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ÖZET 

Kayman Kürekçi, G. Otozomal resesif limb-girdle kas distrofisi tanısı alan ailelerde 

yeni gen araştırılması. Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tıbbi 

Biyoloji Programı Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2014. Limb-girdle kas distrofileri 

(LGMD) proksimal kaslarda simetrik olarak ilerleyen kas güçsüzlüğünün görüldüğü, 

klinik ve genetik heterojenite ile karakterize olan kalıtsal kas hastalığı grubudur. Bu 

tezde, otozomal resesif LGMD (LGMD2) klinik tanısı alan ve bilinen LGMD2 

lokuslarına bağlantı göstermeyen, ebeveynlerin akraba olduğu dört farklı aile 

çalışılmıştır. Tez çalışmasında, 250K NspI çipleri ile yapılan genom boyu SNP (tek 

nükleotid polimorfizmi) genotipleme verileri kullanılarak homozigotluk haritalaması 

yaklaşımı ile LGMD2’den sorumlu yeni bir mutant genin kromozomdaki 

lokalizasyonunun saptanması amaçlanmıştır. Üç hasta bireyin bulunduğu bir ailede, 

1q25 kromozom bölgesinde kısa bir homozigot haplotip tespit edilmiştir. DNA dizi 

analizi sonucunda, LAP1B (lamina-associated polypeptide 1B) proteinini kodlayan 

TOR1AIP1 (torsin A-interacting protein 1) geninde hastalarda homozigot c.186delG 

mutasyonu (p.E62fsTer25) saptanmıştır. Kantitatif gerçek zamanlı PZR ile hasta 

çizgili kas dokusunda TOR1AIP1 mRNA ifadesinin 5,88 kat azaldığı tespit edilmiştir. 

Western blot ve immünfloresan boyama çalışmaları ile hastada 66,3kDa 

büyüklüğündeki LAP1B izoformunun kas hücrelerinde ifade olmadığı saptanmıştır. 

Kas liflerinin çekirdeklerinde, çekirdek membranı parçalanması ve anormal kromatin 

yoğunlaşması gibi yapısal bozukluklar gözlenmiştir. LAP1B çekirdek iç membranında 

yerleşim gösteren, A ve B laminlere bağlanan ve torsin A ATPazının regülasyonunda 

görevli bir integral membran proteinidir. Bu tez çalışması, çekirdek zarfı 

hastalıklarına neden olan mutant gen spektrumunu genişletmiş ve LAP1B’nin çizgili 

kasta kritik bir role sahip olduğunu göstermiştir. 

Anahtar kelimeler: Limb-girdle kas distrofisi, homozigotluk haritalaması, TOR1AIP1, 

LAP1. 

Destekleyen Kurum: TÜBİTAK, Proje 112S271. 
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ABSTRACT 

Kayman Kürekçi, G. Genetic study of families diagnosed with autosomal recessive 
limb-girdle muscular dystrophy. Hacettepe University Institute of Health Sciences, 
Master of Science Thesis in Medical Biology, Ankara, 2014. Limb-girdle muscular 
dystrophies (LGMD) are a clinically and genetically heterogeneous group of 
hereditary muscle disorders characterized by symmetric, proximal and progressive 
muscular weakness. In this thesis, four consanguineous families diagnosed with 
autosomal recessive LGMD (LGMD2) which are not linked to any of the known 
LGMD2 loci were studied. The aim of this thesis was to identify the chromosomal 
localization of a novel mutant gene responsible for LGMD2 by performing genome-
wide homozygosity mapping using 250K NspI SNP array data. In one family, the 
disease was mapped to a homozygous haplotype in chromosomal region 1q25. DNA 
sequencing of TOR1AIP1 encoding LAP1B (lamina-associated polypeptide 1B) in this 
critical chromosomal region showed a homozygous c.186delG mutation 
(p.E62fsTer25) in the three affected individuals. Relative quantitation of TOR1AIP1 
mRNA by quantitative real-time PCR showed that the level of expression in the 
skeletal muscle of the patient was 5,88-fold lower than in the control sample. 
Western blot and immunofluorescent staining demonstrated that LAP1B was absent 
in the patient’s skeletal muscle fibres. Ultrastructural examination showed 
alterations of the nuclear envelope including nuclear fragmentation and altered 
chromatin condensation. LAP1B is an integral protein of the inner nuclear 
membrane that binds to both A-type and B-type lamins, and is involved in the 
regulation of torsin A ATPase. This thesis expands the spectrum of genes associated 
with nuclear envelopathies and underlies a critical role for LAP1B in striated muscle.   

Keywords: Limb-girdle muscular dystrophy, homozygosity mapping, TOR1AIP1, 
LAP1. 

Supporting institution: TÜBİTAK, Project 112S271. 
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1. GİRİŞ 

 Kas distrofileri ilerleyici iskelet kası dejenerasyonu ve zayıflığı ile karakterize 

olan klinik ve genetik heterojenitenin olduğu bir grup kalıtsal kas hastalığıdır (1). 

Klinik seyirleri farklı olan Duchenne (DMD), Becker (BMD), Limb-girdle (LGMD), 

Konjenital (CMD), Fasioskapulohumeral, Miyotonik, Okülofaringeal, Distal ve Emery-

Dreifuss (EDMD) olmak üzere dokuz gruba ayrılır (2).  

 Limb-girdle kas distrofileri (LGMD) pelvik ve omuz kuşağındaki kaslarda 

simetrik, ilerleyici kas güçsüzlüğü ile karakterize bir hastalık grubudur (3). Otozomal 

dominant (LGMD1) ve otozomal resesif (LGMD2) olarak aktarılmaktadır (4). 

Ülkemizde akraba evlilikleri oranının özellikle doğu ve güneydoğu bölgelerinde %39’a 

ulaşması, otozomal resesif kalıtım gösteren LGMD2 grubunun insidansını 

artırmaktadır (5). Ülkemizde LGMD2 ailelerinin %90’ında akraba evliliği gözlenmiş 

olup mevcut verilere göre LGMD2 grubunun toplumumuzdaki prevalansının 1:8250 

olduğu bulunmuştur (6). 

 Günümüze kadar LGMD2 grubundan sorumlu 20 farklı mutant gen 

tanımlanmıştır (7-10). Bununla birlikte, bilinen lokuslara bağlantı göstermeyen 

birçok LGMD2 ailesinin varlığı, kasın normal işlevindeki görevlerinin henüz 

bilinmediği birçok gen ürününün daha olduğunu göstermektedir. Bu nedenle, kas 

distrofisi tanısı alan ancak hastalığın genetik etiyolojisinin bilinmediği aileler, kas 

dokusunun bütünlüğüne ve normal işlevine katkı sağlayan yeni gen ve gen 

ürünlerinin tanımlanması için büyük önem taşımaktadır.  

 Tek gen hastalıklarından sorumlu yeni mutant genlerin tanımlanmasında 

pozisyona dayalı klonlama yaklaşımı sıklıkla kullanılmaktadır (11, 12). Özellikle 

otozomal resesif kalıtım gösteren bir hastalık durumunda ve akraba evliliğinin 

görüldüğü ailelerde, SNP array sistemleri kullanılarak tek nükleotid 

polimorfizmlerinin (SNP) genom boyu analizi ile homozigotluk haritalaması yaklaşımı 

etkili bir yöntem olabilmektedir (13). Son yıllarda geliştirilen eksom dizileme 

teknolojisi de otozomal resesif kalıtılan hastalıklar ile ilişkili nadir varyasyonların 

saptanmasını kolaylaştırmaktadır (14).  
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 Bu yüksek lisans tez çalışmasında, daha önce tanımlanmış hiçbir LGMD2 

lokusuna bağlantı göstermeyen ve akraba evliliğinin görüldüğü dört ailede 250K NspI 

SNP çipleri ile yapılan genom boyu genotipleme verilerini homozigotluk haritalaması 

yaklaşımı ile analiz ederek hastalıktan sorumlu yeni bir kromozom aralığının tespit 

edilmesi hedeflenmiştir (Şekil 1.1). Çalışma sonucunda, sırayla üç hasta ve iki hasta 

bireyin bulunduğu iki ailede (Şekil 1.1A-B), hastalıktan sorumlu olabilecek genin 

bulunabileceği birer kromozom aralığı tanımlanabilmiştir. Ayrıca, üç hasta ve sekiz 

sağlıklı bireyin bulunduğu ve aile içinde iki kolda akraba evlilikleri görülen A 

ailesinde, belirlenen kromozom aralığındaki aday genler araştırılmış ve DNA dizi 

analizi ile kas distrofisinden sorumlu yeni bir mutant gen (TOR1AIP1) tespit 

edilmiştir.  
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Şekil 1.1. Tez çalışmasında incelenen dört aileye ait aile ağaçları: A. A ailesi. B. B 

ailesi. C. C ailesi. D. D ailesi. Ok işareti probandı göstermektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Limb-Girdle Kas Distrofileri 

 Limb-girdle kas distrofileri, klinik ve genetik olarak heterojen bir kas hastalığı 

grubudur (3, 4). Pelvik ve omuz kuşağındaki kaslarda simetrik, ilerleyici kas 

güçsüzlüğü ve yüksek serum CK (kreatin kinaz) düzeyi ile karakterizedir (15). LGMD 

alt grupları arasında hastalığın başlangıç yaşı ve klinik seyri açısından fenotipik 

farklılıklar görülmektedir (16). LGMD’de gözlenen klinik bulgular Becker kas 

distrofisi, miyotonik distrofi tip II ve Bethlem miyopatisi gibi farklı nöromüsküler 

hastalıklarda da gözlenmektedir (16). Diğer yandan proksimal kas güçsüzlüğüne 

distal kasların tutulumu, kontraktür ve kardiyomiyopati bulgularının eşlik ediyor 

olması, Emery-Dreifuss kas distrofisi ile uyumlu bulgulardır (17, 18). Bu nedenle, 

proksimal kas zayıflığının yanında ek klinik bulguların değerlendirilip ayırıcı tanının 

yapılması, doğru tedavi yaklaşımlarının uygulanması açısından oldukça önemlidir 

(16).  

 Limb-girdle kas distrofileri %10 oranında otozomal dominant (LGMD1) 

ve %90 oranında otozomal resesif (LGMD2) olmak üzere iki kalıtım modeli ile 

aktarılmaktadır (4). LGMD’nin otozomal dominant ve otozomal resesif formları 

arasında klinik özellikleri açısından ayırt edici herhangi bir farklılık bulunmamaktadır. 

Mutant olmaları durumunda otozomal resesif kalıtılan LGMD (LGMD2)’ye neden 

olan 20 farklı gen tanımlanmıştır (Tablo 2.1). Bu gen ürünlerinin arasında, 

sarkolemmanın bazal lamina ve hücre iskeleti ile bağlantısını sağlayan distrofin-

glikoprotein kompleksi üyeleri ve ilişkili olduğu proteinler (SGCB, SGCD, SGDG, SGCA, 

FKRP, POMT1, POMT2, FKTN, POMGnT1, DAG1, GMPPB), bir sarkolemma proteini 

(DYSF), sarkomer ilişkili proteinler (TCAP, TTN, CAPN3, TRIM32), hücre iskeleti ile 

ilişkili proteinler (PLEC-1f, DES), hücre içi vezikül transportu ile ilişkili bir protein 

(TRAPPC11) ve işlevi henüz bilinmeyen bir glikoprotein (ANO5) bulunmaktadır. Bu 

proteinlerin bir kısmı kas dokusunda yapısal işleve sahip iken, diğer kısmı enzimatik 

görevler üstlenmiştir. 
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Tablo 2.1. Mutant olmaları durumunda LGMD2 fenotipine neden olan genler. 

Fenotip OMIM Kromozom Gen Protein Ref. 

LGMD2A 253600 15q15.1 CAPN3 Kalpain 19 

LGMD2B 253601 2p13 DYSF Disferlin 20, 21 

LGMD2C 253700 13q12 SGCG Gama-sarkoglikan 22 

LGMD2D 608099 17q12-q21.33 SGCA Alfa-sarkoglikan 23 

LGMD2E 604286 4q12 SGCB Beta-sarkoglikan 24 

LGMD2F 601287 5q33 SGCD Delta-sarkoglikan 25 

LGMD2G 601954 17q11-q12 TCAP Titin-kap 26 

LGMD2H 254110 9q31-q34 TRIM32 Tripartite motif-containing 32 27 

LGMD2I 607155 19q13.3 FKRP Fukutin-ilişkili protein 28 

LGMD2J 608807 2q31 TTN Titin 29 

LGMD2K 609308 9q34.1 POMT1 Protein-O-mannozil transferaz 1 30 

LGMD2L 611307 11p14.3 ANO5 Anoktamin 5 31 

LGMD2M 611588 11p13-p12 FKTN Fukutin 32 

LGMD2N 613158 14q24 POMT2 Protein-O-mannozil transferaz 2 33 

LGMD2O 613157 1p34 POMGnT1 Protein O-bağlı mannoz beta1,2 
N-asetil glukozaminiltransferaz 1 

34 

LGMD2P 613818 3p21.31 DAG1 Alfa-distroglikan 35 

LGMD2Q 613723 8q24.3 PLEC-1f Plektin izoform 1f 36 

LGMD2R 615325 2q35 DES Desmin 8 

LGMD2S 615356 4q35.1 TRAPPC11 Trafficking protein partikül 
kompleksi, alt ünite 11  

9 

LGMD2T 615352 3p21.31 GMPPB GDP-mannoz pirofosforilaz beta 10 

 

Fenotip ile genotip arasında korelasyonun kurulabilmesi için, LGMD2’den 

sorumlu yeni mutant genlerin ve yeni patojenik varyasyonların tespit edilmesi çok 

büyük önem taşımaktadır. Yeni genlerin bulunması, LGMD2’nin etiyolojisinin ve 

patofizyolojisinin aydınlatılmasının yanında, kas dokusunun normal işlevinin 

anlaşılması için de oldukça değerlidir. Günümüzde kas işlevi ile ilişkili yeni genler 

tanımlandıkça, kas distrofileri ile ilgili in vitro ve in vivo gen tedavi yaklaşımlarının 

araştırılması büyük bir ivme kazanmıştır (37-39). Bu nedenle mutant gene özgül ve 

ardından bireye özgül tedavi yaklaşımlarının geliştirilebilmesi için henüz 
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tanımlanmamış mutant genlerin tanımlanması son derece önemlidir.  

 

2.2. Tek Gen Hastalıklarından Sorumlu Mutant Genlerin Tanımlanması  

Hastalıklardan sorumlu mutant genlerin tanımlanmasında yararlanılan iki 

temel yaklaşım bulunmaktadır: işleve dayalı klonlama yaklaşımı ve pozisyona dayalı 

klonlama yaklaşımı (12, 40). Kalıtsal bir hastalığın oluşumundan sorumlu mutant 

genin kromozomdaki yerleşimi bilinmeksizin, gen ürününün işlevi ve hastalık ile olan 

bağlantısı hakkında ipucu niteliğinde olan bilgilerin olması durumunda, işleve dayalı 

klonlama stratejisi uygulanabilmektedir (40). Bu yol ile tespit edilen aday genlerdeki 

bir değişikliğin gen işlevi üzerindeki etkisi ve hastalık ile ilişkisi araştırılabilmektedir. 

