon
komplekslerinde yer alabilecegini ve kromatin diizenlenmesinde dolayli bir rol

iistlenebilecegini diisiindiirebilirdi.

Ancak hem Desmin'in hem de SMYD1'in sitoplazmada bulunmasi, total hiicre
lizat1 ile gerceklestirilecek Co-IP deneylerinde saptanacak olasi etkilesimin c¢ekirdege
0zgl olup olmadigmin yorumlanmasim giig¢lestirmektedir. Bu nedenle deneyler
oncesinde hiicrelerin niikleer ve sitoplazmik fraksiyonlara ayrilmasi1 hedeflenmis, NE-
PER fraksiyonlama protokolii optimize edilmis ve elde edilen fraksiyonlar Western

blot ile degerlendirilmistir.

Fraksiyonlama analizlerinde Lamin Bl yalnizca niikleer fraksiyonda
saptanarak niikleer izolasyonun basarili oldugunu gostermistir. Buna karsin Emerin
beklenen sekilde niikleer fraksiyonda belirgin olarak tespit edilememistir. Emerin'in
niikleer zarfin integral membran proteini olmasi nedeniyle fraksiyonlama sirasinda
membran parcalartyla birlikte sitoplazmik fraksiyona tasmabilmesi bu durumu

aciklayabilir. Niikleer zarf bilesenleri ile sitoplazmik hiicre iskeleti arasindaki yapisal
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baglantilar Sekil 5.1'de sematik olarak gosterilmistir. Bu nedenle niikleer fraksiyonun

dogrulanmasinda daha giivenilir bir belirteg¢ olarak Lamin B1 kullanilmistir.

Benzer sekilde GAPDH'in niikleer fraksiyonda zayif diizeyde saptanmasi
baslangigta olasi sitoplazmik kontaminasyonu diisiindiirmiis olsa da, GAPDH'in ¢esitli
hiicresel stres kosullarinda ¢ekirdege tasinabildigi bilinmektedir (135-137). Bu
nedenle sonraki deneylerde sitoplazmik belirteg olarak Hsp60 kullanilmistir. Elde
edilen bulgular, fraksiyonlama yonteminin sonraki analizlerde kullanilabilecek

yeterlilikte oldugunu gostermistir.

Sarcolemma

Sarcomere

Sekil 5.1. Niikleer zarf bilesenleri ile sitoplazmik hiicre iskeleti arasindaki yapisal
baglantilarin sematik gosterimi. Niikleer zarf; dis ve i¢ niikkleer membran,
niikleer por kompleksleri ve bunlarin altinda yer alan niikleer laminadan
olusmaktadir. I¢ niikleer membranda bulunan Emerin, laminler, kromatinle
iligkili proteinler ve LINC kompleksi ile etkilesirken; Lamin B1, niikleer
lamina agmmin temel bilesenlerinden biridir. Dis niikleer membranin
endoplazmik retikulum ile siireklilik gostermesi ve niikleer zarin LINC
kompleksi araciligiyla sitoplazmik hiicre iskeletine baglanmasi,
fraksiyonlama sirasinda niikleer zarla iliskili membran fragmanlarinin
sitoplazmik ekstrakta kismen tasinmasina neden olabilmektedir. Gorsel,
Sweet ve ark. (2017)'den uyarlanmistir (138).

Fraksiyonlama yontemi belirlendikten sonra SMYD1 proteininin Western blot
ile gosterilebilmesi i¢in optimizasyon calismalart yapilmistir. C2C12 hiicrelerinde

giivenilir bir SMYDI1 bandi elde edilememesi iizerine LHCN-M2 hiicrelerinde
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farklilasmanin farkli evreleri incelenmistir. Onceki calismalar, SMYD1'in erken

miyoblast evresinde diisiik diizeyde bulundugunu, farklilagmanin ilerlemesiyle birlikte

protein miktarmin arttigin1 ve yerlesimin sitoplazmaya kaydigimi gostermektedir

(Sekil 5.2 ve Sekil 5.3).

(A)

C2C12 Hiicrelerinde SMYD1

mivotiip

Farkhlagmami

Farklilagmis (|

| Farklilagma Besi Yerindeki Giinler |

1.2 3 4 5

Smyd1)

— (B)

Sekil 5.2. C2C12 hiicrelerinde SMYD1’in farklilagma siirecindeki hiicresel yerlesimi

ve protein ifadesi.

Immiinfloresan goriintiilerde SMYD1'in farklilasmamis miyoblastlarda

agirlikl olarak ¢ekirdekte, farklilagsmis miyotiiplerde ise baskin olarak sitoplazmada

bulundugu goriilmektedir. Western blot analizinde ise SMYDI1 protein diizeyinin

farklilasma siiresince arttig1 ve 6zellikle miyotiip evresinde belirgin hale geldigi

gosterilmistir. Gorsel, Nagandla ve ark. (2016)'dan uyarlanmistir (78).
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Sekil 5.3. C2C12 hiicrelerinde miyojenik farklilasma siiresince SMYD1(m-Bop)

protein ifadesinin Western blot ile degerlendirilmesi. SMYDI1
proteininin (¢alismada eski ad1 olan m-Bop olarak belirtilmistir) miyoblast
evresinde saptanmadigi veya ¢ok diisiik diizeyde bulundugu, farklilasmanin
24. saatten itibaren artt1g1 ve ileri zaman noktalarinda yiiksek diizeyde ifade
edildigi goriilmektedir. Alt panelde yer alan skNAC, miyojenik
farklilasmanin belirteci olarak sunulmustur. Gorsel, Sims ve ark. (2002)'den
uyarlanmistir (76).
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Calismamizda SMYDI proteini 24. saatte saptanamamis, 48. saatte zayif, 96.
saatte ise belirgin olarak gozlenmistir. Bu bulgular literatiirde bildirilen ifade profili
ile uyumludur. Bununla birlikte, 96. saatte gerceklestirilen fraksiyonlama analizlerinde
SMYDI1 yalnizca sitoplazmik fraksiyonda saptanmig, niikleer fraksiyonda
gosterilememistir. Bu durum, erken farklilagsma doneminde niikleer SMYD1 diizeyinin
Western blot ile saptanamayacak kadar disiik, ileri farklilasma doneminde ise
proteinin agirlikli olarak sitoplazmada bulundugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle
baslangicta olusturulan Desmin—SM YD1 hipotezi mevcut deneysel sistemde dogrudan

test edilememistir.

Bu bulgular, Desmin—-SMYD1 etkilesiminin mevcut deneysel kosullarda
degerlendirilmesini miimkiin kilmamistir. Bu nedenle ¢alismanin sonraki asamasinda
tek bir aday protein iizerine odaklanmak yerine, Desmin ile birlikte ¢ekirdekte bulunan
proteinlerin kapsamli olarak belirlenmesi amaciyla niikleer IP ve kiitle spektrometrisi

yaklagimina gegilmistir.

54. C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS Bulgularmin

Degerlendirilmesi

SMYDI proteininin erken farklilasma donemlerinde Western blot ile glivenilir
bicimde saptanamamasi, Desmin-SMYDI1 etkilesiminin hedefe yonelik olarak
degerlendirilmesini sinirlandirmistir. Bu nedenle, tek bir aday protein iizerinden
ilerlemek yerine, Desmin'in ¢ekirdekte iligkili oldugu proteinlerin kapsamli olarak
belirlenmesi amaciyla IP ve kiitle spektrometrisi (IP/MS) yaklagimina geg¢ilmistir. Bu
amagla, hiicreler niikleer ve sitoplazmik fraksiyonlara ayrilmis; ardindan niikleer
fraksiyondan Desmin IP’si gergeklestirilerek birlikte ¢oken proteinler LC-MS/MS

yontemiyle analiz edilmistir.

Niikleer fraksiyonlama ve Desmin IP ¢aligmalarina 6ncelikle insan iskelet kas1
kokenli LHCN-M2 miyoblast hiicrelerinde baslanmustir. Insan hiicrelerinin tercih
edilmesindeki amag, Desmin'in olas1 niikleer islevlerini dogrudan insan iskelet kasi

baglaminda degerlendirebilmektir.

LHCN-M2 hiicrelerinden elde edilen niikleer ve sitoplazmik fraksiyonlarda
Lamin Bl'nin yalnizca niikleer fraksiyonda, Hsp60'in ise yalnizca sitoplazmik

fraksiyonda saptanmasi, fraksiyonlamanin basarili oldugunu goéstermistir. Desmin'in
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her iki fraksiyonda da bulunmasi ise proteinin hem sitoplazmik hem de niikleer protein
havuzunda yer aldigini1 desteklemistir. Ardindan gerceklestirilen Desmin IP’sinde
Desmin-IP o6rneginde belirgin Desmin sinyali elde edilirken, flow-through
fraksiyonunda Desmin bandinin goriilmemesi hedef proteinin biiyiikk oranda
cokeldigini gostermistir. IgG kontroliinde sinyal saptanmamasi ise kullanilan IP

kosullarinin 6zgilliigiini desteklemistir.