Pozisyona dayalı klonlama yaklaşımı, hastalıktan sorumlu olabilecek mutant 

gene ait herhangi bir işlev bilgisi olmaksızın sadece kromozomdaki yerleşiminin 

tespit edilmesi ile genin tanımlanmasına dayalı bir stratejidir (11, 12, 41). Bu amaçla 

olabildiğince dar bir aday kromozom bölgesi belirlenir ve bu bölgedeki aday 

genlerde mutasyon taraması yapılır. Günümüzde aday kromozom aralığının tespiti 

için iki alelik olan tek nükleotid polimorfizmlerinin (SNP) genom boyu analizi tercih 

edilmektedir (42). İnsan genomunda yaklaşık 300 baz çiftinde bir SNP’nin bulunması 

ve kromozomdaki yerleşimlerinin bilinmesi, tüm genomu kapsayan haritaların 

oluşturulmasını sağlamıştır (43, 44). Geliştirilmiş yüksek çözünürlüklü SNP çip 

(microarray) sistemlerinin bir bireyde 10.000 ile 1.000.000 SNP’nin aynı anda 

incelenmesini mümkün kılması, bu teknolojinin oldukça güçlü bir genotipleme aracı 

olarak yıllardır kullanılmasını sağlamıştır (45). 

Genetik hastalıklardan sorumlu genetik faktörlerin kromozomdaki 

yerleşiminin belirlenmesi gen haritalaması olarak adlandırılmaktadır (11). Kalıtsal bir 

hastalığa neden olan gen/genlerin bulunması için öncelikle hastalığın genetik açıdan 

doğru modellenmiş olması gerekmektedir. Bu nedenle ilk aşama, aile ağacının 

incelenmesi ile kalıtım modelinin belirlenmesi aşamasıdır. Genetik modellemenin 

doğru yapılması, hastalık geni haritalamasının etkinliğini, ileri aşamalarda 

uygulanacak analiz yaklaşımlarını belirleyerek doğrudan etkilemektedir (11). 

Tek gen hastalıklarında kullanılan gen haritalama yöntemi temel olarak  
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bağlantı analizidir (11, 12). Bağlantı analizi yaklaşımı, aile ağaçlarından elde edilen 

kalıtım bilgileri kullanılarak mutant hastalık alelinin çeşitli genetik belirteçler (genetic 

marker) ile birlikte kalıtılma olasılığının hesaplanmasına dayalıdır. Genetik 

belirteçlerin kromozomdaki pozisyonları kullanılarak, onlarla en sıkı bağlantıyı veren 

yani en yakın yerleşimli lokuslar tespit edilebilmektedir. Bağlantı analizinde bağlantı 

ve yakınlık derecesi rekombinasyon oranı ile ölçülmektedir. Rekombinasyon oranının 

sıfır olması, kullanılan genetik belirteçler ile hastalık arasında sıkı bir bağlantının 

olduğu ve kuşaklar boyu beraber kalıtıldıkları anlamına gelmektedir.  

Çalışılan hastalığın aile içindeki kalıtım modelinin bilinmesi durumunda, 

parametrik (model bağımlı) bağlantı analizi yöntemi tercih edilmektedir (11, 46). 

Ancak bu yaklaşımın etkin olabilmesi için, birkaç kuşaklı geniş aileler ile çalışılması ve 

kalıtım kalıbı, mutasyonun toplumda görülme frekansı ve bireylerin hastalığı 

fenotipe yansıtma oranı (penetrans) gibi birtakım parametrelerin bilinmesi 

gerekmektedir (11, 12). Parametrik bağlantı analizinde, ilgilenilen hastalık lokusu ile 

kullanılan genetik belirteçler arasındaki genetik bağlantının derecesi LOD skor olarak 

ifade edilmektedir (47). Analiz esnasında her bir kromozom için LOD skor değeri 

hesaplanmaktadır ve genel olarak 3 ve üstü değerleri genetik bağlantıyı anlamlı  

kılmaktadır (47).  

Kompleks hastalıklarda olduğu gibi hastalık hakkında herhangi bir kalıtım 

modeli öngörülemediğinde, parametrik olmayan (modelden bağımsız) ilişkilendirme 

çalışmaları yapılmaktadır (11, 12). Bu tür analizler, geniş ailelerin kullanımı yerine 

vaka-kontrol ya da kohort araştırmaları olarak yürütülmektedir. Hastalık ile genetik 

belirteç alelleri arasındaki ilişki, vaka ve kontrol toplumundaki anlamlı alel frekansı 

farklılıkları hesaplanarak gösterilmektedir (11).  

 

2.3. Homozigotluk Haritalaması 

Otozomal resesif kalıtılan hastalıklardan sorumlu mutant genlerin 

tanımlanmasında en çok kullanılan yöntem homozigotluk haritalamasıdır (13). Bu 

yaklaşım gendeki homozigot mutasyonun ortak bir atadan, anne ve baba aracılığı ile 

gelmesine, yani 'identical by descent' olmasına dayalıdır. Homozigot mutasyonun 
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etrafındaki genetik belirteçlerin lokusa yakın oldukları için rekombinasyonla ayrılma 

ihtimallerinin düşük olduğu ve mutasyon ile birlikte kalıtıldığı varsayımı yapılır. 

Bireylerin tüm genomu polimorfik belirteçler ile tarandıktan sonra sorumlu mutant 

gen hastalara özgül olan homozigot haplotiplerde aranır. Sonuç olarak tespit edilen 

kromozom aralığında bulunan tüm genler arasından hastalık ile ilişkileri açısından 

önceliklendirilen aday genlerde DNA dizi analizi ile mutasyon taraması yapılmaktadır.  

Bu yaklaşımda, akraba evliliği durumunda rekombinasyon ile mutant resesif 

alellerin bir araya gelme olasılığı arttığı için, akraba evliliğinin görüldüğü aileler 

büyük önem taşımaktadır. Unutmamak gerekir ki, tüm bireylerin genomunda doğal 

rekombinasyon olayları sonucunda oluşmuş 100-500 kb uzunluğunda homozigot 

haplotipler yaygın olarak gözlenmektedir (48, 49). Akraba evliliğinin olduğu ailelerde, 

hastalıktan sorumlu mutasyonun uzun homozigot haplotiplerde yer alması 

beklenmektedir. Net bir kriterin olmaması ile birlikte, anne ve babanın birinci 

dereceden akraba oldukları durumlarda, en az 4-5 Mb uzunluğundaki homozigot 

bloklar risk faktörü taşıma yönünden anlamlı kabul edilmektedir (49). Fakat köken 

aldığı toplum ya da akraba evliliği derecesi gibi faktörlere göre homozigot 

haplotiplerin uzunlukları çok değişken olabilmektedir. Hastanın ebeveynleri 

arasındaki akrabalık derecesi ne kadar uzak olur ise, nesiller arasındaki 

rekombinasyon olayları o kadar artmış olur ve mutant genin yer aldığı homozigot 

haplotipin dar olması beklenir. Yapılan bir çalışmada hastalıktan sorumlu lokusun 

sadece 0,9 Mb uzunluğundaki bir homozigot haplotipte yer aldığı bulunmuştur (50).  

Bununla beraber, çalışılan ailede az sayıda hasta bireyin olması, haritalama 

sonucunda ortaya çıkan homozigot haplotiplerin çok sayıda olmasına ya da birçok 

aday gen içermesine neden olup, sorumlu mutasyonun tespitini 

güçleştirebilmektedir. Buna ek olarak, hastalık ile ilişkili varyasyonun bileşik 

heterozigot halde bulunması, homozigotluk haritalaması yöntemi ile tespit 

edilmesini zorlaştırmaktadır (51). Diğer yandan akraba evliliğinin olduğu bir aile 

içerisinde lokus ya da alelik heterojenitenin olması durumunda homozigotluk 

haritalaması yanlış sonuçlar verebilmektedir (52).  

Son yıllarda otozomal resesif kalıtılan hastalıklara neden olan genlerin 
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tanımlanmasında homozigotluk haritalaması eksom dizileme yaklaşımı ile 

birleştirilerek uygulanmaktadır (53-55). En sık uygulanan yaklaşım, eksom dizileme 

ile elde edilen tüm varyantların arasından, homozigotluk haritalaması ile belirlenen 

homozigot haplotiplerin içerisinde yer alan varyantlara odaklanılması şeklindedir 

(54).  

 

2.4. Aday Gen Belirleme 

 Hastalık fenotipi ve aile ağacı bilgileri doğrultusunda uygulanan doğru 

yaklaşım sonucunda belirlenen kromozom aralığında/aralıklarında yerleşim gösteren 

tüm genler ve özellikleri çeşitli veri bankaları (NCBI-Map Viewer, Ensembl Genome 

Browser, GeneCards vs.) kullanılarak araştırılmaktadır. Bu şekilde, bu genlerin 

hastalık ile ilişkili aday gen olma ihtimalleri incelenmektedir (56). 

Öncelikle aday genlerin bilinen herhangi bir/birkaç hastalık ile ilişkisinin olup 

olmadığı tespit edilmelidir. Daha sonra, aday genin farklı dokulardaki ifade düzeyi 

araştırılmalıdır. Hastalık fenotipinin gözlendiği doku/dokularda genin ifade olması 

beklenmektedir. Ayrıca dokuya özgül izoformlarının olup olmadığı tespit edilmelidir. 

Bir çok genin birden fazla dokuda benzer ifade düzeylerine sahip olması, gen 

ifadesinin genin işlevi hakkında yeterince bilgi verici olamamasına neden 

olabilmektedir. Bu nedenle, aday gen ürününün tanımlanmış işlevleri, görev aldığı 

yolaklar ve etkileşimde olduğu proteinler araştırılmalıdır.  

Aday genin henüz tanımlanmış bir işlevinin bulunmaması durumda, 

karşılaştırmalı genomik yaklaşımı kullanılabilmektedir (57). Aday genin türler arası 

yapısal ve/veya işlevsel korunmuşluğa sahip olması, genin önemli bir işlevi olduğuna 

işaret etmektedir.  

 

2.5. Mutasyonun Saptanması 

 Aday gen belirlendikten sonra, ilk olarak DNA dizi analizi ile gendeki 

varyasyon tipi (yanlış anlamlı, anlamsız, sessiz, vs.) belirlenmelidir. Bulunan 

varyasyonun aile içi kalıtımı izlenip, gözlenen kalıtım kalıbı ile uyumlu olması 

beklenmektedir. Otozomal resesif kalıtılan bir hastalıkta ailede akraba evliliğinin 
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görülmesi durumunda, hasta bireyde mutasyonun yüksek olasılıkla homozigot olarak 

bulunması, anne ve babada ise mutasyonun tek bir alelde taşınması  (heterozigotluk) 

gerekmektedir. Ailedeki diğer sağlıklı bireyler ise mutant aleli heterozigot olarak veya 

normal aleli homozigot olarak taşıyor olmalıdırlar. Daha sonra, aday gende tespit 

edilen bu varyasyonun bilinen bir polimorfizm olup olmadığını kontrol etmek amacı 

ile, çeşitli veri bankaları (dbSNP veri bankası, HapMap ve 1000 Genomes proje 

sonuçları) incelenmelidir. Ayrıca, bu varyasyonun, varyasyonun tespit edildiği bireyin 

ait olduğu popülasyonun sağlıklı bireylerinde de taranmalıdır. Mutasyonun tipine 

bağlı olarak değişmekle birlikte ortalama 100 alel incelenmelidir ve varyasyonun 

patojenik niteliği gösterilmelidir: %1’den az ise patojenik varyasyon, yüksek ise 

nonpatojenik varyasyon olarak tanımlanmaktadır. Belirlenen varyasyonun özgüllüğü 

ve kalıtımı araştırıldıktan sonra, hastalıktan sorumlu olmasına neden olabilecek 

patojenik etkisi incelenmelidir (56). Mutasyonun RNA ve protein düzeyindeki 

etkilerinin belirlenmesi amacıyla in vitro ve in vivo işlev analizleri 

gerçekleştirilmelidir. 

 

2.6. Amaç 

 Gerçekleştirilen yüksek lisans tez çalışması kapsamında, klinik ve 

histopatolojik değerlendirmeler sonrasında LGMD2 tanısı konmuş fakat daha önce 

tanımlanmış LGMD2 lokuslarına bağlantı göstermediği 50K SNP genotipleme 

(yayınlanmamış veri) ile belirlenmiş dört aile incelenmiştir. Akraba evliliğinin 

görüldüğü bu ailelerde sırası ile 3 hasta (A ailesi), 2 hasta (B ailesi) ve birer hasta (C 

ve D aileleri) bulunmaktadır. Yüksek çözünürlüklü 250K NspI SNP çipleri ile genom 

boyu genotipleme verileri kullanılarak homozigotluk haritalaması yaklaşımı ile 

hastalarda homozigot haplotiplerin tespit edilmesi ve hastalıktan sorumlu yeni bir 

kromozom aralığının belirlenmesi araştırmanın amacını oluşturmuştur. A ve B 

ailelerinde birden fazla hasta bireyin bulunması, aday bölgenin daraltılabilmesi 

açısından, ilk aşamada analizlerin önceliğinin bu ailelere verilmesini gerektirmiştir. A 

veya B ailelerinden birinde aday bir kromozom bölgesinin tespit edilmesi 

durumunda, hastalıktan sorumlu lokusun birden fazla ailede ortak olabilme olasılığı 
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göz önünde bulundurulmuştur. Bunun için, diğer ailelerdeki hasta bireyler yeni bir 

kromozom bölgesinin tanımlandığı aile ile birlikte analiz edilip ortak homozigot 

haplotiplerin olup olmadığının test edilmesi planlanmıştır. Analizler sonucunda 

belirlenen kromozom aralığında/aralıklarında bulunan tüm genlerin hastalık ile ilişkili 

olma ihtimalleri çeşitli veri bankaları aracılığı ile incelenmiştir. Seçilen aday genler 

DNA dizi analizine alınarak hastalıktan sorumlu olabilecek varyasyonlar yönünden 

araştırılmıştır. Bu çalışma sonucunda, A ailesinde hastalıktan sorumlu gen 

(TOR1AIP11) DNA, RNA ve protein düzeyinde yapılan analizler ile saptanmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
1
 Bu tez çalışmasında, ‘’TOR1AIP1’’ geni ve transkripti, ‘’LAP1B’’ kodlanan proteini ifade etmek için 

kullanılmıştır.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Bireyler ve Gereçler 

 3.1.1. Çalışmada incelenen aileler 

Yüksek lisans tez çalışması kapsamında otozomal resesif kalıtım gösteren 

limb-girdle kas distrofisi tanısı almış ve akraba evliliği görülen toplam 4 aile ile 

çalışılmıştır. A ailesi üç hasta birey (IV:2, IV:5 ve IV:7), B ailesi iki hasta birey ( IV:3 ve 

IV:4), C ve D aileleri ise birer hasta bireyden (sırası ile IV:1 ve IV:1) oluşmaktadır (Bkz. 

Şekil 1.1).  

Hastaların klinik ve patolojik değerlendirmeleri Hacettepe Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Anabilim Dalı Pediatrik Nöroloji Bilim Dalı ve 

Pediatrik Patoloji Ünitesinde (A-D aileleri) ve İstanbul Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Nöroloji Anabilim Dalı'nda (A ailesi) yapılmıştır.  

Yapılan tüm çalışmalar, ailelerden ''Bilgilendirilmiş Onam Formu'' ve 

Hacettepe Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulu'nun onayı 

alınarak (16.02.2012 tarihli 2012/01, Karar no: TBK 11/11-02) gerçekleştirilmiştir 

(Bkz. EK 1).  

 3.1.2. Homozigotluk haritalaması 

 250K NspI SNP genotipleme çalışmasına alınan bireyler: 

- A ailesinde III:1, III:2, IV:2, IV:5 ve IV:7 nolu bireyler. 

- B ailesinde III:1, III:2, IV:2, IV:3 ve IV:4 nolu bireyler. 

- C ailesinde III:1, III:2, IV:1 ve IV:3 nolu bireyler. 

- D Ailesinde III:1, III:2, IV:1 ve IV:2 nolu bireyler. 

VIGENOS (Visual Genome Studio) yazılımı (Hemosoft). 

 3.1.3. Primer dizilerinin oluşturulması 

 Tez çalışmasında kullanılan primer dizileri Primer3 Input (version 4.0.0) ve 

NCBI-Primer BLAST programları ile tasarlanmıştır.  
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 3.1.4. Polimeraz zincir reaksiyonu 

 Taq DNA polimeraz, 5U/µl (Fermentas) 

10x Taq Tamponu (NH4)2SO4  içeren MgCl2 içermeyen (Fermentas) 

 MgCl2, 25 mM (Fermentas) 

 dNTP karışımı, 2,5 mM 

 Primer Forward (F) ve Reverse (R), 20 pmol/µl 

Dimetilsülfoksit (DMSO) (AppliChem) 

 GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) 

 PZR ürünlerinin saflaştırılması için Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System 

(Promega, A9282) kiti kullanılmıştır.  

3.1.5. DNA agaroz jel elektroforezi 

 Agaroz, moleküler biyoloji kullanımı saflığında (Prona) 

 Tris-asetat-EDTA (TAE) tamponu (50X, pH 8,0):   Son konsantrasyon 

  Tris baz, 2M:    242 g  40 mM 

  Glasiyal asetik asit:   57,1 ml 20 mM 

  Na2EDTA, 0,5M:   100 ml  1 mM 

  dH20 ile 1000 ml’ye tamamlanmıştır. 

 Yükleme tamponu (6X):      

  Gliserol:    5,5 ml   

  1xTAE tamponu:   4,5 ml 

  Orange G boya (Merck):  0,01 gr 

 Etidyum bromür (Sigma):   10 mg/ml distile su 

 100 baz çifti DNA moleküler ağırlık belirteci (New England Biolabs, N3231S) 

 3.1.6. DNA dizi analizi 

 BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, 4336917) 

 Primer Forward (F) ya da Reverse (R), 3,2 pmol/µl 

 Sodyum asetat, 3M, pH 5  

 Etanol, %100 ve %70 

Hi-Di Formamid (Applied Biosystems, 4311320) 
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 3.1.7. cDNA sentezi 

RNase Zap (Ambion, AM9780) 

cDNA sentezi için ''QuantiTect Reverse Transcription'' kiti (Qiagen, 205311) 

kullanılmıştır.  

 3.1.8. Kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

 SYBR Green JumpStart Taq ReadyMix MgCl2 içermeyen (Sigma, S5193) 

 MgCl2, 25 mM (Fermentas) 

 Primer Forward (F) ve Reverse (R), 5-10 pmol/µl 

 Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science) 

 3.1.9. Protein izolasyonu ve miktar tayini 

 - 1X Koruyucu Tampon, pH 7,4:  

  Tris HCl, 0,5M pH 6,8:   0,625 ml 

  EDTA, 0,5 M:    0,050 ml 

  SDS, %20:    2,500 ml 

  dH2O:     1,825 ml 

  Proteaz inhibitörü tablet:   ½ adet 

  Toplam:    5,000 mL 

 - VibraCell sonikatör (Sonics & Materials Inc) 

 - Dokulardan izole edilen protein miktarı Pierce BCA Protein Assay (Thermo 

Fisher Scientific Inc., 23227) kiti kullanılarak belirlenmiştir. 

 3.1.10. SDS poliakrilamid jel elektroforezi 

 - SDS poliakrilamid jel:  

  Akrilamid-bisakrilamid karışımı, %30  

  Tris Baz, 1M pH 8,8 

Tris Baz, 1M pH 6,8 

 Sodyum dodesil sülfat (SDS), %10 

 Amonyum persülfat (APS), %10 

 Temed 

dH2O 
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- İzopropanol 

- Yükleme Tamponu: 

 NuPAGE Sample Reducing Agent, 10X (Invitrogen, NP0004)  

 NuPAGE LDS Sample Buffer, 4X (Invitrogen, NP0008) 

- 1X Yürütme Tamponu, pH 8,6:   Son konsantrasyon 

 Tris baz:  3,02 g   25 mM 

 Glisin:   14,4 g   192 mM 

SDS:   1 g   %0,1 

dH2O ile 1000 ml'ye tamamlanmıştır. 

- Protein ağırlık belirteci:  

ColorPlus™ Prestained Protein Ladder, Broad Range (10-230 kDa) (New 

England BioLabs, P7711S) 

- Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Biorad) 

3.1.11. Western blot 

- Nitroselüloz membran, 0,45 µm kalınlığında (Thermo Scientific) 

- Whatmann kağıdı 

 - 1X Transfer Tamponu, pH 8,3:   Son konsantrasyon 

  Tris baz:   5,82 g  48 mM 

  Glisin:    2,93 g  39 mM 

  SDS :    0,37 g  1 mM 

  Metanol:   200 ml  %20 

  dH2O ile 1000 ml'ye tamamlanmıştır.  

- Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell cihazı 

 - 1X Tuzlu Tris tamponu (TBS), pH 7,6:  Son konsantrasyon 

  Tris baz:   6,1 g  50 mM 

  NaCl:    9 g  154 mM 

  dH2O ile 1000 ml'ye tamamlanmıştır.  

 - Yıkama Tamponu (TBS-T), %0,05:  

  1x TBS:    1000 ml  

  Tween 20 (Sigma):  500 µl 
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 - Bloklama Çözeltisi: 

  Süt tozu:   0,5 g 

  TBS-T, %0,05:   10 ml    

 - Primer Antikor: rabbit anti-LAP1 (Dr. William T. Dauer, Michigan 

Üniversitesi, ABD). 

 - Sekonder Antikorlar: goat anti-rabbit IgG (H+L) horseradish peroksidaz 

(HRP) işaretli sekonder antikor (Molecular Probes) 

 - Eşit yükleme kontrolü için: horseradish peroksidaz (HRP) işaretli anti-beta 

aktin (Abcam) 

 - Coomassie Brilliant Blue, Ponceau S çözeltisi (Sigma) 

- Boya çıkarıcı (destaining) çözelti:    

 Glasiyal asetik asit:  35 ml   

 Metanol:   100 ml 

 dH2O ile 500 ml'ye tamamlanmıştır. 

 - Görüntüleme: ChemiFast Kemilüminesans Subtrat kiti (Syngene) ve 

GeneGnome5 kemilüminesans görüntüleme cihazı (Syngene). 

3.1.12. İmmünfloresan boyama 

 Paraformaldehit, %4 (Sigma) 

 1X Tuzlu fosfat tamponu (PBS) pH 7,4 

 Triton X-100 (Sigma) 

Tween 20 (Sigma) 

Bovine Serum Albumin (BSA), 0,1 g/ml (Sigma) 

 Primer antikorlar: rabbit poliklonal anti-TOR1AIP1 (Merck Millipore, 06-1001) 

ve mouse anti-laminin alfa-2 (Chemicon, MAB1922) 

 Sekonder antikorlar: Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor 568 

Goat Anti-Mouse IgG (Molecular Probes, A11029) 

 4’, 6-diaminodino-2-fenilindol (DAPI), 1mg/ml stok 

 ProLong Gold Antifade Reagent (Invitrogen, P36930) 

 Pappen 

 Leica DMIL floresan mikroskop 
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3.2. Yöntemler 

 3.2.1. Homozigotluk haritalaması 

 Ailelerde VIGENOS (Visual Genome Studio) yazılımı (Hemosoft, Ankara) 

kullanılarak homozigotluk haritalaması çalışması yapılmıştır. Bunun için GeneChip 

Human Mapping 250K NspI Array (Affymetrix) çipleri ile genom boyu genotipleme 

çalışmasından elde edilen genotip verileri kullanılmıştır. Çip verilerinin güvenilirliği  

SNP Call Rate oranları incelenerek kontrol edilmiştir. 

 Homozigotluk haritalaması için ‘’Aile ağacı Dosyası’’ ve ‘’Genotipleme 

Dosyası’’ olmak üzere iki farklı dosya kullanılmıştır. Ayrıca analiz komutlarının 

belirtildiği ‘’Model Dosyası’’, otozomal resesif kalıtım modeline uygun bir şekilde 

düzenlenmiştir.  

 Aile ağacı dosyası 

 Her bir aile için ayrı hazırlanan aile ağacı dosyası çip, örnek, aile ve 

anne/baba kimlikleri (aile ağacında yer almıyor ise 0), cinsiyet (F: Kadın, M: Erkek) ve 

hastalık durumu (U: Sağlıklı, A: Hasta) bilgilerini barındırmaktadır (Tablo 3.1).  

 

Tablo 3.1. A ailesine ait aile ağacı dosyası. 

Çip Adı Örnek_ID Aile_ID Baba_ID Anne_ID Cinsiyet Hastalık Durumu 

Chip1 1 1 0 0 F U 

Chip2 2 1 0 0 M U 

Chip3 3 1 2 1 F A 

Chip4 4 1 2 1 F A 

Chip5 5 1 2 1 M A 

  

Genotipleme dosyası 

 Her bir bireye ait çip bilgileri GeneChip Scanner (Affymetrix) cihazında 

taranmış ve SNP genotip bilgileri GTYPE (Affymetrix) yazılımı kullanılarak .chp 

uzantılı çip dosyaları halinde elde edilmiştir. Bu dosyalar VIGENOS yazılımına 

aktarılmıştır.  

 VIGENOS programı, kapsamlı ve yüksek miktardaki genotip verisinin kolay 

görünebilir ve incelenebilir hale getirilmesine olanak sağlamaktadır (36, 58, 59). 



18 
 

Bunun için, aile ağacı ve model dosyalarında belirtilen hasta bireylerden biri, genom 

boyu haplotiplerin kurulması için referans birey olarak seçilmektedir. Referans birey 

ile aynı olan homozigot genotipler (referans: AA, diğer birey: AA) mavi renk ile, karşı 

alellerden oluşan homozigot genotipler (referans: AA, diğer birey: BB) beyaz renk ile 

ve heterozigot genotipler (referans: AA, diğer birey: AB) turuncu renk ile 

gösterilmiştir. Buna ilaveten, bilgi verici olmayan SNP genotipleri (örneğin baba: AB, 

anne: AA, referans: AB, diğer hasta: AB) sarı renk ile, ve eksik bir SNP genotip bilgisi 

gri renk ile ifade edilmiştir.  

 3.2.2. Aday gen belirleme 

 Homozigotluk haritalaması çalışması ile tespit edilen kromozom aralığı/ 

aralıklarındaki tüm tanımlanmış ve tanımlanmamış gen dizileri incelenip, kas 

distrofisi fenotipi ile ilişkili olma ihtimalleri aşağıda belirtilen veri bankaları aracılığı 

ile araştırılmıştır. 

- NCBI-Map Viewer (Sürüm 104) ve Ensembl Genome Browser (Sürüm 73.37) 

veri bankaları ile kromozom aralığında yer alan tüm diziler belirlenmiştir (60, 

61). 

- NCBI-Gene ve GeneCards (Weizmann Institute of Science) veri bankaları  ile 

aday genlerin bilinen işlevleri ve ifadeleri bulunan doku/dokular 

belirlenmiştir (62).  

- NCBI-OMIM ve MalaCards (Weizmann Institute of Science) veri bankaları ile 

aday genlerin bilinen herhangi bir hastalık ile ilişkileri olup olmadığı 

belirlenmiştir (63, 64). 

- NCBI-PROTEIN, UniProt ve STRING (9.05) veri bankaları ile aday gen 

ürünlerinin aminoasit dizileri, işlevsel bölgeleri ve etkileşimde oldukları diğer 

proteinler belirlenmiştir (65, 66).  

3.2.3. Aday gen TOR1AIP1 için yapılan PZR ve DNA dizi analizi çalışmaları 

A ailesinde aday olarak seçilen TOR1AIP1 (NM_015602.3) genine ait 10 

kodlanan ekson için Primer3 Input (versiyon 0.4.0) ve NCBI-Primer BLAST 

programları kullanılarak amplifikasyon primer dizileri tasarlanmıştır. PZR 
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çalışmasında TOR1AIP1 geninin 1. eksonu iki parçaya (1a ve 1b), 10. eksonu dört 

parçaya (10a, 10b, 10c ve 10d) bölünerek analiz edilmiştir (Tablo 3.2). 

 

Tablo 3.2. TOR1AIP1 primer dizileri. 

Ekson Primer Forward Primer Reverse Ürün  
(bç) 

(bç) 

 

1a 5'-CAGGAGAACCTAGGGTCCATAA-3' 5'-TCGTCCGAGAACCTCACTTC-3' 244 

1b 5'-GCCTGCGTACAGAACTCCT-3' 5'-GCCTGCGTACAGAACTCCT-3' 467 

2 5'-AATGCATAATCTGTGCCATGA-3' 5'-ACGTGTCTGCCCTTGTCTT-3' 258 

3 5'-CGCAACAGTTGTCACTTAGAAAG-3' 5'-ACAGAGGGGACAGGGAGATTT-3' 354 

4 5'-GTGTCCTCATGTTCATTTTCCT-3' 5'-GGCTCTGTTCCCACTTCTTAAA-3' 282 

5 5'-CCCAGAGGACACAAATTGAGA-3' 5'-AAGCAAATTCATGGAATACCAAA-3' 359 

6 5'-ACCTGGGAGTTACCCGAAT-3' 5'-ACCAAGCTCACAGGAAGACA-3' 215 

7 5'-ACAAGCAAAATGTCTGTGCAAC-3' 5'-ACAGAGCAAGACATCGTCTCAA-3' 212 

8 5'-GCTTTTATTGTTTTCTTCCCCTA-3' 5'-TGCTGCCAGTCCAAGAAAT-3' 354 

9 5'-CTGCTTCTGGCTGATCTCTG-3' 5'-GCATCGAGTCATACTGCTGTC-3' 280 

10a 5'-AGTCACTTGCCCCTGAATCTA-3' 5'-GACCGAGGATGGGAGCTAT-3' 315 

10b 5'-CAAGAGTTCCAGAACCAGATGA-3' 5'-GCCATTCTTAAATCCATTGCT-3' 321 

10c 5'-CGGATTGATGGGACAGATAAA-3' 5'-GATTGTAGGAGTTGGGTGTGTTA-3' 325 

10d 5'-TTGGAGGAAGAGACACTTGGA-3' 5'-AGAGCTCTGAATTCTGTCTCTGG-3' 296 

 

TOR1AIP1 PZR çalışması 

Ekson 1a, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10b, 10c ve 10d   Son konsantrasyon  

10X Taq Tamponu:   5 µl   1X 

MgCl2 (25 mM):   3 µl   1,5 mM 

dNTP karışımı (2,5 mM):  2 µl   0,1 mM 

Primer F (20 pmol/µl) :  2 µl   0,8 pmol 

Primer R (20 pmol/µl) :  2 µl   0,8 pmol 

DNA:     1 µl    

Taq Polimeraz (5U/µl):  0,2 µl   0,02 U 

dH2O:     34,8 µl    

Toplam:    50 µl  
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Reaksiyon koşulları 

94 °C  5 dk. 

94 °C  30 sn. 

55 °C  15 sn.         x 35 

72 °C  45 sn.         

72 °C  3 dk. 