Bununla birlikte, LHCN-M2 hiicre hattinin siirli proliferasyon kapasitesi
nedeniyle elde edilen toplam niikleer protein miktari, hem biyolojik tekrarlarin
artirtlmasini hem de LC-MS/MS analizi i¢in gerekli 6rnek miktarinin elde edilmesini
giiclestirmistir. Bu nedenle sonraki asamada C2C12 fare iskelet kasi hiicre hattina
gecilmistir.  Bu  degisiklik, LHCN-M2 hiicrelerinde fraksiyonlama veya
immiinopresipitasyonun basarisiz olmasindan degil, proteomik analiz i¢in yeterli

miktarda niikleer protein elde edebilmek amaciyla yapilmistir.

C2C12 hiicrelerinde kullanilacak farklilagma zamani, arastirma grubumuzun
onceki calismasinda elde edilen bulgulara gore belirlenmistir. S6z konusu calismada
Desmin'in ¢ekirdekte en yiiksek oranda bulunmasi farklilasmanin 28. saatinde
gozlenmesi nedeniyle (50), niikleer Desmin ile iligkili protein komplekslerinin

yakalanma olasiligin1 artirmak amaciyla hiicreler bu zaman noktasinda toplanmastir.

C2C12 hiicrelerinde fraksiyonlama yeniden optimize edilmis ve Lamin B1 ile
Hsp60 belirtegleri kullanilarak dogrulanmistir. Desmin'in her iki fraksiyonda da
saptanmasi, proteinin hem sitoplazmik hem de niikleer fraksiyonda bulundugunu
desteklemistir. Bu dogrulamanin ardindan iki bagimsiz biyolojik tekrardan elde edilen
niikleer fraksiyonlarda Desmin immiinopresipitasyonu gerceklestirilmis ve Desmin ile

birlikte ¢oken protein kompleksleri LC-MS/MS ile analiz edilmistir.

Analiz sonucunda Desmin'in IgG kontroliine gore 47,5 kat, Desmin'in iyi
tanimlanmais ara filament etkilesim ortaklarindan biri olan Vimentin'in ise yaklasik 159
kat zenginlesmis olarak saptanmasi, immiinopresipitasyon yaklasiminin hedef proteini
ve iliskili protein komplekslerini basariyla zenginlestirdigini gostermektedir (139,140)
Ozellikle Vimentin'in yiiksek diizeyde zenginlesmis olarak saptanmasi, elde edilen
proteomik verilerin biyolojik giivenilirligini destekleyen onemli bir i¢ kontrol

niteligindedir.
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Aday proteinlerin belirlenmesinde yalnizca Desmin-IP 6rneklerindeki
zenginlesme orani1 dikkate alinmamus; proteinlerin istatistiksel anlamlilifi, 6zgiin
peptit sayisi, biyolojik tekrarlar arasindaki tutarliligi ve bilinen biyolojik islevleri
birlikte degerlendirilmistir. Ayrica aday proteinler, C2C12 miyotiiplerinden elde edilen
niikleer Desmin-IP/MS veri seti, aynt hiicre modelinde RNaz A uygulamasi ile
gerceklestirilen Desmin-IP/MS analizi ve daha 6nce zebra baligi kas dokusundan elde
edilen Desmin-IP/MS verileri ile karsilastirmali olarak incelenmistir. Boylece, belirli
proteinlerin Desmin ile iliskisinin farkli deneysel kosullarda ve farkli model

sistemlerinde tekrar gozlenip gézlenmedigi degerlendirilmistir.

5.5. Desminin Niikleer Zarf ve Niikleer Por Kompleksi ile Tliskisi

IP-MS analizinde en yiliksek diizeyde zenginlesen adaylardan biri olan
TMPO/LAP2 (log:FC = +8,15; adj.p = 2,6 x 107'3; 28 PSM), i¢ niikleer membran ve
niikleer lamina ile iligkili bir proteindir (141). TMPO'nun niikleer zarf organizasyonu
ve DNA temelli transkripsiyonun diizenlenmesindeki gorevleri dikkate alindiginda,
Desmin'in niikleer zarf g¢evresindeki protein aglariyla iliskili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu bulgu, Desmin'in Lamin B1 ile etkilesimini gosteren onceki
calismalarla birlikte degerlendirildiginde, Desmin'in niikleer lamina ve niikleer zarf

bilesenleriyle dogrudan veya dolayl iliskiler kurabilecegini desteklemektedir.

RANBP2/NUP358 (log:FC = +5,54; adj.p = 1,4 x 1077; 46 PSM) ve NUP153
de dikkat ¢eken aday proteinlerdir. RANBP2, niikleer por kompleksinin sitoplazmik
filamentlerinde gorev alan bir niikleoporin iken, NUP153 niikleer sepet bolgesinin
temel bilesenlerinden biridir (63,142). NUP153'tin hem C2C12 hem de zebra balig
veri setlerinde saptanmasi, bu proteini tiirler arasinda dogrulanmisg 6nemli bir aday
haline getirmektedir. Bu iki proteinin niikleer por kompleksinin farkli bolgelerinde yer
almasi, Desmin'in tek bir niikleoporin yerine niikleer por kompleksinin farkli yapisal

bilesenleriyle iliskili olabilecegini diistindiirmektedir.

Aday proteinler arasinda yer alan RAN da bu agidan dikkat cekicidir. RAN,
RANBP2 ile islevsel olarak iliskili kiiclik bir GTPazdir ve niikleositoplazmik
taginmanin temel diizenleyicilerinden biridir (143,144). Hem C2C12 miyotiip
hiicrelerinden elde edilen niikleer IP-MS analizinde hem de Zebra Baligi Kas Dokusu

Desmin—Lamin Bl Co-IP-MS proteomik veri setinde saptanmasi nedeniyle
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KADEME 2B sinifinda degerlendirilmistir. Desmin IP’sinde RAN"in da zenginlesmis
olarak saptanmasi, TMPO, RANBP2 ve diger niikleoporin adaylariyla birlikte
degerlendirildiginde, Desmin'in niikleer tasinma mekanizmalariyla iligkili bir protein

agl1 icerisinde yer alabilecegini diisiindiirmektedir.

Buna ek olarak, NUP214 IP- C2C12 Niikleer Desmin IP-MS analizinde aday
secim Olclitlerini karsilamamis olmasina ragmen, zebra baliginda gercgeklestirilen
Desmin-Lamin B1 ters yonlii Co-IP deneyleri ile Desmin ile iliskisi iki yonlii olarak
dogrulanmistir. NUP214 de RANBP2 gibi niikleer por kompleksinin sitoplazmik
filamentlerinde bulunan bir FG-niikleoporindir ve niikleositoplazmik tasinmada gorev

almaktadir (145).

Bu bulgular laboratuvarimizin onceki calismalariyla da uyumludur (10).
Desmin—Lamin Bl etkilesimi temel alinarak NUP153 ve NUP214 daha oOnce
Desmin'in niikleer por kompleksi ile iligkili aday ortaklar1 olarak dnerilmisti. Ardindan
zebra balig1 iskelet kasindan elde edilen Desmin IP-MS verilerinde (PXD047121)
NUP214, NUP153 ve NUP8S8 yeniden tanimlanmais; hidrofobiklik analizleri Desmin'in
konformasyonel degisiklikler geg¢irerek FG-niikleoporinlerle etkilesime girebilecegi
olasiligimi ortaya koymustur (50). Bununla birlikte, Desmin {izerinde grubumuz
tarafindan daha dnce tanimlanan islevsel niikleer yerlesim sinyalleri (NLS) ve aktif
cekirdek tasinmasinin gosterilmis olmasi, bu ¢alismada RANBP2 ve NUP153 gibi
niikleer por kompleksi bilesenlerinin Desmin ile iligkili aday proteinler olarak
belirlenmesiyle birlikte degerlendirildiginde, Desmin'in ¢ekirdege kontrollii olarak
taginan ve ¢ekirdekte 6zgiil protein aglariyla iliski kurabilen bir protein olabilecegini
desteklemektedir (66). TMPO, RANBP2 ve NUP153"iin birlikte degerlendirilmesi,
Desmin'in yalnizca niikleer lamina ile degil, niikleer por kompleksiyle de iligkili daha

genis bir niikleer organizasyon agi icerisinde yer alabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu nedenle TMPO, RANBP2 ve NUP153, Desmin'in niikleer zarf ve niikleer
por kompleksiyle iliskisini destekleyen gii¢lii adaylar olarak degerlendirilebilir. Buna
karsihik HNRNPU, DDXS5 ve EEF1A1 ise Desmin'in ¢ekirdek igerisindeki RNA
metabolizmas1 ve niikleer protein aglariyla iligkili olabilecegini diislindiiren aday
proteinlerdir. Bu proteinlerin olas1 rolleri bir sonraki bdéliimde ayrintili olarak

tartisilmistir.
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5.6. Birlesik Skor ile Secilen Aday Proteinlerin Degerlendirilmesi

Desmin-IP/MS analizinde tanimlanan 21 aday protein arasindan, deneysel
dogrulama i¢in log.FC, istatistiksel anlamlilik, peptit-spektrum eslesmesi (PSM)
sayisi, 0zgiin peptit sayisi, IP/IgG orani ve capraz veri seti karsilagtirmasina dayali
verileri degerlendiren birlesik skor yaklasimi kullanilarak alt1 aday protein secilmistir.
Bu adaylar TMPO, RANBP2, HNRNPU, NUP153, DDX5 ve EEF1A1'dir. TMPO'nun
birlesik skor siralamasinda ilk sirada yer almasi ve Desmin'in daha dnce gosterilmis
Lamin B1 etkilesimiyle biyolojik olarak uyumlu bir aday olmasi, bu proteinin 6ncelikli

dogrulama hedeflerinden biri olarak degerlendirilmesini desteklemistir.

Islevsel olarak degerlendirildiginde bu proteinler ii¢ grupta toplanmaktadr:
niikleer zarf ve niikleer por kompleksi ile iliskili proteinler (TMPO, RANBP2 ve
NUP153), RNA-baglayici proteinler (HNRNPU ve DDXS5) ve translasyon uzama
faktorii EEF1A1. Bu dagilim, Desmin'in ¢ekirdekte yalnizca niikleer mimariyle degil,
RNA metabolizmas1 ve transkripsiyon sonrasi diizenleme siiregleriyle de iligkili

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Aday proteinlerin siralamasi, farkli analiz yaklasimlariyla tutarli sonuglar
vermistir. Ham bolluk degerlerinden hesaplanan log.FC degerleri ile limma analizi
sonucunda elde edilen log:FC degerleri biiyiik 6l¢iide uyumlu bulunmus, ayrica ii¢
farkli agirliklandirma stratejisinde de aymi alti aday protein segilmistir. Bu bulgular,
aday seciminin tek bir oOlgiite bagli olmadigini ve birlesik skor yaklasiminin

giivenilirligini desteklemektedir.

Bunun yaninda, C2C12 Nikleer Desmin IP-MS verilerinde RNA
metabolizmast ile iliskili proteinlerin belirgin bicimde zenginlestigi dikkati
cekmektedir. Bu proteinler arasinda hnRNP ailesinden HNRNPU, HNRNPA2BI,
HNRNPM, HNRNPAO, HNRNPA3, HNRNPF ve HNRNPHI1; DEAD-box RNA
helikaz ailesinden DDX3X, DDX5, DDX17 ve DDX21 ile KHDRBS1 (SAM68) ve
ILF3 bulunmaktadir. Bu proteinlerin pre-mRNA islenmesi, RNA taginmasi, mRNA
kararlilig, alternatif kirpilma ve transkripsiyon sonrasi diizenleme gibi siireglerde
gorev aldig1 bilinmektedir. Ayrica, miyogenez sirasinda MyoD ve MyoG
mRNA'larinin diizenlenmesinde de 6nemli roller tistlendikleri bildirilmistir. Desmin

ile birlikte bu kadar genis bir RNA-baglayici protein grubunun zenginlesmesi,
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Desmin'in miyojenik farklilasma sirasinda RNA metabolizmasi ve transkripsiyon
sonras1 diizenleme siireglerine katilan protein aglariyla iliskili olabilecegini
disiindiirmektedir. Bu  durum, Desmin'in RNA molekiillerine dogrudan
baglanmasindan ziyade, RNA-baglayici1 proteinler aracilifiyla riboniikleoprotein

komplekslerine katiliyor olabilecegi olasiligini da giindeme getirmektedir.

Bu nedenle, RNA metabolizmasi ile iligkili proteinler arasindan birlesik skor
siralamasinda st siralarda yer alan HNRNPU, DDX5 ve EEF1A1, Desmin'in olasi
niikleer islevleri agisindan one ¢ikan adaylar olarak degerlendirilmis ve bir sonraki

boliimde ayrintili olarak tartigilmistr.

5.6.1. HNRNPU ve DDX5: RNA Baglayic1 Aday Proteinler

Birlesik skor yaklasimiyla secilen RNA-baglayici aday proteinler arasinda
HNRNPU ve DDXS5 6ne ¢ikmaktadir. HNRNPU; niikleer matriks organizasyonu,
kromatin mimarisi, pre-mRNA iglenmesi ve RNA taginmasi gibi bir¢ok niikleer siirecte
gorev alan ¢ok islevli bir RNA-baglayici proteindir. Desmin ile birlikte zenginlesmesi,
Desmin'in ¢ekirdek igerisinde RNA metabolizmasi ve niikleer organizasyonla iligkili

protein komplekslerinde yer alabilecegini diisiindiirmektedir.

DDXS5 ise DEAD-box RNA helikaz ailesinin 6nemli iiyelerinden biridir.
Transkripsiyonun  diizenlenmesi, alternatif  kirpilma, riboniikleoprotein
komplekslerinin yeniden diizenlenmesi ve miyojenik farklilagmada gorev almaktadir.
DDX5'in birlesik skor analizinde iist siralarda yer almasi, Desmin'in RNA islenmesi
ve kas hiicre farklilagmasiyla iligkili protein aglariyla baglantili olabilecegini

desteklemektedir.

Her iki proteinin de RNaz uygulamali C2C12 Niikleer Desmin IP-MS + RNaz
veri setinde degerlendirilememesi nedeniyle, Desmin ile iligkilerinin RNA aracili m1
yoksa dogrudan protein—protein etkilesimine mi dayandigi mevcut verilerle ortaya
konulamamaktadir. Bu nedenle DDXS5, ters yonli Co-IP ile bagimsiz olarak
dogrulanmistir (Sekil 4.25). Buna karsin, HNRNPU'nun Desmin ile etkilesiminin
RNA aracili olup olmadigir heniiz degerlendirilmemistir. Bu nedenle, HNRNPU
antikoru  kullanilarak RNaz uygulamali ters yonli Co-IP deneylerinin

gergeklestirilmesi bir sonraki dogrulama basamagini olusturmaktadar.
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Birlesik skor analizinde ilk alti aday arasinda yer almamakla birlikte,
HNRNPA2BI1 de dikkat ¢ekici bir RNA-baglayict protein olarak degerlendirilmistir.
C2C12 miyotiiplerinden elde edilen niikleer Desmin IP-MS analizinde kontrol
ornegine gore yaklasik 18 kat zenginlesmis, RNaz uygulamasi sonrasinda ise Desmin
IP 6rneklerindeki bollugunda azalma egilimi gézlenmistir. Bu degisim, HNRNPA2BI1
ile Desmin arasindaki iliskinin kismen RNA aracili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ancak diizeltilmis p degerinin anlamlilik sinirinin iizerinde olmasi nedeniyle bu yorum
kesin olarak desteklenememektedirr. HNRNPA2BI1'in miyojenik farklilagmadaki
bilinen islevi, bu proteinin gelecekte yapilacak dogrulama c¢aligmalarinda yeniden

degerlendirilmesini gerekli kilmaktadir (145)

HNRNPU, DDXS5 ve HNRNPA2Bl'e iliskin bulgular birlikte
degerlendirildiginde, Desmin'in ¢ekirdekte RNA metabolizmas: ile iligkili protein
aglartyla islevsel baglantilar kurabilecegi goriilmektedir. Bu nedenle RNA-baglayici
proteinler, Desmin'in olasi niikleer islevlerini agiklamada 6nemli adaylar olarak one

¢cikmaktadir.