4 °C  ∞  

Ekson 1b ve 7      Son konsantrasyon   

10x Taq Tamponu:   5 µl  1X  

MgCl2 (25 mM):   3 µl  1,5 mM  

dNTP karışımı (2,5 mM):  2 µl  0,1 mM 

Primer F (20 pmol/µl) :  2 µl  0,8 pmol 

Primer R (20 pmol/µl) :  2 µl  0,8 pmol  

DNA:     1 µl    

Taq Polimeraz (5U/µl):  0,2 µl  0,02 U  

DMSO:     5 µl  %10  

dH2O:     29,8 µl    

Toplam:    50 µl 

 

Reaksiyon koşulları 

95 °C  5 dk. 

95 °C  30 sn. 

59-53 °C  30 sn.         x7* 

72 °C  30 sn.         

95 °C  30 sn. 

55 °C  30 sn.         x23 

72 °C  30 sn. 

72 °C  3 dk. 

4 °C  ∞  

* Her döngüde annealing sıcaklığı 1 °C düşürülerek touchdown PZR yapılmıştır. 
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Ekson 10a      Son konsantrasyon 

10x Taq Tamponu:   5 µl  1X  

MgCl2 (25 mM):   3 µl  1,5 mM  

dNTP karışımı (2,5 mM):  2 µl  0,1 mM  

Primer F (20 pmol/µl) :  2 µl  0,8 pmol  

Primer R (20 pmol/µl) :  2 µl  0,8 pmol  

DNA:     1 µl    

Taq Polimeraz (5U/µl):  0,2 µl  0,02 U  

dH2O:     34,8 µl    

Toplam:    50 µl 

Reaksiyon Koşulları 

94 °C  5 dk. 

94 °C  30 sn. 

56 °C  30 sn.         x 35 

72 °C  45 sn.         

72 °C  3 dk. 

4 °C  ∞  

 

PZR ürünlerinin saflaştırılması 

PZR ürünleri Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) kiti 

kullanılarak aşağıda belirtilen protokol uygulanarak saflaştırılmıştır. 

 45 µl miktarındaki PZR ürünlerinin üzerine eşit miktarda (45 µl) 

Membrane Binding çözeltisi eklenmiştir. Her bir örneğin tamamı SV 

Mini Kolonlara aktarılıp 1 dk. oda sıcaklığında bekletilmiştir. 

 Örnekler 16.000 g’de 1 dk. çökeltilmiş ve DNA’nın membrana 

bağlanması sağlanmıştır. Kolondan süzülüp toplama tüpünde biriken 

sıvı atılmıştır. 

 Her kolona 700 µl Yıkama çözeltisi eklendikten sonra örnekler 16.000 

g’de 1 dk. çökeltilmiştir. Kolondan süzülüp toplama tüpünde biriken 

sıvı atılmıştır. 
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 Her kolona 500 µl Yıkama çözeltisi eklendikten sonra örnekler 16.000 

g’de 5 dk. çökeltilip tekrar yıkanmıştır. Kolondan süzülüp toplama 

tüpünde biriken sıvı atılmıştır. 

 Yıkama çözeltisinde bulunan etanolün tamamen uzaklaştırılması için 

örnekler 16.000 g’de 1 dk. daha çökeltilmiştir.  

 Her bir kolon temiz bir eppendorf tüpüne yerleştirilip 50 µl nükleazsız 

su eklenerek 1 dk. oda sıcaklığında bekletilmiştir. Örnekler 16.000 

g’de 1 dk. çöktürülmüştür. 

 Saflaştırılmış PZR ürünlerinin nanospektrofotometrik ölçümleri 

NanoDrop ND-1000 cihazında gerçekleştirilmiştir. 

 

DNA dizi analizi için reaksiyon koşulları  Son konsantrasyon 

3.1 BigDye Terminator:    2 µl    

5X Reaksiyon Tamponu:    4 µl  1X  

Primer Forward ya da Reverse (3,2 pmol/µl) : 1 µl  0,16 pmol  

DNA (40 ng/µl):     1 µl 

dH2O:       12 µl 

Toplam:      20 µl 

Reaksiyon Koşulları 

94 °C  5 dk. 

94 °C  15 sn. 

50 °C  15 sn.         x 25 

60 °C  4 dk.         

60 °C  1 dk. 

4 °C  ∞  

 

 DNA dizi analizi reaksiyon ürünlerinin saflaştırılması 

 Her bir DNA dizi analizi reaksiyon ürününe 2 µl sodyum asetat (3M, pH 5) 

eklenmiştir. Eppendorf tüplerine aktarıldıktan sonra, örnekler bir gece boyunca -

20 °C’de saf etanol içinde bekletilmiştir. Maksimum hızda 30 dk. çöktürülmüş 
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örneklerin üst fazı atılmış ve üzerilerine %70 etanol eklenmiştir. İkinci maksimum 

hızda 30 dk. çöktürme işleminin ardından, üst faz atılmış ve DNA örneklerinden 

oluşan peletin kuruması sağlanmıştır. Örnekler 20 µl Hi-Di Formamid içinde 

çözülerek, 94 °C’de 10 dk. denatüre edilmiştir.   

DNA dizi analizi sonuçları Chromas (versiyon 2.4.1) programı ile incelenmiştir. 

3.2.4. cDNA sentezi 

A ailesinden IV:2 nolu hasta bireyden daha önce tanı amaçlı alınan kas 

biyopsisinin bir kısmından RNeasy Fibrous Tissue MiniKit (Qiagen) kiti kullanılarak 

RNA elde edilmiştir. İzole edilen RNA miktarı belirlendikten sonra, RNA’dan cDNA 

sentezi QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  

Kullanılan malzemeler RNase Zap ve %0,1’lik DEPC ile ribonükleazlardan 

arındırılmıştır.  

 

Genomik DNA Wipeout reaksiyonu:    Son konsantrasyon 

7X gDNA Wipeout Tamponu:   2 µl  1X 

Kalıp RNA:     7,5 µl  500 ng/µl 

RNase free dH2O:    4,5 µl 

Toplam:     14 µl 

Örnek 42 °C’de 5 dk. bekletilmiştir.  

 

Örneğe aşağıda belirtildiği gibi hazırlanmış 6 µl Revers Transkripsiyon Karışımı 

eklenmiştir (toplam 20 µl) ve belirtilen koşullarda Gene Amplification PCR System 

9700 (ABI) cihazında inkübe edilmiştir. 

 

Revers transkripsiyon karışımı:     

Quantiscript RT:    1 µl 

5X Quantiscript RT Tampon:   4 µl   

RT Primer Karışımı:    1 µl 

Toplam:     6 µl 
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42 °C - 30 dk. 

95 °C - 5 dk. 

4 °C - ∞ 

Sentezlenen cDNA nükleazdan arındırılmış dH2O ile ¼ oranında sulandırılmıştır. 

3.2.5. Kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

 TOR1AIP1 transkriptinin c.186delG mutasyonuna bağlı olarak kontrol kas 

dokusuna oranla hasta kas dokusunda ifade düzeyinin nasıl etkilendiğini belirlemek 

amacıyla kantitatif gerçek zamanlı PZR (kGZ-PZR) çalışması yapılmıştır. TOR1AIP1 

geninin 1. ekson bölgesine özgül forward primer ve 2. eksonuna özgül reverse 

primer tasarlanmıştır (Tablo 3.3).  

   

Tablo 3.3. Kantitatif gerçek zamanlı PZR primer dizileri. 

Gen Primer Forward Primer Reverse Ürün (bç) 

TOR1AIP1 5'-GAAATGAAGACGCGAAGGAC-3' 5'-GAGCCTCTTGTATGCTCCTGA-3' 190 

ACTB 5'-CGCAAAGACCTGTACGCCAAC-3'  5'-GAGCCGCCGATCCACACG-3'  164 

 

Çalışmada A ailesinden IV:2 nolu hasta bireyin cDNA örneği ve kontrol cDNA 

örneği üçlü tekrar halinde kullanılmıştır. Normalizatör gen olarak ACTB kullanılmıştır. 

Kontrol ve hasta cDNA’ları kullanılarak ACTB ve TOR1AIP1 amplifikasyon 

reaksiyonları aşağıda belirtilen koşullarda Corbett Life Sciences Rotor-Gene 6000 

cihazında gerçekleştirilmiştir.  

 

ACTB için kGZ-PZR koşulları:      Son konsantrasyon 

SYBR Green JumpStart Taq ReadyMix MgCl2 içermeyen: 5 µl  

MgCl2 (25 mM):      1,2 µl  3 mM 

Primer Forward (10 pmol/µl) :    0,4 µl  0,4 pmol 

Primer Reverse (10 pmol/µl):     0,4 µl  0,4 pmol 

dH2O:        1 µl 

cDNA:         2 µl 

Toplam:       10 µl 
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x40 

Reaksiyon koşulları 

Denatürasyon:  94 °C   2dk. 

Amplifikasyon:  94 °C   15 sn.  

    59 °C   60 sn. 

Erime:    72 °C’dan 95 °C’a, her aşamada 1 °C artarak. 

 

TOR1AIP1 için kGZ-PZR koşulları:     Son konsantrasyon 

SYBR Green JumpStart Taq ReadyMix MgCl2 içermeyen: 5 µl  

MgCl2 (25 mM):      1,2 µl  3 mM 

Primer Forward (5 pmol/µl):     0,4 µl  0,2 pmol 

Primer Reverse (5 pmol/µl):     0,4 µl  0,2 pmol 

dH2O:        1 µl 

cDNA:         2 µl 

Toplam:       10 µl 

 

Reaksiyon koşulları 

Denatürasyon: 94 °C   2dk. 

Amplifikasyon: 94 °C   5 sn.  

   58 °C   10 sn.  x40           

   72 °C   15 sn. 

Erime:   72 °C’dan 95 °C’a, her aşamada 1 °C artarak. 

 Elde edilen veriler, Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 yazılımı ile analiz 

edilmiştir. Standart dilüsyonlar (1, 10-1, 10-2 ve 10-3) kullanılarak standart eğri 

oluşturulmuş ve ∆∆Ct yöntemi ile göreceli kantitasyon hesabı yapılmıştır (67). Ayrıca 

amplifikasyonun özgüllüğü erime eğrileri çizilerek ve amplifikasyon ürünleri TAE ile 

hazırlanmış %3’lük agaroz jel elektroforezinde yürütülerek doğrulanmıştır. Hasta ve 

kontrolde TOR1AIP1 transkriptinin göreceli ifadesi, ACTB ifadesine göre normalize 

edilerek hesaplanmıştır. Deney üç kere tekrar edilerek, hasta kası için elde edilen üç 

ayrı TOR1AIP1 göreceli ifade değerlerinin ortalaması alınmıştır.  
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3.2.6. Kontrol ve hasta dokularından protein izolasyonu 

 A ailesinden IV:2 nolu hasta bireyden alınmış kas biyopsi materyalinden 

protein izolasyonu yapılmıştır. Herhangi bir patolojik bulgu göstermeyen (tanı amaçlı 

alınmış olan ancak normal histopatolojik bulgulara sahip) insan kas, karaciğer ve 

böbrek dokuları pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. 

- -80 °C’de saklanan 2-3 mm3 büyüklükteki doku örnekleri sıvı azotta 

çözünmesi engellenerek porselen havanda dövülüp toz haline 

getirilmiştir.  

- Toz halindeki dokular eppendorf tüpüne aktarılıp tartılmış ve yaklaşık 3 

katı kadar Koruyucu Tampon çözeltisi içerisine alınmıştır. 

- Örnekler 3 dk. 100 °C’de kaynar suda bekletilmiştir.  

- Örnekler buz üzerine alınıp sonikatör cihazında 20 sn.’lik sinyaller ile 

ve %50 amplitüdde, homojen olana dek parçalanmıştır.  

-  Parçalanan dokular +4 °C’de 10 dk. 14.000 rpm’de çöktürülmüştür. 

- Çöken hücre artıkları atılarak, proteinlerin bulunduğu üst faz yeni bir tüpe 

aktarılmıştır.  

3.2.7. Protein miktar tayini 

Dokulardan izole edilen proteinlerin miktarları bicinchoninic acid (BCA) 

yöntemi ile BCA Protein Assay kiti kullanılarak tayin edilmiştir.  

 Standart eğri %1 SDS içerisinde BSA sulandırımları halinde hazırlanan 

standartlar kullanılarak çizilmiştir (Tablo 3.4). 

 

Tablo 3.4. BCA protein assay için standart örneklerin sulandırım oranları. 

Standart %1 SDS (µl) BSA (µl)  Son Konsantrasyon (µg/µl) 

Blank 50,0 0 0 

1 47,5 2,5 0,1 

2 45,0 5,0 0,2 

3 40,0 10,0 0,4 

4 30,0 20,0 0,8 

5 20,0 30,0 1,2 
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Dokulardan izole edilen protein örnekleri %1 SDS içerisinde 1:20 oranında 

seyreltilmiştir. Çalışma çözeltisi (Working Reagent) 50A:1B oranında A ve B çözeltileri 

kullanılarak hazırlanmıştır. Her bir örneğe 1 ml çalışma çözeltisi eklenmiş ve 37 °C’ye 

ayarlı etüvde 30 dk. bekletilmiştir. 

NanoDrop ND-1000 cihazında standartlar ölçülerek standart eğri çizilmiş ve 

izole edilen proteinlerin miktarları sulandırım oranı göz önünde bulundurularak tayin 

edilmiştir.  

3.2.8. Western blot çalışması 

SDS poliakrilamid jel elektroforezi  

Proteinler iki katmanlı (resolving ve stacking) jel sisteminde %10 SDS 

poliakrilamid jel elektroforezi ile moleküler ağırlıklarına göre ayrılmıştır.  

%10 SDS Poliakrilamid Jel Resolving Jel     Stacking Jel           Son konsantrasyon 

dH2O:    2 ml        3,4 ml   

%30 Akril/Bisakril karışımı: 1,7 ml      0,83 ml   

Tris 1M pH 8,8:  1,3 ml      0 ml   260 mM 

Tris 1M pH 6,8:  0 ml      0,63 ml  126 mM 

%10 SDS:   0,05 ml     0,05 ml  %1 

%10 APS:   0,05 ml     0,05 ml  %1 

Temed:   0,005 ml     0,005 ml  %0,1 

 

 Dikey elektroforez sisteminin camları 3 kere etanol ile silindikten sonra, 

düzenek hazırlanarak camlar arasına resolving jel dökülmüştür. Stacking jel için 

bırakılan 1 cm boşluğa izopropanol homojen bir şekilde eklenerek jel yüzeyinin düz 

olması sağlanmıştır. Resolving jel polimerize olduktan sonra stacking jel dökülmüş ve 

tarak yerleştirilmiştir. Jel tamamen katılaşınca tarak çıkartılmış ve jel Mini Trans-Blot 

Electrophoretic Transfer Cell (Biorad) tankına yerleştirilmiştir.  

 Her bir protein örneğinden 40 µg kullanılmıştır. Örneklere 1µl İndirgeyici Ajan 

ve 2,5 µl LDS Yükleme tamponu eklenerek, örnekler dH2O ile 10 µl son hacimde 

hazırlanmıştır. 4 dk. 100 °C’lik kaynar suda bekletildikten sonra örnekler buz üstüne 
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alınmıştır.  

 Jelin kuyucukları temizlendikten sonra, moleküler ağırlık belirteci (8µl) ve 

örnekler yüklenmiştir. 80 V’da 10 dk. boyunca örneklerin stacking/resolving jel 

sınırında toplanmaları sağlandıktan sonra örnekler 150 V’da 3 saat boyunca 

ayrıştırılmıştır.  