5.6.2. EEF1A1: Uc Veri Setiyle Desteklenen Aday

EEF1A1, {i¢ bagimsiz veri setinde ortak olarak saptanan tek aday protein
olmast nedeniyle 6ne ¢ikmaktadir. Temel gorevi translasyon uzama faktorii olarak
protein sentezine katilmak olmakla birlikte, aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesi,
mRNA tasinmasi ve stres graniilii olusumu gibi translasyon dis1 islevlere de sahiptir

(114,121)

Bununla birlikte, EEF1A1 IP-MS calismalarinda yiiksek hiicresel bollugu
nedeniyle siklikla arka plan proteini olarak tanimlanmakta ve CRAPome veritabaninda
da yaygin olarak bildirilmektedir (98). Bu nedenle elde edilen bulgular yorumlanirken
olas1 arka plan katkis1 dikkate alinmistir. Nitekim EEF1A1, {i¢ bagimsiz veri setinde
ortak olarak saptanan tek protein olmasina ragmen, IgG kontrol orneklerinde de
yiiksek diizeyde bulunmasi nedeniyle gorece diisiik bir IP/IgG oranm1 gostermis ve

birlesik skor siralamasinda besinci sirada yer almistir.

RNaz uygulamas1 sonrasinda EEF1A1'in Desmin IP 6rneklerindeki bollugu

azalmis olmakla birlikte, bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (log.FC = +1,85;
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adj.p = 0,505). Bu nedenle, iliskinin RNA aracili olabilecegi olasilig1 mevcut verilerle

dogrulanamamaktadir.

Buna ragmen, EEF1A1'in {i¢ bagimsiz veri setinde ortak olarak saptanmasi, bu
iliskinin yiiksek hiicresel bollugun o6tesinde biyolojik bir karsiligi olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu nedenle EEF1A1, ileri dogrulama c¢alismalar1 i¢in oncelikli

adaylardan biri olarak degerlendirilmistir.

5.6.3. Aday Proteinler Arasindaki Korelasyonlarin Degerlendirilmesi

Birlesik skor yaklasimiyla segilen aday proteinler arasinda gergeklestirilen
Pearson korelasyon analizi, bu proteinlerin Desmin-IP 6rneklerinde genel olarak
benzer bolluk profilleri sergiledigini gdstermistir. Bu durum, aday proteinlerin Desmin
ile iligkili ortak biyolojik silireclerde veya ayni protein aglar1 igerisinde yer

alabilecegini diislindiirmektedir.

Bununla birlikte, aday proteinlerin tamaminin Desmin-IP 6rneklerinde IgG
kontrollerine gore zenginlesmis olmasi, gozlenen korelasyonlarin ortak zenginlesme
egiliminden kismen etkilenmesine neden olabilir. Bu nedenle Pearson ve Spearman
korelasyon analizleri, protein bolluklar1 arasindaki birlikte degisimi ortaya koymakta,
ancak dogrudan fiziksel protein—protein etkilesimini veya ayni protein kompleksinde
bulunduklarini géstermemektedir. Bu iligkilerin dogrulanabilmesi i¢in ters Co-IP ve
proximity ligation assay (PLA) gibi hedefe yonelik dogrulama yontemlerine ihtiyag

vardir.

Bu bulgular, Desmin'in ¢ekirdekte tek tek proteinlerle degil, birbiriyle iliskili

protein aglariyla baglantili olabilecegini desteklemektedir.

5.6.4. Tiirler Arasinda Ortak Olarak Saptanan Aday Proteinler

Zebra baligt Tam Hiicre Lizati Desmin—Lamin B1 Co-IP-MS veri seti ile
C2C12 miyotiip hiicrelerinden elde edilen niikleer Desmin verilerinin karsilastirilmast,
bazi aday proteinlerin farkli omurgali modellerinde tekrar saptandigin1 gostermistir.
Bunlar arasinda EEF1Al'in zebra baligindaki ortologlar1 (eeflala, eeflalb ve
eeflalll) ile NUP153 6ne ¢ikmaktadir. NUP153'iin hem memeli hem de zebra baligi
veri setlerinde belirlenmis olmasi, Desmin ile iligskisinin evrimsel olarak korunmus

olabilecegini diislindiirmektedir.
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Benzer sekilde, EEF1A1'in ii¢ bagimsiz veri setinde ortak olarak saptanmasi,
yiiksek hiicresel bolluguna ragmen Desmin ile iligkisinin farkli deneysel sistemlerde
tutarlt bigimde gozlendigini gostermektedir. Bu bulgu, EEF1A1'in Desmin ile iligkili

protein aginin korunmus bilesenlerinden biri olabilecegini diisiindiirmektedir.

5.7. Oncelikli Aday Proteinlerin Karsihkl IP-WB ile dogrulanmasi

Birlesik skor yaklasimi sonucunda Onceliklendirilen TMPO ve DDXS5
proteinlerinin ~ Desmin  ile  birlikteligi, karsilikli  IP-WB  deneyleriyle
degerlendirilmistir. TMPO ve DDX5’in farkl1 islevsel protein gruplarini temsil etmesi,
bu adaylarin dogrulama amaciyla se¢ilmesinde etkili olmustur. TMPO, i¢ niikleer zar
ve niikleer lamina organizasyonuyla iliskili bir protein iken DDXS5; RNA islenmesi,
alternatif kirpilma ve riboniikleoprotein komplekslerinin yeniden diizenlenmesinde
gorev alan bir RNA helikazidir. Bu nedenle s6z konusu deneyler, Desmin’in hem
niikleer zarf hem de RNA metabolizmasiyla iligkili protein aglartyla baglantisini

degerlendirmek agisindan 6nem tasimaktadir.

TMPO icin gerceklestirilen karsilikli [P-WB analizlerinde, TMPO-IP
orneginde yaklasik 53 kDa diizeyinde Desmin bandi saptanmistir. Benzer sekilde,
Desmin-IP sonrasinda gerceklestirilen WB analizinde TMPO yaklasik 78 kDa
diizeyinde belirgin bir bant vermistir. Her iki yonde de hedef proteinlerin birlikte
coktiirilmesi, Desmin ve TMPO’nun ayn1 protein kompleksi igerisinde
bulunabilecegini desteklemektedir. Iki WB analizinde total protein kuyucugunda bant
vardir. Bununla birlikte, TMPO-IP deneyinde Desmin’in ve Desmin-IP deneyinde
TMPO’nun FT fraksiyonlarinda da belirgin olarak saptanmasi, lizattaki proteinlerin
yalnizca bir boliimiiniin [P sirasinda ¢oktiirtilebildigini gostermektedir. Bu bulgu,
TMPO ve Desmin’in ayn1 protein kompleksi icerisinde bulunabilecegi olasiligini
dislamamakla birlikte ¢oktiirme veriminin sinirli oldugunu ve deney kosullarinin
optimizasyon gerektirdigini diisiindiirmektedir. Bu kapsamda antikor ve boncuk
miktari, lizat konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi, yikama kosullar1 ve tamponun

deterjan icerigi yeniden degerlendirilebilir.

DDXS5 i¢in gergeklestirilen IP-WB analizlerinde ise Desmin-IP 6rneginde
DDXS5 proteininin saptanmast ve FT fraksiyonunda belirgin bir DDXS5 bandi

gbzlenmemesi, DDX5’in Desmin iceren protein kompleksleriyle birlikte etkin bigimde
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coktiiriildiigiinii  diistindiirmektedir. Ters yonde gergeklestirilen DDXS5-IP-WB
analizinde Desmin proteininin DDXS5-IP 6rneginde belirgin olarak saptanmasi, bu
bulguyu karsilikli olarak desteklemistir. DDXS5-IP deneyine ait FT fraksiyonunda ve
IgG-IP 6rneginde yalnizca ¢ok silik Desmin bantlarinin bulunmasi, sirasiyla ¢oktiirme
sonrasinda slipernatantta kalan diisiikk miktardaki proteine ve diisiik diizeyde 6zgiil

olmayan baglanmaya isaret edebilir.

5.8. Tez Calismasinin Simirhiliklar:

Bu ¢alismanin en O6nemli smirliliklarindan biri, C2C12 Miyotiip Niikleer
Desmin IP-MS analizinin iki biyolojik tekrardan olusan bir veri seti iizerinden
gerceklestirilmis olmasidir. Bu nedenle aday proteinlerin belirlenmesinde biyolojik
tekrar sayisinin sinirli olmasi istatistiksel giicli azaltmis ve 6zellikle diisiik bollukta
bulunan proteinlerin degerlendirilmesini gili¢lestirmis olabilir. Ayrica, Desmin IP
grubu iki biyolojik tekrar igerirken, IgG kontrol grubu yalnizca bir biyolojik tekrar (iki
teknik tekrar) ile temsil edilmistir. Teknik tekrarlar 6l¢iim hassasiyetini artirsa da
biyolojik varyasyonu yansitmaz. Bu nedenle deneysel tasarimdaki biyolojik tekrar
sayisindaki dengesizlik, gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirmalarin istatistiksel

giiciinii ve sonuglarin yorumlanabilirligini sinirlamaktadir.