Yarı-kuru (semi-dry) transfer 

Elektroforez sonrası stacking jel kesilip atılmıştır. Resolving jel ve jel 

boyutlarına göre hazırlanmış 1 adet nitroselüloz membran ve 5 adet Whatmann 

kağıdı transfer tamponu içerisine alınmıştır. 

 Semi-dry blotlama cihazının (Biorad) plakaları distile su ve transfer tamponu 

ile silindikten sonra, hava kabarcığı oluşması engellenerek sırası ile 3 adet 

Whatmann kağıdı, nitroselüloz membran, jel ve 2 adet Whatmann kağıdı 

yerleştirilmiştir. Cihazın üst plakası kapatılarak 17 V’da 1 saat boyunca proteinlerin 

jelden membrana transferi sağlanmıştır.  

 Transfer sonrası membran Ponceau S çözeltisi ile boyanarak proteinlerin 

jelden membrana transfer edilip edilmedikleri kontrol edilmiştir. Ayrıca, jel 

Coomassie Brilliant Blue boyasında 1 saat bekletildikten sonra, bir gece boyu 

Destaining (boya giderici) çözeltisinde bekletilmiş ve iskelet kası örneklerinde 

gözlenen miyozin protein bantı internal eşit yükleme kontrol proteini olarak 

kullanılmıştır. 

 Hibridizasyon 

Membran %0,05 TBS-T içinde %5 süt tozundan oluşan bloklama çözeltisi 

içerisinde çalkalayıcı üzerinde 1 saat oda sıcaklığında bekletilmiştir.  

 Primer antikor rabbit anti-LAP1 (Dr. William T. Dauer, Michigan Üniversitesi, 

ABD) %0,05 TBS-T içinde %5 süt tozundan oluşan sulandırım çözeltisi içerisinde 

1:2500 oranında seyreltilmiş ve membran üstünde 16 saat boyunca +4 °C’de inkübe 

edilmiştir. Membran yıkama tamponu ile 3 kez 10 dk. yıkanmıştır.  

 Sulandırım çözeltisinde 1:3000 oranında sulandırılmış IgG (H+L) horseradish 

peroksidaz (HRP) işaretli goat anti-rabbit sekonder antikoru ile membran çalkalayıcı 



29 
 

üzerinde 1 saat oda sıcaklığında bekletilmiştir. İnkübasyon sonrası yıkama 

tamponunda 3 kez 10 dk. yıkama yapılmış ve bağlanmayan antikorlar membrandan 

uzaklaştırılmıştır. 

 Kontrol karaciğer ve böbrek örnekleri için eşit yükleme proteini olarak beta-

aktin kullanılmıştır. Membran yıkandıktan sonra, 1:25000 oranında seyretilmiş HRP-

işaretli anti-beta aktin antikoru 1 saat oda sıcaklığında bekletilmiştir.  

 Görüntüleme çözeltisi ChemiFast kemilüminesans kitinde bulunan A ve B 

çözeltilerinin 1:1 oranında karışımından hazırlanmıştır. Karanlık ortamda membran 

görüntüleme karışımı ile 5 dk. inkübe edilmiş ve GeneGnome kemilüminesans 

görüntüleme cihazında 10 sn.’lik poz süreleri ile fotoğraflar çekilmiştir.  

3.2.9. İmmünfloresan boyama 

Hasta ve kontrol kas dokularında LAP1B proteini yerleşimi, proteini luminal 

bölgesinden tanıyan rabbit poliklonal anti-TOR1AIP1 (Merck Millipore, 06-1001) 

antikoru kullanılarak aşağıda belirtilen protokol izlenerek immünfloresan boyama 

yöntemi ile incelenmiştir. 

Kontrol ve A ailesinden IV:2 nolu hasta bireye ait lam üzerine alınmış ve -

80 °C’da muhafaza edilen 7 µm’lik iskelet kası kesitleri kullanılmıştır.  

 Dondurucudan çıkarılan kesitler 30 dk. oda sıcaklığında kurutulduktan 

sonra, dokuların etrafı Pappen ile işaretlenmiştir. 

 Dokular 10 dk. oda sıcaklığında %4’lük PFA çözeltisinde bekletilerek 

dokunun lam üzerine fiksasyonu sağlanmıştır. 

 Fiksasyon sonrası PFA uzaklaştırılmış ve dokular 2 kez 5 dk. 1x PBS ile 

yıkanmıştır.  

 Dokular 10 dk. oda sıcaklığında, 1x PBS içerisinde hazırlanmış %0,5 

Triton X-100 permeabilizasyon çözeltisinde bekletilmiştir.  

 Permeabilizasyon çözeltisi uzaklaştırıldıktan sonra, 3 kez 5 dk. 1x PBS 

ile yıkama yapılmıştır. 

 Preparatlar üzerine 1x PBS içinde hazırlanmış %5 BSA (0,1 gr/ml)’dan 

oluşan Bloklama Çözeltisi 1 saat oda sıcaklığında bekletilerek 

uygulanmıştır.  
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 Primer antikor sulandırım çözeltisi (1x PBS içinde hazırlanmış %5 BSA) 

içerisinde 1:400 oranında sulandırılmış ve 1 saat süre ile oda 

sıcaklığında preparatlar üzerinde bekletilmiştir. 

 3 kez 5 dk. 1x PBS ile yıkama yapılmıştır. 

 Sekonder antikor Alexa Fluor 488 Goat anti-rabbit IgG sulandırım 

çözeltisi (1x PBS içinde hazırlanmış %5 BSA) içerisinde 1:500 oranında 

sulandırılıp 1 saat süre ile oda sıcaklığında kesitler üzerinde 

bekletilmiştir. 

 3 kez 5 dk. 1x PBS ile yıkama yapılmıştır. 

 Çekirdek boyaması 1x PBS ile 1:1000 oranında seyreltilmiş DAPI 

çözeltisi kesitler üzerinde 1 dk. oda sıcaklığında bekletilerek 

yapılmıştır. 

 Dokular 1x PBS ile 1 kere 5 dk. yıkanmıştır. 

 Kesitlerin üzerine Prolong Gold Antifade çözeltisi damlatılarak lamel 

kapatılmış ve ışık görmeyecek şekilde +4 °C’de saklanmıştır. 

Preparatlar Leica DFC 320 floresan mikroskopta uygun filtreler kullanılarak 

görüntülenmiş ve fotoğraflar Leica Application Suite yazılımı kullanılarak çekilmiştir.  

 3.2.10. Eş immünfloresan boyama 

Hasta ve kontrol kas dokularında LAP1B proteini yerleşimi ile birlikte iskelet 

kası hücrelerinin membranlarının boyanması amacı ile laminin alfa-2 proteini 

boyanmıştır. Bu amaçla anti-TOR1AIP1 (Merck Millipore) ve anti-laminin alfa-2 

(Chemicon) antikorları kullanılarak aşağıda belirtilen protokol izlenerek eş 

immünfloresan boyama uygulanmıştır. 

Lam üzerine alınmış ve -80 °C’de saklanan kontrol ve IV:2 nolu hasta bireye 

ait 7 µm’lik iskelet kası kesitleri kullanılmıştır.  

 Kesitler 30 dk. oda sıcaklığında kurutulmuş ve dokuların etrafı Pappen 

ile işaretlenmiştir. 

 Dokular 10 dk. oda sıcaklığında %4’lük PFA çözeltisinde fikse 

edilmiştir.  

 PFA uzaklaştırıldıktan sonra dokular 2 kez 5 dk. 1x PBS ile yıkanmıştır.  
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 Dokular 10 dk. oda sıcaklığında, 1x PBS içerisinde hazırlanmış %0,5 

Triton X-100 permeabilizasyon çözeltisinde bekletilmiştir.  

 Permeabilizasyon çözeltisi uzaklaştırıldıktan sonra, 3 kez 5 dk. 1x PBS 

ile yıkama yapılmıştır. 

 Preparatlar üzerine 1x PBS içinde hazırlanmış %5 BSA (0,1 gr/ml)’dan 

oluşan Bloklama Çözeltisi 1 saat oda sıcaklığında bekletilerek 

uygulanmıştır.  

 Birinci primer antikor olarak kullanılan anti-TOR1AIP1 antikoru, 

sulandırım çözeltisi (1x PBS içinde hazırlanmış %5 BSA) içerisinde 

1:400 oranında sulandırılmış ve 1 saat süre ile oda sıcaklığında 

preparatlar üzerinde bekletilmiştir. 

 3 kez 5 dk. 1x PBS ile yıkama yapılmıştır. 

 Sekonder antikor Alexa Fluor 488 Goat anti-rabbit IgG sulandırım 

çözeltisi (1x PBS içinde hazırlanmış %5 BSA) içerisinde 1:500 oranında 

sulandırılıp 1 saat süre ile oda sıcaklığında kesitler üzerinde 

bekletilmiştir. 

 3 kez 5 dk. 1x PBS ile yıkama yapılmıştır. 

 İkinci primer antikor olarak kullanılan anti-laminin alfa-2 antikoru, 

sulandırım çözeltisi (1x PBS içinde hazırlanmış %5 BSA) içerisinde 

1:2000 oranında sulandırılmış ve 1 saat süre ile oda sıcaklığında 

preparatlar üzerinde bekletilmiştir 

 3 kez 5 dk. 1x PBS ile yıkama yapılmıştır. 

 Sekonder antikor Alexa Fluor 488 Goat anti-mouse IgG sulandırım 

çözeltisi (1x PBS içinde hazırlanmış %5 BSA) içerisinde 1:500 oranında 

sulandırılıp 1 saat süre ile oda sıcaklığında kesitler üzerinde 

bekletilmiştir. 

 3 kez 5 dk. 1x PBS ile yıkama yapılmıştır. 

 Çekirdek boyaması 1x PBS ile 1:1000 oranında seyreltilmiş DAPI 

çözeltisinin kesitler üzerinde 1 dk. oda sıcaklığında bekletilerek 

yapılmıştır. 
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 Dokular 1x PBS ile 1 kere 5 dk. yıkanmıştır. 

 Kesitlerin üzerine Prolong Gold Antifade çözeltisi damlatılarak lamel 

kapatılmış ve ışık görmeyecek şekilde +4 °C’da saklanmıştır. 

Preparatlar Leica DMIL floresan mikroskopta uygun filtreler kullanılarak 

görüntülenmiş ve fotoğraflar Leica Application Suite yazılımı kullanılarak çekilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Homozigotluk Haritalaması Sonuçları 

 250K NspI SNP genotipleme çalışma sonucunda, çiplerdeki genotip verilerinin 

güvenilirliğini belirten SNP genotipleme oranı (call rate) ortalama % 95,11 olarak 

hesaplanmıştır (Tablo 4.1). 

 

Tablo 4.1. 250K NspI SNP genotipleme oranları. 

Aile  Birey SNP genotipleme oranı (%) 

A III:1 95,68 

A III:2 93,04 

A IV:2 94,52 

A IV:5 93,25 

A IV:7 94,34 

B III:1 94,57 

B III:2 95,55 

B IV:2 94,07 

B IV:3 96,83 

B IV:4 92,66 

C III:1 95,71 

C III:2 95,23 

C IV:1 96,18 

C IV:3 94,92 

D III:1 96,43 

D III:2 96,23 

D IV:1 96,28 

D IV:2 96,57 

 

 Homozigotluk haritalaması: A ailesi 

 A ailesinde (Şekil 1.1A) IV:5 nolu hasta birey referans birey olarak seçilmiştir. 

Buna göre, diğer iki hasta bireyin (IV:2 ve IV:7) haplotipleri oluşturulmuştur. Ayrıca 

IV:2 ve IV:5 nolu hasta bireylerin anne ve babasına (III:1 ve III:2) ait genotipleme 

bilgileri de kullanılarak tüm kromozomlar homozigotluk açısından incelenmiştir. Üç 

hasta bireyde ortak bir şekilde homozigotluğun bozulmadığı ve anne-babanın 
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heterozigot olduğu bir tek anlamlı bölge tespit edilmiştir. 1q25.2 kromozom 

bölgesinde yer alan 3,6 Mb uzunluğundaki bu haplotip, SNP_A-2179216 ve SNP_A-

4230029 genetik belirteçleri arasında toplam 117 SNP genetik belirtecini 

kapsamaktadır (Şekil 4.1).  

 

 

Şekil 4.1. A ailesi için yapılan genom boyu homozigotluk haritalaması sonucu 1q25.2 

kromozom bölgesinde tespit edilen homozigot haplotip. Üç hasta bireyde (IV:5, IV:2 

ve IV:7) ortak bir homozigot haplotip (çerçeve içerisinde) gözlenirken, baba (III:2) ve 

annede (III:1) bu bölgede yer alan SNP’lerin heterozigot (turuncu) olduğu 

görülmektedir. (Krom.: kromozom numarası). 

  

 Homozigotluk haritalaması: B ailesi 

 B ailesinde (Şekil 1.1B) yapılan homozigotluk haritalaması için, IV:4 nolu 

hasta birey referans birey olarak kullanılarak hasta kardeşin (IV:3), sağlıklı kardeşin 

(IV:2) ve anne-babanın (III:1 ve III:2) genom boyu haplotipleri oluşturulmuştur. İki 

hasta bireyde ortak olan en uzun homozigot haplotip toplam 26 Mb uzunluğundadır 

ve 4. kromozomda 4p13 ile 4q13.2 bölgeleri arasında yer almaktadır (Şekil 4.2). 
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Şekil 4.2. B ailesi için yapılan genom boyu homozigotluk haritalaması sonucu 4p13 

ile 4q13.2 arasında tespit edilen 26Mb uzunluğundaki homozigot haplotip. IV:4 ve 

IV:3 nolu hasta bireylerde ortak homozigot haplotip (mavi) gözlenmektedir. Bu 

bölgedeki SNP’lerin baba (III:1), anne (III:2) ve sağlıklı kardeşte (IV:2) heterozigot 

(turuncu) olduğu görülmektedir.  
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 Homozigotluk haritalaması: C ve D aileleri  

 C ve D ailelerinde (Şekil 1.1C, 1.1D) yapılan homozigotluk haritalaması 

sonucunda, ailelerde sadece birer hasta birey olması nedeni ile, birden fazla geniş 

homozigot haplotip tespit edilmiştir: C ailesinde 3, D ailesinde 10 geniş homozigot 

haplotip gözlenmiştir. Tespit edilen homozigot haplotiplerin genişliği (10 Mb ve üstü) 

tabloda gösterilmiştir (Tablo 4.2).  

 

Tablo 4.2. C ve D ailelerinde homozigotluk haritalaması sonucunda farklı 

kromozomlarda tespit edilen homozigot haplotipler. 

Kromozom C ailesi D ailesi 

2  17,0 Mb 

3  10,9 Mb 
24,0 Mb 

4  59,0 Mb 

5 20,7 Mb 11,9 Mb 

6 23,4 Mb  

7  20,3 Mb 
27,1 Mb 

10  12,9 Mb 

14  14,9 Mb 

17  31,7 Mb 

18 28,0 Mb  

 Tüm aileler kendi içlerinde ayrı ayrı homozigotluk haritalaması ile analiz 

edildikten sonra, ailelerdeki hasta bireyler birleştirilerek tekrar homozigotluk 

haritalaması çalışması yapılmıştır. Bu şekilde, hastalıktan sorumlu lokusun birden 

fazla ailede ortak olma olasılığı durumunda sorumlu kromozom aralığının 

daraltılması olasılığı düşünülmüştür. İlk olarak, C ve D ailelerinde tek bir aday 

kromozom aralığının bulunmaması sebebi ile, bu ailelerdeki hasta bireyler, ayrı ayrı A 

ve B aileleri ile birleştirilerek homozigotluk haritalaması çalışmasına alınmıştır. 

Ayrıca, dört ailedeki tüm hastalar tek bir analizde birleştirilerek de incelenmiştir. 

Sonuç olarak, aileler arasında herhangi bir ortak homozigot haplotip tespit 

edilmemiştir.  
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4.2. Aday Genlerin Araştırılması 

 Aday gen araştırması: A ailesi 

 A ailesinde tespit edilen homozigot haplotipin kapsadığı bölge, NCBI-Map 

Viewer (Sürüm 104) ve Ensembl Genome Browser (Sürüm 73.37) araçlarında hg19 

referans olarak kullanılarak incelenmiştir. 1q25.2 kromozom bölgesinin 177.427.005 

ile 181.026.558 baz çiftleri arasında toplam 22 protein kodlayan genin bulunduğu 

belirlenmiştir (Tablo 4.3). 

Tablo 4.3. 1q25.2 kromozom bölgesinin 177.427.005 ile 181.026.558 baz çiftleri 

arasında yer alan genler.  

SEC16B SEC16 homolog B  

RASAL2 RAS protein activator like 2 

TEX35 testis expressed 35 

RALGPS2 Ral GEF with PH domain and SH3 binding motif 2 

ANGPTL1 angiopoietin-like 1 

FAM20B family with sequence similarity 20, member B 

TOR3A torsin family 3, member A 

ABL2 v-abl Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 2 

SOAT1 sterol O-acyltransferase 1 

AXDND1 axonemal dynein light chain domain containing 1 

NPHS2 nephrosis 2, idiopathic, steroid-resistant (podocin) 

TDRD5 tudor domain containing 5 

FAM163A family with sequence similarity 163, member A 

TOR1AIP2 torsin A-interacting protein 2 

TOR1AIP1 torsin A-interacting protein 1 

CEP350 centrosomal protein 350 kDa 

QSOX1 quiescin Q6 sulfhydryl oxidase 1 

LHX4 
 
LIM homeobox 4 

  

  

  
 

ACBD6 acyl-CoA binding domain containing 6 

XPR1 Xenotropic and polytropic retrovirus receptor 

STX6 syntaxin 6 

MR1 major histocompatibility complex, class I-related 
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 Homozigot haplotipte yer alan genler ifade, işlev ve bilinen hastalıklar ile 

ilişkileri açısından çeşitli veri bankaları ve literatür bilgileri kullanılarak incelendikten 

sonra, TOR1AIP1 (torsin A-interacting protein 1 [MIM 614512]) geni LGMD2 

fenotipinden sorumlu güçlü bir aday olarak seçilmiştir.  

 TOR1AIP1 gen ürünü, ilk defa sıçan karaciğer dokusunda çekirdek 

membranına özgül üç izoform halinde ‘’lamina-ilişkili polipeptid 1’’ (LAP1A, LAP1B ve 

LAP1C) isimli proteinler olarak tanımlanmıştır (68). İnsanda, LAP1 genine benzer 

dizilerin araştırılması sonucunda insan LAP1 geni tanımlanmış ve sıçan LAP1B 

izoformuna benzerliğinden dolayı, LAP1B olarak adlandırılmıştır (69). LAP1B proteini 

584 amino asit uzunluğundadır ve üç domainden oluşmaktadır: nükleoplazmik, 

transmembran ve lumenal domainler (Şekil 4.3) (69). İç çekirdek membranında yer 

alan tip-2 integral membran proteini olan LAP1, nükleoplazmik domaini (1-339. 

amino asitler) ile A ve B laminlere,  lumenal domaini  (361-584. amino asitler) ile 

torsin A proteini ile etkileşime girmektedir (68-71).  

 

Şekil 4.3. LAP1B proteininin yapısı ve yerleşimi. LAP1B transmembran domaini (340-

360. amino asitler) sayesinde çekirdek iç zarında yerleşim göstermektedir.  

Son yıllarda LAP1 proteininin lumenal domaini aracılığı ile nörolojik bir 

hastalık olan DYT1 distonisinden sorumlu torsin A proteini ile etkileşimde olduğunun 

tespit edilmesi, LAP1’in torsin A-etkileşimli protein 1 (TOR1AIP1) olarak 

adlandırılmasına neden olmuştur (72, 73). Torsin A ile etkileşime giren bir diğer 

protein, TOR1AIP2 (torsin A-interacting protein 2) tarafından kodlanan LULL1 

(luminal domain like LAP1) proteinidir (72, 73). Genomda ardarda yerleşim gösteren 
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TOR1AIP1 ve TOR1AIP2 genlerinin duplikasyon yolu ile meydana geldikleri 

düşünülmektedir (72). Nitekim, LAP1 ve LULL1 proteinlerinin, torsin A ile etkileşimi 

sağlayan lumenal bölgeleri %60 oranında homoloji göstermektedir (72). Ancak, 

transmembran bölgelerinin farklı olması, LAP1’in çekirdek iç zarında, LULL1’in ise 

ER’de yerleşim göstermesini sağlamaktadır. TOR1AIP1 geninin aralarında iskelet kası 

da olmak üzere birçok dokuda ifadesi bulunmaktadır (72, 74).  

 

 Çekirdek zarf yapısında yer alan lamin A/C, lamin B, lamin B reseptörü, 

emerin, nesprin-1, nesprin-2 ve timopoetin gibi çeşitli proteinleri kodlayan 

genlerdeki mutasyonların çekirdek zarfı bozukluklarına neden olduğu bilinmektedir 

(75-77). Laminopatiler veya çekirdek zarfı hastalıkları (nuclear envelopathies) olarak 

adlandırılan bu hastalık grubu, kas distrofisi, kardiyomiyopati, lipodistrofi, 

mandibuloakral displazi, nöropati, progeria, restriktif dermopati, artrogripozis, 

Pelger-Huet anomalisi, lökodistrofi gibi farklı klinik sendromları barındırmaktadır. 

Mutant oldukları durumda kas distrofisi fenotipine neden olan çekirdek zarfı 

proteinlerini kodlayan genler ve neden olduğu kas distrofileri aşağıda yer alan 

tabloda belirtilmiştir (Tablo 4.4). 

 

Tablo 4.4. Çekirdek zarfı proteinlerini kodlayan genler, gen ürünleri ve mutant 

olmaları durumunda neden oldukları kas distrofisi fenotipleri.  

Gen Protein Fenotip Referans 

LMNA  Lamin A/C 

Emery-Dreifuss kas distrofisi, 2, AD 78 

Emery-Dreifuss kas distrofisi, 3, AR 79 

Dilate kardiyomiyopati, 1A 80 

Limb-girdle kas distrofisi, 1B 81 

Konjenital kas distrofisi 82 

EMD Emerin Emery-Dreifuss kas distrofisi 1, X’e bağlı 83 

SYNE1 Nesprin-1 Emery-Dreifuss kas distrofisi, 4, AD 76 

SYNE2 Nesprin-2 Emery-Dreifuss kas distrofisi, 5, AD 76 

TMPO (LAP2) Timopoietin Dilate kardiyomiyopati, 1T 77 
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Yukarıda bahsedilen tüm literatür bulgularına, A ailesindeki hastaların bazı 

klinik bulgularının (Bkz. Tartışma sayfa 55) Emery-Dreifuss kas distrofisi fenotipi ile 

benzerlikler taşımasının da eklenmesi ile, TOR1AIP1 mutant olması durumunda 

çekirdek zarfı hastalığına neden olan yeni bir gen olarak düşünülmüş ve DNA dizi 

analizine alınmıştır.  

Aday gen araştırması: B ailesi 

 B ailesinde 4. kromozomda 4p13 ile 4q13.2 bölgeleri arasında tespit edilen 

homozigot haplotipin kapsadığı bölgede yer alan genler NCBI-Map Viewer (Sürüm 

104) ve Ensembl Genome Browser (Sürüm 73.37) veri tabanları kullanılarak 

incelenmiştir. Yaklaşık 43.884.368 bç ile 70.325.709 bç arasındaki bölgede 100’den 

fazla protein kodlayan gen tespit edilmiştir. Bu genler arasında LGMD2E fenotipinden 

sorumlu SGCB geni bulunmaktadır. SGCB, bu ailede  DNA dizi analizi ile incelenmiş ve 

gende patojenik bir varyasyon tespit edilmemiştir. 

Veri tabanı ve literatür incelemesinden sonra, aday genler arasından HOPX 

geni (MIM 607275) LGMD2 fenotipinden sorumlu olabilecek bir aday gen olarak 

seçilmiştir. HOPX geninin aday olarak seçilmesinin sebebi, Hop Homeobox (HOPX) 

proteininin EPC1 proteini ile etkileşime girerek, iskelet kası farklılaşmasında rol 

oynaması ve HOPX-null fare modelinde miyoblast farklılaşma sürecinin etkilenmesi 

olmuştur (84).  

 HOPX proteininin 4 izoformuna özgül kodlanan eksonlar DNA dizi analizi ile 

incelenmiştir. İncelenen B ailesinin hasta bireylerinde, HOPX geni dizisinde patojenik 

nitelikte herhangi bir varyasyon tespit edilmemiştir.  

 

4.3. A Ailesinde Aday Gen TOR1AIP1 İçin Yapılan DNA Dizi Analizi Çalışması 

 Aday gen olarak seçilen TOR1AIP1’e ait 10 kodlanan ekson PZR ile 

çoğaltılmıştır. PZR ürünleri saflaştırıldıktan sonra, saflaştırılan örneklerin 

konsantrasyonu ve saflığı nanospektrofotometrik ölçümler ile belirlenmiştir (Tablo 

4.5). Ayrıca amplifikasyon ürünlerinin özgüllüğü agaroz jel elektroforezi ile 

doğrulanmıştır (Şekil 4.4). 
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   Ekson: 

Tablo 4.5. Saflaştırılmış TOR1AIP1 PZR ürünlerinin nanospektrofotometrik ölçüm 

değerleri.    

Ekson Konsantrasyon 
Değeri (ng/µl) 

260/280 Absorbans 
Değeri (OD) 

1a 41.6 1.86 

1b 26.4 1.82 

2 46.2 1.82 

3 38.5 1.87 

4 34.5 1.76 

5 46.8 1.90 

6 35.9 1.82 

7 26.6 1.87 

8 43.1 1.83 

9 43.4 1.81 

10a 33.1 1.88 

10b 43.4 1.81 

10c 45.8 1.78 

10d 27.9 1.79 

 

  

Şekil 4.4. Saflaştırılan PZR ürünlerinin  %3’lük agaroz jel elektroforezi sonucunda 

elde edilen jel görüntüsü. M: 100 bç moleküler ağırlık belirteci. 

 

Aday gen TOR1AIP1’e (NM_015602.3) ait 10 kodlanan ekson ve ekson-intron 

sınırları için yapılan DNA dizi analizi sonuçları incelenmiştir. İncelenen hasta 

bireylerde, TOR1AIP1’in 1. eksonunda 186. pozisyondaki guaninin delesyona 

uğradığı tespit edilmiştir (Şekil 4.5A, B, C).  
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Şekil 4.5. TOR1AIP1 ekson 1 bölgesinin  A ailesinin hasta bireylerine ait 

kromatogram görüntüleri: A. IV:2 nolu hasta birey. B. IV:5 nolu hasta birey. C. IV:7 

nolu hasta birey. 

 

 

A. Hasta IV:5 

B. Hasta IV:2  

C. Hasta IV:7 
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B. Taşıyıcı III:1 

A ailesindeki sağlıklı bireylerin TOR1AIP1 geninde c.186delG mutasyonunu 

taşıyıp taşımadıkları DNA dizi analizi ile incelenmiştir. Ailedeki sağlıklı ebeveynler 

(II:4, III:1, III:2, III:3 ve III:4) ve kardeşlerde (IV:1, IV:3 ve IV:4) heterozigot c.186delG 

mutasyonu saptanmıştır ve taşıyıcı oldukları belirlenmiştir (Şekil 4.6A-H).  

 

 
 

 
 
 

 

Şekil 4.6. TOR1AIP1 c.186delG mutasyonunu heterozigot formda taşıyan A ailesinin 

bireylerine ait kromatogram görüntüleri: A II:4 nolu birey. B. III:1 nolu birey. C. III:2 

nolu birey. 

 

A. Taşıyıcı II:4 

C. Taşıyıcı III:2 

Yabanıl alel 

Mutant alel 
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Şekil 4.6. (Devam). TOR1AIP1 c.186delG mutasyonunu heterozigot formda taşıyan A 

ailesinin bireylerine ait kromatogram görüntüleri: D. III:3 nolu birey. E. III:4 nolu 

birey. F. IV:1 nolu birey. 

 
 
 
 

E. Taşıyıcı III:4 

F. Taşıyıcı IV:1 
 

D. Taşıyıcı III:3 
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Şekil 4.6. (Devam). TOR1AIP1 c.186delG mutasyonunu heterozigot formda taşıyan A 

ailesinin bireylerine ait kromatogram görüntüleri: G. IV:3 nolu birey. H. IV:4 nolu 

birey. 

 

 A ailesinde DNA dizi analizine alınan sağlıklı bireylerin taşıyıcı olduğu 

saptanmıştır: c.186 pozisyonunda normal alelde G bulunurken, mutant alelde G 

delesyonu gözlenmiştir. Taşıyıcı bireylerde, delesyon öncesi DNA dizisinde homozigot 

bölgedeki nükleotidler tek pik olarak gözlenmektedir. Ancak G delesyonundan sonra, 

mutant alel dizisi bir nükleotid kısaldığı için, okuma çerçevesinde bir kayma söz 

konusu olmaktadır ve aynı pozisyonda iki farklı nükleotit üst üste çakışarak 

heterozigotluk oluşmaktadır. 

 Mutasyonun aile içindeki segregasyonu aile ağacı üzerinde gösterilmiştir 

(Şekil 4.7). 

 

G. Taşıyıcı IV:3 

H. Taşıyıcı IV:4 
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Şekil 4.7. LGMD2 tanısı alan A ailesinde TOR1AIP1 c.186delG mutasyonunun aile içi 

segregasyonu. n: normal alel, m: mutant alel. 

 

 A ailesinde TOR1AIP1 geninde saptanan c.186delG varyasyonu dbSNP ve 

Ensembl veri tabanları ile 1000 Genomes ve HapMap proje verilerinde 

gözlenmemiştir.  

4.4. Sağlıklı Türk Toplumu Taraması 

 50 sağlıklı birey2 (100 alel) DNA dizi analizi ile A ailesinde tespit edilen 

TOR1AIP1 c.186delG mutasyonu açısından taranmış ve hiçbir bireyde bu varyasyon 

saptanmamıştır (Şekil 4.8). Buna ek olarak, LGMD2 tanısı alan, birbiri ile akrabalık 

ilişkisi olmayan 80 hastada c.186delG mutasyonu taranmıştır ve bu hastalarda 

mutasyon tespit edilmemiştir.  

 

                                                 
2
 Sağlıklı birey toplumu DMD, Spinal Müsküler Atrofi ve Ailevi Akdeniz Ateşi hastalarının aralarında 

akrabalık ilişkisi olmayan sağlıklı ebeveynlerinden oluşturulmuştur. 
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Şekil 4.8. TOR1AIP1 ekson 1 bölgesinin sağlıklı bireye ait kromatogram görüntüsü. 

TOR1AIP1 geninde 186. pozisyondaki G işaretlenmiştir. 