Ikinci olarak, RNA aracili etkilesimleri degerlendirmek amaciyla olusturulan
C2C12 Miyotiip Niikleer Desmin IP-MS £RNaz veri seti, istatistiksel olarak anlamli
sonuglar vermemesi nedeniyle aday proteinlerin belirlenmesinde ana proteomik veri
seti olarak kullanilmamistir. Bununla birlikte, HNRNPA2B1 ve EEF1A1 gibi bazi
aday proteinlerde RNaz uygulamasi sonrasinda gézlenen degisimler biyolojik agidan
dikkat c¢ekici bulunmus ve On degerlendirme amaciyla tartisilmistir. Ayrica,
olusturulan 24 proteinlik aday listenin yalnizca iki tiyesi (HNRNPA2B1 ve EEF1A1)
bu veri setinde de saptanmig, RNaz uygulamasi oncesi ve sonrasi karsilagtirmaya
olanak saglayan veri ise yalnizca EEF1A1 i¢in elde edilebilmistir. Bu nedenle RNA
aracili etkilesimler sinirl sayida aday protein lizerinden degerlendirilebilmistir ve elde
edilen bulgular kesin kanitlar olarak degil, ileri ¢caligmalarla dogrulanmasi gereken 6n

gozlemler olarak yorumlanmalidir.

Ugiincii olarak, karsilikli IP-WB deneylerinde TMPO ve DDXS5 icin farkli
smirhiliklar gozlenmisti. TMPO-IP deneyinde IgG kontroliinde belirgin Desmin
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sinyali saptanmamasina karsin, FT fraksiyonunda yogun Desmin bandinin bulunmasi,
lizattaki Desmin’in yalnizca bir boliimiiniin TMPO ile birlikte ¢oktiiriilebildigini ve
immiin ¢oktiirme veriminin sinirl kaldigimi géstermektedir. DDXS5-IP deneyinde ise
FT fraksiyonunda ve IgG kontroliinde ¢ok silik Desmin sinyalleri gozlenmistir. Bu
sinyaller, az miktarda Desmin’in ¢oktiirme sonrasinda siipernatantta kalmas1 ve diistik
diizeyli 6zgiil olmayan baglanma veya arka plan sinyaliyle iliskili olabilir. Bununla
birlikte, [P-MS analizinde TMPO'nun yaklasik 270 kat, DDX5'in ise yaklasik 30 kat
zenginlesmis olarak saptanmasi ve her iki proteinin Desmin ile karsilikli olarak birlikte
coktiiriilebilmesi, bu proteinlerin Desmin ile ayni1 protein kompleksleri igerisinde

bulunabilecegini desteklemektedir.

Dérdiincii boliimde sunulan korelasyon analizi yalnizea {i¢ 6rnek (iki biyolojik
Desmin IP ve bir IgG kontrol) iizerinden hesaplanmistir. Bu nedenle Pearson ve
Spearman korelasyon katsayilari yalnizca kesifsel amagli olarak degerlendirilmeli ve
bagimsiz protein kompleksi iiyeliginin kaniti olarak yorumlanmamalidir. Aday
proteinlerin tamaminin Desmin IP 6rneklerinde IgG kontrollerine gore zenginlesmis

olmasi, gozlenen pozitif korelasyon Oriintiisiine katkida bulunmus olabilir.

5.9. Genel Degerlendirme

Calismanin baslangicindaki hipotez, Desmin'in ¢ekirdek igerisinde kromatin
organizasyonu ve gen ifadesinin diizenlenmesinde gorev alan transkripsiyon faktorleri,
kromatin diizenleyicileri veya DNA-baglayict proteinlerle iliskili olabilecegi
yoniindeydi. Ancak niikleer Desmin IP-MS analizlerinde bu hipotezi dogrudan
destekleyen gii¢lii aday proteinler saptanamamistir. Buna karsilik, TMPO, RANBP2
ve NUP153 gibi niikleer zarf ve niikleer por kompleksi ile iligkili proteinler ile
HNRNPU ve DDX5 basta olmak lizere RNA metabolizmasi ve transkripsiyon sonrasi
diizenleme siireglerinde gorev alan proteinlerin belirgin bigimde zenginlestigi
gorilmistiir. Ayrica EEF1A1, ti¢ bagimsiz veri setinde ortak olarak saptanan tek aday

protein olarak 6ne ¢ikmistir.

Bu bulgular, Desmin'in ¢ekirdek igerisindeki olasi islevinin dogrudan DNA-
baglayict proteinler veya klasik transkripsiyon faktorleri araciligiyla degil, niikleer
organizasyon, niikleositoplazmik tasinma ve RNA metabolizmasiyla iliskili protein

aglar1 tizerinden gerceklesebilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, mevcut
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bulgular Desmin'in kromatin ile iliski kurma olasiligin1 dislamamaktadir. Aksine, elde
edilen veriler bu iliskinin dogrudan DNA baglayic1 ortaklar yerine niikleer zarf,
niikleer por kompleksi, niikleer matris ve RNA baglayici protein aglar araciligiyla

dolayli olarak kurulabilecegine isaret etmektedir.

Bu calisma, Desmin'in ¢ekirdekteki olast islevlerine iligkin yeni aday
proteinleri ve olasi bir etkilesim agini1 ortaya koymustur. Ozellikle TMPO, RANBP2,
NUPI153, HNRNPU ve DDXS5, Desmin'in niikleer zarf—niikleer por kompleksi ile
RNA metabolizmasi arasindaki olas1 islevsel baglantisin1 destekleyen gii¢lii adaylar
olarak one ¢ikmaktadir. EEF1A1 ise {ic bagimsiz veri setinde ortak olarak saptanmasi
nedeniyle dikkat ¢ekici bir aday olmakla birlikte, yiiksek hiicresel bollugu nedeniyle

elde edilen bulgular temkinli degerlendirilmelidir.

Elde edilen bulgular, Desmin'in niikleer etkilesim agini sistematik olarak ortaya
koyan ilk kapsamli proteomik ¢alismalardan birini temsil etmekte ve niikleer zarf,
niikleer por kompleksi ile RNA metabolizmasi arasinda olas1 islevsel baglantilar
bulundugunu diisiindiirmektedir. Genel olarak bu g¢aligma, Desmin'in ¢ekirdekteki
olas1 islevlerinin niikleer mimari, niikleositoplazmik tasinma ve RNA metabolizmasi
ile iliskili protein aglar1 iizerinden sekillenebilecegini ortaya koyan yeni bir kavramsal

gergeve sunmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

6.1. Sonuclar

Bu tez kapsaminda elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde

Ozetlenmistir:

1. Bu ¢aligmada Desmin’in yalnizca sitoplazmik ara filament agina ait yapisal
bir protein olarak degil, ayn1 zamanda niikleer protein fraksiyonunda da bulunan bir

protein olarak degerlendirilmesi gerektigi gosterilmistir.

2. Nkx2.5 icin gerceklestirilen PCR ve qPCR optimizasyonlarinda primer
tasarimi, baglanma sicakligi, MgCl., DMSO ve primer konsantrasyonu
degistirilmesine ragmen ozgiil amplifikasyon saglanamamig; qPCR analizlerinde
coklu erime pikleri gdzlenmesi nedeniyle C2C12 hiicrelerinde Nkx2.5 ifadesi giivenilir

bicimde dogrulanamamustir.

3. C2CI12 hiicrelerinde miyojenik farklilagma siirecine bagli olarak Desmin
ifade diizeyindeki degisimle benzer ifade profili gdsteren genleri belirlemek amaciyla
RNA-seq veri setleri analiz edilmistir. Bu kapsamda PRINA328159 ve PRINA89011
veri setlerinde Des ile korelasyon gosteren genler Spearman korelasyon analizi ile
degerlendirilmis ve ayni filtreleme kriterleri uygulandiginda, her iki veri setinde ortak
olarak Des ile yliksek korelasyon gdsteren genlerin Ybx3 ve Tcf23 oldugu
belirlenmistir. Ancak bu genler, Desmin—Lamin B1 Co-IP/MS proteomik verileriyle

desteklenmediginden sonraki aday dnceliklendirme agamasina dahil edilmemistir.

4. Zebra baligi proteomik verileri ve RNA-seq analizleri dogrultusunda
SMYDI1 oncelikli aday protein olarak belirlenmis; ancak Western blot ile glivenilir

bigimde dogrulanamamustir.

5. C2CI12 hiicrelerinde gergeklestirilen niikleer/sitoplazmik fraksiyonlama
deneylerinde Lamin Bl'nin yalnizca niikleer fraksiyonda, Hsp60'n ise yalnizca
sitoplazmik  fraksiyonda saptanmasi, fraksiyonlama isleminin  basariyla
gerceklestirildigini dogrulamistir. Ayni deneylerde Desmin'in hem sitoplazmik hem de
niikleer fraksiyonlarda tespit edilmesi, bu proteinin yalnizca sitoplazmik ara filament
ag1 ile siirlt olmadigini, niikleer protein fraksiyonunda da bulundugunu gostermis ve

niikleer yerlesim potansiyelini desteklemistir.
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6. C2C12 hiicrelerinde gerceklestirilen niikleer Desmin IP-MS analizlerinde
Desmin’in IgG kontrole goére 47.5 kat, Desmin’in bilinen ara filament agi
ortaklarindan Vimentin’in ise yaklasik 159 kat zenginlesmis olarak saptanmasi, 1P

sisteminin hedef proteini ve iligkili protein agini1 zenginlestirebildigini géstermistir.

7. C2CI12 niikleer Desmin IP-MS analizleri sonucunda 21 aday protein
belirlenmis ve bunlar bes islevsel grupta siniflandirilmistir. Tabloya karsilastirma
amaciyla Desmin, Vimentin ve Plektin referans proteinleri de eklenmistir. Bu adaylar
arasindan log-FC, istatistiksel anlamlilik, PSM sayis1, 6zgiin peptit sayisi, IP/IgG orani
ve ¢apraz veri seti kanit diizeyini iceren birlesik skor yaklasimi kullanilarak deneysel
dogrulama igin alt1 aday protein seg¢ilmistir: TMPO, RANBP2, HNRNPU, NUP153,
DDX5 ve EEF1Al. Bu proteinlerin niikleer zarf/niikleer por kompleksi (TMPO,
RANBP2, NUP153) ve RNA metabolizmas1 (HNRNPU, DDXJ5) ile iliskili olmasi,
Desmin'in ¢ekirdek ici siireglerle baglantili olabilecegini diisiindiirmektedir. EEF1A1

ise li¢ veri setinde ortak saptanan tek aday proteindir.

8. Birlesik skor ile se¢ilen aday proteinler arasinda yiiksek diizeyde korelasyon
gbzlenmis, bu durum aday proteinlerin ortak protein aglarinda yer alabilecegini

distindlirmiistiir.

9. Farkli agirliklandirma stratejilerinde ayni alti aday proteinin segilmesi,

birlesik skor yaklagiminin saglamligini desteklemistir.

10. NUP153’iin hem C2C12 niikleer Desmin IP-MS analizinde hem de Zebra
baligit Tam Hiicre Lizati Desmin—Lamin B1 Co-IP-MS veri setinde saptanmasi,
Desmin ile iligkili bazi niikleer por kompleksi bilesenlerinin tiirler arasinda korunmus
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgu, zebrabaliginda Desmin ile iligkisi Co-IP ile
gosterilen NUP214 verisiyle birlikte degerlendirildiginde, Desmin’in niikleer por
kompleksinin farkli bilesenleriyle iligkili olabilecegini desteklemektedir. Ayrica,
Desmin iizerinde daha dnce tanimlanan islevsel niikleer yerlesim sinyalleri ile bu
calismada belirlenen RANBP2 ve NUP153 gibi niikleer por kompleksi bilesenleri
birlikte degerlendirildiginde, Desmin'in ¢ekirdege kontrollii olarak tasinan ve
cekirdekte 0Ozgiil protein aglariyla iligki kurabilen bir protein olabilecegi

desteklenmistir.
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11. C2C12 Niikleer Desmin [P-MS + RNaz’da, RNaz uygulanmayan ve RNaz
uygulanan Desmin-IP 6rnekleri karsilastirilarak Desmin ile iliskili proteinlerin RNA
aracilt etkilesim gosterip gostermedigi  degerlendirilmistir. RNaz analizinde
istatistiksel anlamlilik esigini karsilayan aday protein saptanmamis olmakla birlikte,
ozellikle EEF1A1 ve HNRNPA2B1'de RNaz sonrasi sinyal azalmasina isaret eden
yonsel egilimler gozlenmistir. RNaz analizi, birlesik skor degerlendirmesi ve farkl
veri setlerinden elde edilen bulgular birlikte degerlendirildiginde EEF1A1, Desmin'in

RNA ile iliskili niikleer islevleri agisindan 6ncelikli aday protein olarak 6ne ¢ikmistir.

12. Genel olarak bu tez, Desmin'in ¢ekirdekte niikleer zarf, niikleer por
kompleksi ve RNA metabolizmasi ile iligkili protein aglarinda yer alabilecegini
destekleyen ilk kapsamli proteomik bulgular1 sunmakta ve Desmin'in ¢ekirdek i¢i

islevlerine yonelik yeni bir molekiiler cer¢eve dnermektedir.

6.2. Oneriler

Bu tez caligmasinin kapsamini genisletmek ve elde edilen bulgular

desteklemek amaciyla asagidaki caligmalar 6nerilmektedir:

1. Nkx2.5 primerlerinin ¢alisma etkinliginin dogrulanmasi amaciyla, Nkx2.5
ifadesi gosteren kalp kasi/kardiyak hiicrelerden elde edilmis cDNA 6rneklerinin PCR
ve qPCR analizlerinde pozitif kontrol olarak kullanilmas1 6nerilmektedir. Bu yaklasim,
C2C12 hiicrelerinde amplifikasyonun elde edilememesinin primer performansindan
m1 yoksa diisik Nkx2.5 ifadesinden mi kaynaklandigmin ayirt edilmesini

saglayacaktir.

2. Desmin'in miyojenik farklilagma silirecindeki niikleer yerlesim
dinamiklerinin  belirlenmesi  amaciyla, farklilasmanin  farkli  evrelerinde
niikleer/sitoplazmik fraksiyonlama ve Western blot analizleri ile niikleer ve
sitoplazmik Desmin diizeyleri karsilagtirilmalidir. Bulgular, immiinofloresan/konfokal
mikroskopi ile dogrulanarak Desmin'in ¢ekirdek cevresi ve g¢ekirdek i¢i yerlesimi

kantitatif olarak degerlendirilmelidir.

3. C2C12 Niikleer Desmin IP-MS analizlerinin daha yiiksek biyolojik tekrar
sayist ile tekrarlanmasi Onerilmektedir. Biyolojik tekrar sayisinin arttirilmasi, aday

proteinlerin daha giivenilir sekilde belirlenmesini, istatistiksel giiciin artirilmasini ve
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ozellikle RNaz uygulamasi gibi karsilagtirmali analizlerde gézlenen degisimlerin daha
saglikli degerlendirilmesini saglayacaktir. Ayrica bu yaklasim, 6zgiil Desmin
etkilesimlerinin arka plan proteinlerinden daha giivenilir bigimde ayirt edilmesine

katki saglayacaktir.

4. C2C12 niikleer Desmin IP-MS analizlerinde belirlenen aday proteinlerin
Desmin ile etkilesimleri, hedefe yonelik dogrulama deneyleri ile daha kapsamli olarak
arastirilmalidir. Bu tez kapsaminda niikleer zarf proteinlerini temsil eden LAP2/TMPO
ile RNA-baglayici protein grubunu temsil eden DDXS5 i¢in gergeklestirilen dogrulama
caligmalarinin, birlesik skor analizinde 6ne ¢ikan diger aday proteinlere (RANBP2,
NUP153, HNRNPU ve EEF1Al) de genisletilmesi onerilmektedir. Bu amagla ters
yonlii Co-IP, Western blot, immiinofloresan/konfokal mikroskopi ve/veya proximity

ligation assay (PLA) gibi tamamlayici yontemlerden yararlanilabilir.

5. Ozellikle RNA baglayici aday proteinler (DDX5, DDX17, HNRNPU,
HNRNPA2B1 ve EEF1Al) i¢in, Desmin ile etkilesimlerin RNA bagimliliginin
degerlendirilmesi amaciyla ilgili antikorlar kullanilarak RNaz uygulamali ters yonlii

Co-IP deneylerinin gergeklestirilmesi onerilmektedir.

6. Desmin'in RNA metabolizmasindaki olasi islevinin degerlendirilmesi
amaciyla RNA immiinopresipitasyonu (RIP) ve hedefe yonelik RNA analizleri
gergeklestirilmeli; DDX5, DDX17, HNRNPU ve EEF1A1 gibi RNA baglayici aday
proteinlerin Desmin—RNA etkilesimlerindeki islevsel katkilar1 baskilama veya asiri

ifade modelleri kullanilarak degerlendirilmelidir..