 

4.5. TOR1AIP1 İfadesinin Kantitatif Gerçek Zamanlı PZR ile Analiz Edilmesi 

 A ailesinden IV:2 nolu hasta birey ve kontrol kas dokularında TOR1AIP1 

mRNA ifade düzeyi kantitatif gerçek zamanlı PZR yöntemi ile tespit edilmiştir. 

Çalışmada TOR1AIP1 transkriptinin göreceli ifadesi, ACTB ifadesine göre normalize 

edilmiştir (Şekil 4.9 ve Şekil 4.10). Deney üç kere tekrar edildikten sonra, her bir 

deneyde hesaplanan hasta kas dokusundaki TOR1AIP1 transkriptinin göreceli 

ifadelerinin ortalaması alınmıştır. Buna göre, kontrol kas dokusuna oranla, IV:2 nolu 

hasta kas dokusunda TOR1AIP1 mRNA göreceli konsantrasyon değerinin 1’e karşı 

0,17 olduğu hesaplanmıştır. Bu sonuç, hasta kas dokusunda TOR1AIP1 mRNA 

düzeyinin 5,88 kat azalmış olduğunu göstermektedir (Şekil 4.11).  

 

 

 

 

 



48 
 

  

  

 

 

Şekil 4.9. Kontrol (kırmızı) ve hasta (yeşil) kas dokusunda ACTB mRNA ifade 

düzeyinin analizi: A) ACTB amplifikasyon eğrisi. B) ACTB erime eğrisi. C) ACTB 

standart eğri. D) ACTB transkriptine özgül amplifikasyon ürünü (164 bç) %3’lük 

agaroz jelde incelenmiştir. K: Standart kontrol örneği, K-1: 10-1 standart dilüsyon, K-

2: 10-2 standart dilüsyon, K-3: 10-3 standart dilüsyon, H: Hasta örneği, (-): Negatif 

Kontrol. M: 100 bç moleküler ağırlık belirteci. 

A. 

B. 

C. 

D. 
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Şekil 4.10. Kontrol (kırmızı) ve hasta (yeşil) kas dokusunda TOR1AIP1 mRNA ifade 

düzeyinin analizi: A) TOR1AIP1 amplifikasyon eğrisi. B) TOR1AIP1 erime eğrisi. C) 

TOR1AIP1 standart eğri. D) TOR1AIP1 transkriptine özgül amplifikasyon ürünü (190 

bç) %3’lük agaroz jelde incelenmiştir. K: Standart kontrol örneği, K-1: 10-1 standart 

dilüsyon, K-2: 10-2 standart dilüsyon, K-3: 10-3 standart dilüsyon, H: Hasta örneği, (-): 

Negatif kontrol. M: 100 bç moleküler ağırlık belirteci. 

A. 

B. 

C. 

D. 
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Şekil 4.11. Kantitatif gerçek-zamanlı PZR çalışması sonucunda hesaplanan TOR1AIP1 

transkriptinin göreceli konsantrasyonu. Hasta kas dokusunda TOR1AIP1 mRNA 

göreceli ifade düzeyi kontrol kasa göre 5,88 kat azalmıştır. 

 

4.6. TOR1AIP1 Tarafından Kodlanan LAP1B Proteini İfadesinin Western Blot ile 

İncelenmesi 

  Anti-LAP1 antikoru kullanılarak yapılan western blot çalışması sonucunda, 

örneklerde iki bant gözlenmiştir (Şekil 4.12). Kontrol iskelet kası, karaciğer ve böbrek 

dokularında gözlenen LAP1B proteinine karşılık gelen 66,3 kDa büyüklükteki bantın 

hasta iskelet kasında olmadığı tespit edilmiştir. Ek olarak, moleküler ağırlığı yaklaşık 

50 kDa olan ikinci bir bant örneklerin tümünde gözlenirken, bu bantın hasta iskelet 

kasında kontrol kasa oranla daha yüksek oranda ifade edildiği görülmektedir (Şekil 

4.12, *).  
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Şekil 4.12. Anti-LAP1 antikoru ile yapılan western blot çalışması sonucu (poz süresi: 

10sn.). Kontrol örneklerde tespit edilen 66,3 kDa büyüklükteki LAP1B bantı, hasta 

kas örneğinde gözlenmemiştir. Tüm örneklerde tespit edilen 50 kDa civarındaki ikinci 

bir bantın, kontrol kasa oranla hasta kasında daha yüksek ifade edildiği 

görülmektedir (*). Miyozin bantı kas örnekleri için eşit yükleme kontrolü olarak 

kullanılmıştır. Karaciğer ve böbrek örnekleri için eşit yükleme kontrolü olarak beta-

aktin proteini kullanılmıştır (poz süresi: 10 sn.). 

 

4.7. LAP1B Yerleşiminin İmmünfloresan Boyama ile İncelenmesi 

 Hasta ve kontrol kas dokusundaki LAP1B yerleşimi, proteinin lumenal 

bölgesine karşılık gelen anti-TOR1AIP1  antikoru kullanılarak immünfloresan boyama 

tekniği ile tespit edilmiştir. 

 Yapılan çalışmada kontrol kas dokusunda tüm çekirdeklerde LAP1B 

boyanması saptanırken, hasta kas dokusunda çekirdeklerin büyük çoğunluğunda 

boyanma gözlenmemiştir (Şekil 4.13), sadece çok az sayıda çekirdek LAP1B ile pozitif 

boyanma göstermiştir.  
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Şekil 4.13. LAP1B proteininin kontrol ve hasta IV:2 iskelet kası immünfloresan 

boyama görüntüleri. LAP1B boyaması (solda) ile DNA’yı boyayan DAPI boyaması 

(sağda) karşılaştırıldığında, kontrol kasta tüm çekirdeklerde LAP1B’nin  pozitif 

boyandığı gözlenmektedir (orjinal büyütme 40X). Hasta dokusunda, LAP1B 

boyamasında çekirdeklerin büyük çoğunluğunun boyanmadığı görülmektedir (orjinal 

büyütme 100X).  

 

Boyanan çekirdeklerin kas dokusunda yer alan hangi hücrelere ait olduklarını 

anlamak amacı ile, kontrol ve IV:2 nolu hasta kas dokularında LAP1B ve laminin alfa-
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2 proteinlerinin eş immünfloresan boyaması yapılmıştır. Laminin alfa-2 proteininin 

iskelet kası hücrelerinin bazal membranında yerleşim gösteren bir protein olması, 

kas liflerinin membran çevrelerini görüntülemeyi sağlamıştır. Bu boyama, hasta kas 

dokusunda LAP1B’nin pozitif boyandığı çekirdeklerin kas hücrelerine değil, 

endomizyal hücrelere ait olduklarını göstermiştir (Şekil 4.14).  

 

 

Şekil 4.14. LAP1B (yeşil) ve laminin alfa-2 (kırmızı) eş boyama görüntüleri (orjinal 

büyütme 100X). Hasta IV:2 kas dokusunda LAP1B pozitif boyanan çekirdeklerin (ok 

işaretleri) kas hücrelerine ait olmadıkları gözlenmektedir. 
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5. TARTIŞMA 

 Gerçekleştirilen yüksek lisans tez çalışması sonucunda, mutant olması 

durumunda kas distrofisi fenotipine neden olan yeni bir gen tespit edilmiştir. Dört 

ailede yapılan homozigotluk haritalaması çalışmaları sonucunda, iki ailede kritik 

aday kromozom bölgesi tespit edilmiş ve birer gen DNA dizi analizi ile incelenmiştir. 

Bir ailede TOR1AIP1 geninde tespit edilen homozigot c.186delG mutasyonunun 

mRNA ve protein üzerindeki etkisi, histolojik ve moleküler düzeyde gerçekleştirilen 

analizler ile ortaya konulmuştur.  

 Tez çalışması kapsamında homozigotluk haritalaması yöntemi uygulanarak 

dört LGMD2 ailesinde hastalıktan sorumlu aday kromozom bölgeleri araştırılmıştır. 

Bu dört ailede önceki yıllarda 50K XbaI çipleri (Affymetrix) ile SNP genotipleme 

çalışması yapılmış fakat çok sayıda geniş homozigot haplotipin tespit edilmesinden 

dolayı, hastalıktan sorumlu aday bir bölge seçilememiştir (yayınlanmamış veri). Bu 

durum, çalışma esnasında ailelerde hasta birey sayısının bir ile sınırlı olmasından  

kaynaklandığı gibi, aranan sorumlu lokusun 50K SNP çipleri ile yeterince 

kapsanmamış olması ile de ilgilidir. Bu nedenle bu aileler 50K çiplerine oranla daha 

çok sayıda SNP genetik belirtecini içeren ve daha kapsamlı bir genotipleme sağlayan 

250K NspI SNP çipleri kullanılarak genotipleme çalışmasına alınmıştır (85). 

 A ailesinde tek bir hasta ile 50K SNP çipleri kullanılarak yapılan homozigotluk 

haritalaması toplam 11 homozigot haplotipi ortaya çıkarmıştır. Aileye iki hasta 

bireyin eklenmesi ve 250K çiplerinin kullanılması ile ortak homozigot haplotip sayısı 

bire inmiştir. B ailesinde, aileye bir hasta bireyin eklenmesi ve 250K çiplerinin 

kullanılmasıyla, 50K çipleri ile tespit edilen homozigot haplotip sayısı 13’ten bire 

inmiştir. Hasta birey sayısının artması ile akraba evliliğinin meydana getirdiği rastgele 

homozigotluklar elenerek, hastalıktan sorumlu ortak homozigot bölge öne 

çıkarılmıştır. Fakat C ve D ailelerinde 50K ve 250K çalışmalarının her ikisinde de tek 

bir hasta bireyin bulunması, 250K çipleri ile genomun daha kapsayıcı bir şekilde 

genotiplenmiş olmasına rağmen, homozigot haplotiplerin daraltılması için yeterli 

olmamıştır.  
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Günümüzde çekirdek ailelerde tek hasta bireyin getirdiği kısıtlılığın eksom 

dizileme yöntemi ile aşılabilmesi hedeflenmektedir (55). Eksom dizilemeden elde 

edilen büyük miktardaki genotip verisi, homozigotluk haritalaması sonuçları 

doğrultusunda değerlendirilip hastalıktan sorumlu varyasyon sayısı en aza 

indirgenebilmektedir. Nitekim, akraba evliliğinin olduğu ve bir tek hasta bireyin 

bulunduğu bir ailede, Özgül ve diğ. (55), retinitis pigmentosa hastalığına neden olan 

yeni bir gen saptamışlardır. Eksom dizileme sonucunda tespit edilen 38 farklı gendeki 

toplam 52 homozigot varyant arasından, homozigotluk haritalaması ile belirlenen 

dokuz homozigot haplotipin içerisinde yer alanlara öncelik verilerek, aday gen sayısı 

ikiye indirgenebilmiştir. Bu tez çalışmasında yapılan homozigotluk haritalaması 

sonucunda, B ailesinde homozigot haplotipin geniş olması ve 100’den fazla sayıda 

gen içermesi ve C ile D ailelerinde birden fazla geniş haplotipin olması, bu ailelerde 

hastalıktan sorumlu mutant genlerin, ileride yapılacak eksom dizileme yaklaşımı ile 

bulunmasını gerektirmiştir.  

Tez çalışmasında, A ailesinde 1q25 kromozom bölgesinde bulunan homozigot 

haplotipin aday genler açısından incelenmesinin ardından, TOR1AIP1 (torsin A-

interacting protein 1) öncelikli aday gen olarak seçilmiştir. Bu genin aday olarak 

seçilmesinin temel nedeni, kodladığı LAP1B (lamina-associated polypeptide 1B) 

proteininin çekirdek iç membranında yerleşik ve nükleer laminaya bağlanan bir 

integral membran proteini olmasıdır (68-71). Benzer yerleşim gösteren lamin A/C, 

emerin, nesprin-1, nesprin-2 ve timopoetin proteinlerini kodlayan genlerdeki 

mutasyonların çeşitli kas distrofisi fenotiplerine neden olduğu bilinmektedir (76-83). 

Buna ek olarak, hastalarda gözlenen distal tutulum, kontraktürler ve kardiyomiyopati 

gibi bazı klinik bulguların, çekirdek zarfı hastalıkları arasına giren Emery-Dreifuss kas 

distrofisi (EDMD) fenotipi ile benzerlikler taşıması, TOR1AIP1’in yeni bir çekirdek 

zarfı hastalığı geni olma hipotezini desteklemiştir (17, 18). Ailede ilk olarak erken 

yaşlarda IV:5 nolu hasta bireyin muayenesi yapıldığında, limb-girdle kas distrofisi 

bulguları gözlenmiştir ve hastaya LGMD2 tanısı konmuştur. 2013 yılında yapılan son 

muayenelerde, ailedeki hastalarda proksimal ve distal kas güçsüzlüğü ve atrofisi, 

rigid spine bulgusu ve ayak bileği ile el eklemlerindeki kontraktürlere ek olarak kalp 
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ve solunum sistemi tutulumu görülmüştür (Bkz. EK 2). Bu klinik özelliklerin, LGMD 

fenotipi ile birebir uyuşmamasıyla beraber, özellikle IV:2 nolu hasta bireyde distal 

kaslarda görülen zayıflık ve atrofinin derecesi, bilinen hiçbir EDMD fenotipi ile de 

bağdaşmamaktadır. Sonuç olarak, bu hastalarda kontraktürlerin eşlik ettiği limb-

girdle fenotipi mevcuttur. Hasta IV:2’nin iskelet kası liflerinde çekirdek membranı 

parçalanması, farklı derecelerde kromatin yoğunlaşması, çekirdek membranından 

kromatin tomurcuklanması gibi gözlenen yapısal bozukluklar, laminopatilerde 

görülen çekirdek membranı anomalileri ile uyumluluk göstermektedir (Bkz. EK 3) 

(86, 87). Bu tip yapısal bozukluklar, miyositik plazma membranında başlayan 

bozukluklardan meydana gelen dejeneratif yapısal değişikliklerden farklıdır ve 

mutasyonun primer olarak çekirdeği etkilediğini desteklemektedir (36).  

TOR1AIP1 tarafından kodlanan LAP1B proteini çekirdek iç membranında 

yerleşim gösteren ve A/C ve B laminlere bağlanan tip-2 integral membran proteinidir 

(68-71). Sıçan, fare ve çeşitli hücre hatlarında genel olarak 3 izoform halinde ifade 

olan LAP1 proteini için insanda tanımlanmış tek bir transkript bulunmaktadır: 

TOR1AIP1 (NM_015602.3) (68, 69). TOR1AIP1 dizisinin sıçan LAP1B izoformu dizisine 

benzerliğinden dolayı, kodladığı protein insan LAP1B proteini olarak adlandırılmıştır 

(69). Ayrıca, LAP1, ağır bir nörolojik hastalık olan DYT1 torsiyon distonisinden 

sorumlu, AAA+ (ATPases associated with a variety of cellular activities) ATPaz ailesi 

üyesi olan torsin A ATPazının regülasyonu ile ilişkili bir proteindir (72, 74). Torsin A 

daha yoğun olarak endoplazmik retikulumda bulunmakla birlikte, endoplazmik 

retikulumun uzantısındaki çekirdek membranında da gözlenmektedir (88, 89). Torsin 

A ile etkileşime giren bir diğer protein, TOR1AIP2 (torsin A-interacting protein 2) 

tarafından kodlanan ve endoplazmik retikulumda yerleşik olan luminal domain like 

LAP1 (LULL1) proteinidir (72, 73). LAP1 ve LULL1’in torsin A ile etkileştikleri lumenal 

domainleri %60 oranında homoloji göstermektedir (72). Ayrıca TOR1AIP1 ve 

TOR1AIP2 dizilerinin genomda ardışık olması, bu iki genin duplikasyon yolu ile 

meydana geldiğini düşündürmektedir (72).  