7. Desmin'in olast niikleer islevlerinin degerlendirilmesi amaciyla, Desmin
ifadesinin baskilandig1 veya asir1 ifade edildigi hiicre modelleri olusturulmalidir. Bu
modellerde, oncelikli aday proteinlerin hiicre i¢i yerlesimi ve ifade diizeylerindeki
degisiklikler incelenerek Desmin'in niikleer organizasyondaki olasi rolii arastirilabilir.
Ozellikle TMPO/LAP2'nin Desmin diizeyindeki degisikliklere verdigi yanitin
degerlendirilmesi, niikleer lamina ile iligkili islevlerin aydinlatilmasina katki
saglayabilir. Ayrica, Desmin'in baskilanmasi veya asir1 ifade edilmesinin hiicrede
hangi genlerin ifade diizeylerini etkiledigi RNA-seq gibi transkriptomik yaklasimlarla

arastirilabilir.
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8. SMYDI proteininin Western blot ile dogrulanamamis olmasi nedeniyle,
Desmin—-SMYD1 iligkisinin daha duyarli deneysel yaklasimlarla yeniden
degerlendirilmesi Onerilmektedir. Bu amagla, ileri farklilasma evrelerinde SMYDI
IP’si, daha yiiksek duyarliliga sahip antikorlarla Western blot analizleri ve sitoplazmik

fraksiyonda Co-IP ¢aligsmalar1 gerceklestirilebilir.

9. NUP153%n hem C2C12 hem de zebrabalig1 veri setlerinde saptanmasi,
Desmin'in niikleer por kompleksi ile iligkisinin tiirler arasinda korunmus olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu iligkinin islevsel olarak dogrulanmasi amaciyla, zebrabaligi
desmin mutant modellerinde NUP153, NUP214 ve RANBP2'nin ifade diizeyleri ve
hiicresel yerlesimlerinin incelenmesi Onerilmektedir. Buna ek olarak, TMPO,
RANBP2 ve NUP153 gibi oncelikli aday proteinlerin Desmin'in niikleer yerlesimi ve
niikleositoplazmik taginmasindaki olasi rolleri, baskilama veya asir1 ifade modelleri

kullanilarak islevsel olarak aragtirilabilir.

10. Bu tez kapsaminda Desmin'in kromatin ile dogrudan iligkisi
degerlendirilememistir. Bu nedenle, aday proteinlerin dogrulanmasinin ardindan
Desmin'in kromatin {izerindeki olasi baglanma bdlgelerinin ChIP-seq gibi genom
capinda yaklasimlarla arastirilmasi 6nerilmektedir. Bu ¢alismalar, Desmin'in kromatin
ile dogrudan etkilesim kurup kurmadigmin ve transkripsiyonun diizenlenmesindeki

olasi roliiniin ortaya konulmasina katki saglayabilir.

11. DES genindeki hastaliga neden olan mutasyonlarin Desmin'in niikleer
etkilesim agini nasil etkilediginin arastirilmasi 6nerilmektedir. Bu amagla, hastalikla
iliskili DES mutasyonlarin1 tasiyan hiicre modellerinde veya hasta biyopsi
orneklerinde niikleer Desmin yerlesimi ile TMPO, RANBP2, NUP153, HNRNPU ve
DDXS5 gibi birlesik skor analizinde iist siralarda yer alan proteinlerle etkilesimlerinin
karsilastirmali olarak degerlendirilmesi, Desmin'in niikleer islev kaybinin hastalik

patogenezindeki olasi roliiniin aydinlatilmasina katki saglayabilir.

Bu tezde tamimlanan aday proteinlerin dogrulanmasi ve islevsel olarak
karakterize edilmesi, Desmin'in ¢ekirdekteki roliiniin niikleer —mimari,
niikleositoplazmik taginma ve RNA metabolizmas: ile iligkili protein aglarn
baglaminda daha ayrintili olarak anlasilmasina ve desminopatilerin molekiiler

mekanizmalarinin aydinlatilmasina katki saglayacaktir.
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EK-3. Ek Sonuclar

Beklenen bant
Nkx2.5: 148 P\E --
GAPDH: 143 bp

Kuyu:
Kuyu 1: Kuyu 4:
DO miyoblast cDNA + Nkx2.5 primer D3 miyotlip cDNA + Nkx2.5 primer
Kuyu 2: Kuyu 5:
DO miyoblast cDNA + Nkx2.5 primer DO miyoblast cDNA + GAPDH primer
(teknik tekrar)
Kuyu 3: Kuyu 6:
D2 miyotiip cDNA + Nkx2.5 primer 100 bp ladder (M)

Ek Sekil 8.1. C2C12 hiicrelerinden farkli zaman noktalarinda elde edilen cDNA
orneklerine ait Nkx2.5 qPCR friinlerinin agaroz jel elektroforezi
goriintiisii. Ik iki hat, farklilagsma besiyerine alinmadan 6nce (48. saat
oncesi) elde edilen miyoblast cDNA 6rneklerini; iiclincii ve dordiincii
hatlar sirastyla 96. ve 120. saat drneklerini gostermektedir. GAPDH
(48. saat) pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Molekiiler agirlik
belirteci 100 bp olarak isaretlenmistir. Beklenen Nkx2.5 amplikon
biiyiikligii 148 bp'dir.
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p.adjust

0.002
0.004

0.006

Ek Sekil 8.2. PRINA89011 RNA-seq veri setinde Des ile yiiksek korelasyon gosteren

genlerin GO molekiiler islev analizi. Des geni ile Spearman korelasyon

katsayis1 >0,90 olan genlerin molekiiler islevleri Gen Ontolojisi (Gene

Ontology, GO) analizi ile degerlendirilmistir. Grafikte her bir GO terimiyle

iligkili gen sayis1 ve zenginlesmenin istatistiksel anlamlilik diizeyi

sunulmaktadir. Cubuk uzunlugu ilgili molekiiler islev teriminde yer alan gen

sayisini, renk skalasi ise diizeltilmis p-degerini (p.adjust) gdstermektedir.
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Muscle Releted TF
Ensembl Id Entrez ID Symbol Alias Full name Species
ENSMUSG00000030189 56449 Ybx3 Yb2; Csda; Dpba; MSY3; MSY4; dbpA; oxyR Y box protein 3 Mus_musculus
ENSMUSG00000019768 13982 Esr1 ER; ERa; ESR; Estr; Estra; Nr3a1; ERalpha; ER-alpha estrogen receptor 1 (alpha) Mus_musculus
ENSMUSG00000010175 19130 Prox1 PROX-1; A230003G05Rik prospero homeobox 1 Mus_musculus
ENSMUSG00000031734 16373 Irx3 AlB94186 Iroquois related homeobox 3 Mus_musculus
ENSMUSGO00000051367 | - Six1 Mus_musculus
ENSMUSGO00000052616 | 320022 Terb1 Ccdc79; BB085179; 4930532D21Rik telomere repeat binding bouquet formation protein 1 Mus_musculus
ENSMUSG00000032744 56198 Heyl Hey3; Hrt3; hesr3; bHLHb33 hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif-like Mus_musculus
ENSMUSG00000006642 69852 Tcf23 Out; bHLHa24; 2010002016Rik transcription factor 23 Mus_musculus
ENSMUSG00000034161 20289 Scx Scl; Bhihad1; BB114693 scleraxis Mus_musculus
Muscle releted Cofactors
Ensembl Id EntrezID Symbol Alias Full name Species
ENSMUSGO0000052374 | 11472 Actn2  1110008F24Rik actinin alpha 2 Mus_musculus
ENSMUSGO00DD00BESS | 15184 Hdac5  HDS; Hdacd; mHDA1; Al426555; mKIAADB0O histone deacetylase 5 Mus_musculus
ENSMUSGO0000022105 | 19645 Rb1 Rb; pRb; Rb-1; pp105; p110-RE1 RB transeriptional corepressor 1 Mus_musculus
ENSMUSGO0000001552 | 16480 Jup PG; Ctnng; DI30025P04RIK Junction plakoglobin Mus_musculus
ENSMUSGO0000002812 | - Fil - - Mus_musculus
ENSMUSG00000018909 109689 Amrbi AW208571; 120000611 7Rik; G430100A01Rik arrestin, bata 1 Mus_musculus

ENSMUSG00000037032 11785 Apbb1
ENSMUSG00000038763 116904  Alpk3
ENSMUSGO00000056770 52690 Setd3

ENSMUSG00000028949 66993 Smarcd3
ENSMUSG00000015149 64383 Sirt2

Rir; Fe65

amyloid beta (Ad) precursor protein-binding, family B, member 1

MAK; Midori; AW319487; mKIAA1330; D330016D04 alpha-kinase 3
D12End771e; 2610102101Rik; 2610305M23Rik; 6030480B17Rik SET domain containing 3

BAFB0C; 1500001J14Rik; 2210409C08Rik
Sir2l; SIR2L2; 5730427MO3Rik

Mus_musculus
Mus_musculus

Mus_musculus

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily d, member 3 Mus_musculus

sirtuin 2

Mus_musculus

Ek Sekil 8.3. PRINA89011 RNA-seq veri setinde Des ile yliksek korelasyon gosteren

transkripsiyon faktorleri ve kofaktorlerin AnimalTFDB 4.0 veri tabani

kullanilarak siniflandirilmasi. Des geni ile Spearman korelasyon

katsayist >0,90 olan genler, AnimalTFDB 4.0 veri tabanindaki

anotasyonlarina gore transkripsiyon faktorii veya transkripsiyonel

kofaktér olarak smiflandirilmistir.

(A) Kas biyolojisiyle iliskili

transkripsiyon faktorleri. (B) Kas biyolojisiyle iligkili transkripsiyonel

kofaktorler. Tablolarda genlere ait Ensembl kimligi, Entrez kimligi, gen

sembolii, alternatif adlar, tam ad ve tiir bilgileri gosterilmektedir.



141

Ek Sekil 8.4. Sekil 4.12°de sunulan Western blot analizine ait islenmemis goriintisii. LHCN-
M2 miyoblast hiicrelerinden elde edilen niikleer ve sitoplazmik fraksiyonlarda
Desmin’in dagilimi ile fraksiyonlamanin dogrulanmasinda kullanilan Lamin
B1 ve GAPDH sinyallerinin ham goriintiisii gosterilmektedir. Lamin Bl
yaklasik 67 kDa’da niikleer fraksiyonda, GAPDH yaklagik 37 kDa’da agirlikl
olarak sitoplazmik fraksiyonda, Desmin ise yaklasik 53 kDa’da her iki
fraksiyonda saptanmistir. Goriintii tizerinde herhangi bir kontrast, kirpma veya

dijital diizenleme uygulanmamustir.

Ek Sekil 8.5. Sekil 4.17°de sunulan Desmin IP—Western blot analizine ait kirpilmamis
goriintli. Desmin antikoru ile gergeklestirilen immiin ¢oktiirme sonrasinda IP,
akis gecisi (flow-through, FT) ve IgG kontrol fraksiyonlarinda Desmin
varligt Western blot ile degerlendirilmistir. Desmin bandi IP 6rneginde
saptanirken, FT ve IgG kontrol o6rneklerinde belirgin Desmin sinyali
gozlenmemistir. Goriintli, membranin analiz edilen bolgesinin kirpilmamis

halini gostermektedir.
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Ek Sekil 8.6. Sekil 4.15’te sunulan SMYD1 Western blot analizine ait kirpilmamis goriintii.
LHCN-M2 hiicrelerinden farklilagmanin 24., 48. ve 96. saatlerinde elde edilen
toplam protein drneklerinde SMYDI1 diizeyleri degerlendirilmistir. SMYDI1
sinyali 24. saatte saptanmazken, 48. saatte zayif, 96. saatte ise belirgin olarak
gozlenmistir. Goriintii, membranin analiz edilen bolgesinin kirpilmamis hélini

gostermektedir.



(A)

(B)

©
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EKk Sekil 8.7 Sekil 4.21°de sunulan C2C12 miyotiip hiicrelerine ait fraksiyonlama Western

blot analizlerinin kirpilmamig goriintiileri. NE-PER Niikleer ve Sitoplazmik
Ekstraksiyon Kiti kullanilarak elde edilen niikleer ve sitoplazmik fraksiyonlar,
¢ ayri membranda analiz edilmistir. (A) Sitoplazmik belirteg Hsp60’in
yaklasik 60 kDa’daki sinyali, (B) niikleer belirte¢ Lamin B1’in yaklasik 67
kDa’daki sinyali ve (C) Desmin’in yaklasik 53—55 kDa araligindaki sinyali
gosterilmektedir. Lamin Bl’in niikleer, Hsp60’mn ise sitoplazmik
fraksiyonlarda saptanmasi fraksiyonlamanin basarili oldugunu desteklemistir.
Desmin her iki fraksiyonda da gozlenmistir. Desmin membraninda hedeflenen
molekiiler agirhigin altinda izlenen ek bantlar, hedef proteinle uyumlu
olmadiklar i¢in 6zgiil olmayan sinyal olarak degerlendirilmis ve analize dahil
edilmemistir. Optimizasyon deneyleri sirasinda protein izolasyon kosullar1 ve
primer antikor konsantrasyonuna bagli olarak Desmin’de zaman zaman ¢ift

bant goriiniimii elde edilmistir.
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(A)

(B)

Ek Sekil 8.8. TMPO ve DDXS5 ile gergeklestirilen ilk ters yonlii IP-WB deneylerinde
Desmin’in degerlendirilmesi. TMPO ve DDXS5’e 6zgii antikorlarla
gerceklestirilen immiin ¢oktiirme sonrasinda elde edilen fraksiyonlarda
Desmin varlig1 Western blot ile analiz edilmistir. (A) DDX5-IP deneyine ait
membran goriintiisii. Kuyular sirasiyla bos kuyu, DDXS5 akis gecisi (flow-
through, FT), bos kuyu, DDX5-IP, bos kuyu, IgG-IP, bos kuyu ve primer
antikor icermeyen boncuk kontrolii (NTC) seklinde yiiklenmistir. DDX5-FT,
DDX5-IP ve IgG-IP orneklerinde belirgin Desmin sinyali gézlenmistir. (B)
TMPO-IP deneyine ait membran gériintiisii. Ornekler, aralarinda bos kuyular
birakilarak NTC, TMPO-FT, TMPO-IP ve IgG-IP sirasiyla yiiklenmistir.
TMPO-FT, TMPO-IP ve IgG-IP o&rneklerinin tiimiinde Desmin band1
saptanmistir. Her iki deneyde IgG kontroliinde belirgin Desmin sinyali
gbzlenmesi nedeniyle bu ilk uygulama 6zgiillik agisindan yeterli kabul
edilmemis ve deney kosullar1 optimize edilerek tekrarlanmistir. Bos
kuyularda goriilen diisiik yogunluklu sinyaller, yiikleme sirasinda komsu
kuyulardan kaynaklanan hafif kontaminasyonla iligkilendirilmis ve

degerlendirmeye alinmamustir.
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2 NM_008700.2+ | Find: v apa @ i = I ATools~ Lladss & 7 -
ECIED . wo [se e e [we e |« |sse [s9 [sse e |es  [7ea (e [see [sse e |sse 1k [iese fLiee [i150_[1280 |20 [1309 |15 [i46a [1ds0 1seq

0o x

{0y Primer pairs for job sbtszrfBummdV795siKEYMgpilL10pFESE oox
Primer 1 E- &

V|8 [we |1  [2ee |se [@a |58 |400 |40 |see [ssa  jeee  [ese [ (758 [see  [sse [ [958 {1k [Lese  [1i@e 1156 [12e9 [1258 (1388|1358 [14ee [1dse 1524

NM_008700.2: 1..1.5K (1,524 nt) " ¥ Tracks shown: 3/6

Primer pair 1

Sequence (5'->3") Template strand Length  Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer AAGTGCTCTCCTGCTTTCCC Plus 20 448 467 5996 5500 4.00 0.00
Reverse primer ACTTGTAGCGACGGTTCTGG Minus 20 784 765 60.04 5500 4.00 1.00
Product length 337

Products on intended targets
>NM_008700.2 Mus musculus NK2 homeobox 5 (Nkx2-5), mRNA

product length = 337
Forward primer 1 AAGTGCTCTCCTGCTTTCCC 20
Template 448  ...iiireereransenans 467

Reverse primer 1 ACTTGTAGCGACGGTTCIGG 20
Template TBA iiieiiiessssssancnsas 765

Ek Sekil 8.9. Nkx2-5 primer ¢iftinin NCBI Primer-BLAST ile degerlendirilmesi. Mus
musculus Nkx2-5 transkriptine (NM_008700.2) yonelik primer ¢iftinin
transkript iizerindeki baglanma konumlari ve beklenen amplikon
bolgesi gosterilmistir. Primer-BLAST analizinde forward ve reverse
primerlerin hedef dizi iizerindeki yerlesimleri, yonleri, baglangi¢/bitis
pozisyonlari, erime sicakliklar1 (Tm), GC igerikleri ve tamamlayicilik
ozellikleri degerlendirilmistir. Primer ¢iftinin Nkx2-5 transkripti
iizerinde yaklasik 337 bp uzunlugunda bir amplikon olusturmasinin
beklendigi belirlenmistir.
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9. 0OZGECMIS