A ailesinin hasta bireylerinde TOR1AIP1’de saptanan c.186delG çerçeve 

kayması mutasyonu, erken stop kodonu oluşmasına neden olmaktadır 
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(p.E62fsTer25)3 (Şekil 5.1). 584 amino asit uzunluğundaki LAP1B proteininin 86 

amino asit uzunluğundaki erken sonlandırılmış bir peptit halinde sentezlenmesinin 

mutant mRNA’nın anlamsızlık aracılıklı yıkım (nonsense-mediated decay) 

mekanizması ile engelleneceği öngörülmüştür. Nitekim, gerçekleştirilen kantitatif 

PZR çalışmasında hasta kas dokusunda kontrol kas örneğine oranla TOR1AIP1 mRNA 

ifadesinde 5,88 katlık bir azalma tespit edilmiştir (Bkz. Şekil 4.11). Bu sonuç, 

TOR1AIP1 genindeki c.186delG mutasyonunun, mRNA stabilitesinin bozulmasına yol 

açtığını göstermektedir. Western blot ve immünfloresan boyama çalışmalarında ise, 

hasta kas hücrelerinde LAP1B proteininin olmadığı tespit edilmiştir (Bkz. Şekil 4.12, 

4.13 ve 4.14).  

 

 

Şekil 5.1. TOR1AIP1’de c.186delG mutasyonunun protein dizisi üzerindeki 

etkisi. G delesyonu sonucunda, mRNA okuma çerçevesi kaymaktadır ve ekson 1’de 

erken stop kodonu oluşmaktadır. 

 

İnsanda tanımlanmış tek bir LAP1 izoformunun olması ve bu izoformun 

hastada bulunmaması nedeni ile, hastanın kas biyopsisinde LAP1B’nin tamamen 

negatif olması beklenmiştir. Fakat western blot ve immünfloresan boyama 

çalışmalarından elde edilen bulgular, hastaya ait bazı endomizyal hücrelerde kas 

çekirdeklerinde ifade olan izoform dışında farklı bir LAP1 izoformunun bulunduğu 

doğrultusundadır (Bkz. Şekil 4.12, 4.13). Sağlıklı kontrol kas ile karşılaştırıldığında 

                                                 
3
 Protein dizisinde 62. pozisyondaki glutamik asitten itibaren çerçeve kaymasını (frameshift) ve 25 

amino asit sonra erken stop kodonu (Ter) oluşumunu ifade etmektedir.  
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hastanın distrofik kasında endomizyal hücre sayısının daha fazla olması, western blot 

deneyinde 50 kDa civarındaki bantın hasta kasında kontrole göre daha yoğun olarak 

gözlenmesine sebep olduğu düşünülebilir (Bkz. Şekil 4.12 *). Bu protein bantının, 

immünfloresan boyamada mutasyona rağmen endomizyal hücrelerde ifade olduğu 

gözlenen izoforma karşılık gelmesi muhtemeldir (Bkz. Şekil 4.13, 4.14). İnsanda 

tanımlanmış tek transkript olan LAP1B proteinini kodlayan TOR1AIP1 

(NM_015602.3) transkriptine ek olarak, Ensembl veri tabanında protein kodlayan 

ancak tüm dizinin bilinmediği olası 6 farklı transkript bulunmaktadır. Bu transkriptler 

incelendiğinde tez çalışmasında insan kas, karaciğer ve böbrek dokularında tespit 

edilen ikinci izoformun alternatif splicing ile oluştuğu öngörülebilir. 

Sıçanda klonlanan LAP1C izoformu dizisine benzer 8 farklı cDNA tespit 

edilmiştir (90). Ayrıca sıçan LAP1B izoformunda, LAP1C dizisine ek olarak 4. ve 10. 

eksonlarda insersiyonlar bulunmaktadır (90). Farede ise tanımlanmış üç LAP1 

izoformu 7.-10. eksonlar arasında farklılıklar göstermektedir. Sıçan ve farede 

gözlenen farklı LAP1 izoformlarının alternatif splicing ile meydana geldiği 

bilinmektedir (90). 

Farelerde LAP1’in susturulması perinatal dönemde ölüme neden olmaktadır 

(74). Ancak LAP1 geninin yalnızca çizgili kaslarda susturulması (LAP1-conditional 

knockout) farede kas distrofisi fenotipine yol açmaktadır (91). Buna ek olarak, fare 

hepatositlerinde LAP1’in susturulmasının karaciğer işlevini etkilemediği 

belirlenmiştir (91). Çizgili kasa özgül LAP1-conditional knockout fare modelinde 

gözlenen kas distrofisi fenotipi, LAP1’in çizgili kasta diğer dokulara göre farklı bir 

işleve sahip olduğunu ispatlamakta ve insan kasındaki LAP1B eksikliğinin işlevsel 

etkisini modellemektedir (91). Bu tez çalışması, insanda 66,3 kDa ağırlığındaki LAP1B 

izoformunun, karaciğer ve böbrekte de ifade olmasının yanında, işlev kaybının 

sadece kas dokusunu etkilemesi ile kas dokusunda henüz tanımlanmamış özgül ve 

kritik bir rol oynadığını göstermektedir.  

Yeni yayınlanmış bir çalışmada, LAP1’in emerin ile nükleoplazmik domaini 

aracılığıyla etkileşimde olduğu gösterilmiştir (91). Araştırma bulgularından biri, çizgili 

kasa özgül LAP1-conditional knockout farelerden izole edilen kas hücrelerinin 
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yaklaşık %10’unda emerin ve lamin A/C proteinlerinin çekirdek membranından 

ayrılıp çekirdek içerisinde kümelendiği şeklindedir (91). Yapılan çalışmada, emerin-

null farelerde insanın aksine patolojik fenotipin gözlenmemesi, iki tür arasında 

emerin ve LAP1 ifade düzeylerinin farklı olmasına bağlanmıştır. Emerin ifade 

düzeyinin farede insana göre daha düşük olduğu ve paralel olarak LAP1 ifadesinin 

daha yüksek olduğu gözlenmiştir (91). Bu nedenle, farede emerin işlevinin insanda 

olduğu kadar kritik olmayabileceği ve eksikliğinin daha yüksek oranda ifade olan 

LAP1 tarafından telafi edilebileceği öne sürülmüştür. Son olarak, farelerde sadece 

emerinin susturulması kas distrofisine neden olmaz iken, LAP1 ile emerinin birlikte 

susturulmasının EDMD fenotipini daha iyi modellediği bulunmuştur (91). Tüm bu 

bulgular, LAP1’in çizgili kastaki rolünün emerin kadar önemli ve kritik olduğu 

yönündedir. Ancak, tez çalışması sonunda elde ettiğimiz ön bulgu insanda emerin-

LAP1 ilişkisinin farede gözlendiği şekilde olmadığıdır. IV:2 nolu hastada LAP1B 

izoformunun olmaması durumunda, emerin ve LAP1 ile etkileşimde olan diğer 

proteinlerin (lamin A/C ve lamin B) yerleşimlerinde kontrole göre bir farklılık 

gözlenmemiştir (Bkz. EK 4).  

Aynı mutant proteinlerin ayrı türlerde patolojik farklılıklar gösterebileceğinin 

bir diğer örneği, DMD modeli olan mdx farede distrofin-utrofin proteinleri arasında 

görülen ilişkidir (92, 93). Farelerde Duchenne kas distrofisinden sorumlu distrofinin 

tek başına susturulması (mdx fareler) orta seyirli bir miyopatiye neden olurken, mdx 

farelerde ek olarak distrofine benzer işleve sahip utrofinin susturulması DMD’ye 

yakın bir fenotipe yol açmaktadır. Sonuç olarak, bir proteinin türler arasında farklı 

işlevlere sahip olması, o proteini kodlayan gendeki mutasyonların farklı türlerde 

fenotipe farklı derecelerde yansımasına neden olabileceği görülmektedir.  

Farelerde LAP1 geninin tamamen susturulması perinatal dönemde ölüme 

sebep olmaktadır (74). Bu tez çalışmasında elde edilen bulgular, insanda c.186delG 

mutasyonunun LAP1B’nin işlev görmemesine neden olarak, kas distrofisi 

oluşturduğu şeklindedir. Bunun nedeninin, farede görülen emerin ile LAP1 

etkileşimine benzer şekilde, insanda LAP1B eksikliğinin yol açtığı fenotip üzerinde 

LULL1’in telafi edici etkisi olduğu düşünülebilir. Nitekim, LAP1 fare modellerinde 
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LULL1 ifade düzeyi araştırılmamış olsa da, bu çalışmada IV:2 nolu hasta bireyde 

LULL1 ifadesinin kontrole göre daha yüksek olduğu western blot ile tespit edilmiştir 

(Bkz. EK 5).  

Farelerde perinatal ölüm ile sonuçlanan LAP1 işlev kaybı modelinde, 

hücrelerde torsin A-null hücrelerde görülen çekirdek membranı bozukluklarına çok 

benzer yapısal bozukluklar meydana gelmektedir (74). Torsin A’nın ATPaz 

aktivitesinin LAP1 veya LULL1 varlığında uyarılması, bu iki proteinin torsin A’yı regüle 

eden kofaktörler olarak görev aldıklarını desteklemektedir (73). Torsin A’nın mutant 

olduğu hücrelerde, LAP1 veya LULL1 ifade artışı ile mutant torsin A ER’den çekirdek 

membranına doğru yönlendirilmektedir (Şekil 5.2) (94). LAP1 veya LULL1’in herhangi 

birinin ifadesinin baskılanmasının, torsin A’nın ifadesini ve yerleşimini etkilemediğini 

gösteren çalışmalar da mevcuttur (95). Nitekim bu tez çalışmasında da, hasta 

kasında LAP1B eksikliği durumunda torsin A yerleşiminde kontrole göre farklılık 

gözlenmemiştir (Bkz. EK 6B). Ancak hasta kasında LULL1’in yerleşimi değişmemekle 

beraber ifade düzeyi artmış görünmektedir (Bkz. EK 5, 6A). LAP1 ve LULL1’in torsin A 

üzerinde benzer işleve sahip oldukları düşünülmektedir (73). Torsin A ATPaz 

aktivitesinin ve ER ile çekirdek membranı arasındaki dağılımının, kendisini regüle 

eden kofaktörlerin dozuna bağımlı olduğu öne sürülmüştür (73). Ayrıca Vander 

Heyden ve diğ. (94), torsin A’nın LULL1 ile etkileşime girdiğinde, çekirdek 

membranına yönlendirildiğini göstermiştir. Bu hipotezler birleştirildiğinde, hastada 

LULL1 ifade artışı LAP1B eksikliği ile ilişkilendirilebilmektedir ve bu iki proteinin 

birbiri üzerinde telafi edici etkisi olabileceğini düşündürmektedir.  
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Şekil 5.2. LAP1, LULL1 ve torsin A ilişkisi modeli. Torsin A ER’de LULL1 ile 

etkileşime girdiğinde, çekirdek membranına doğru yönelmektedir. Torsin A çekirdek 

membranında LAP1 ve LINC kompleksi üyeleri (Sun1, Sun2, nesprin-2 ve nesprin-3) 

ile etkileşime girmektedir. (Resim referans 94’ten değiştirilmiştir). 

 

TOR1AIP1 geninin her dokuda ifade edilmesine rağmen, mutant TOR1AIP1’in 

patolojik fenotipi yalnızca kasta oluşmaktadır. Bilinen diğer çekirdek zarfı 

hastalıklarında da görülen bu doku özgüllüğünün nedeni tam olarak bilinmemekle 

beraber, iki model sunulmuştur (96). 

Birinci model, iskelet ve kalp kası hücreleri gibi bazı hücre tiplerinin 

çekirdeklerinin diğer hücrelere göre daha önemli bir mekanik strese maruz kaldıkları 

ve yapısal bozukluklara daha duyarlı oldukları ileri sürmektedir (97). Bu modele 

göre, hasta kasındaki LAP1B eksikliği ile çekirdek membranının lamina ile 

bağlantısının bozulmasından dolayı yapısal ve mekanik stabilitesinin etkilendiği 

düşünülebilir. Ayrıca LAP1, torsin A ile çekirdek membranında etkileşime giren tek 

protein değildir. Sun1, Sun2 ve nesprinler gibi LINC kompleksi üyelerinin de çekirdek 

membranındaki torsin A ile etkileşimleri tanımlanmıştır (Şekil 5.2) (95, 98). Torsin 

A’nın bu proteinlere bağlanarak çekirdek membranı ile hücre iskeleti arasında köprü 

görevi görebileceği de düşünülmektedir (99). Bu çerçevede, torsin A’nın ATPaz 

aktivitesinin LAP1 tarafından regülasyonunun sağlanamaması sonucunda 
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etkileşimde olduğu diğer proteinlere bağlanamadığı ve hücre iskeleti ile çekirdek 

arasındaki etkileşimin bozulduğu düşünülebilir. Bu çalışmada hastada torsin A 

normal bir yerleşim gösteriyor olsa da (Bkz. EK 6B), yerleşiminde farkedilebilir bir 

değişiklik gözlenmeden işlevinin bozulabileceği de göz ardı edilmemelidir.  

Doku özgüllüğünü açıklamaya çalışan ikinci hipotez ise, çekirdek membranı 

proteinlerindeki bozuklukların dokuya özgül gen ifadesinin regülasyonunun 

bozulmasına neden olduğu hipotezidir (96, 97). Lamin A/C ve emerinin kas 

dokusunun transkripsiyonel yolağında görev aldıkları bilinmektedir (100-104). 

Foisnier ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada (70), LAP1’in bir bağlayıcı (linker) 

protein vasıtasıyla dolaylı olarak mitotik kromozomlara bağlanabileceği öne 

sürülmüştür. LAP1B’nin kromatine ya da bir transkripsiyon düzenleyicisine 

bağlanabileceği öngörüldüğünde, hasta kas dokusunda gözlenen heterokromatin 

organizasyonundaki bozuklukluğun, çizgili kasa özgül genlerin ifadesini 

etkileyebileceği düşünülebilir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 6.1. Sonuç 

 Yüksek lisans tez çalışması kapsamında elde edilen sonuçlar aşağıda 

belirtilmiştir. 

 Çalışma kapsamında çalışılan akraba evliliğinin görüldüğü dört aileden 

ikisinde 250K NspI SNP çiplerinden elde edilen veriler ile homozigotluk 

haritalaması yaklaşımı kullanılarak LGMD2’den sorumlu yeni birer kromozom 

aralığı tespit edilmiştir (1q25.2 ve 4p13-q13.2).  

 Üç hasta bireyden oluşan bir ailede hastalıktan sorumlu mutasyonun 

TOR1AIP1 geninde homozigot c.186delG mutasyonu olduğu saptanmıştır. Bu 

şekilde mutant TOR1AIP1 geninin ilk defa bir hastalığa neden olduğu 

belirlenmiştir.  

 Yapılan detaylı klinik ve histopatolojik değerlendirmeler sonucunda, 

otozomal resesif kalıtım gösteren proksimal ve distal kas zayıflığı, rijit omurga 

ve kalp tutulumlu yeni bir kontraktürlü limb-girdle miyopatisi tanımlanmıştır.  

 TOR1AIP1 tarafından kodlanan LAP1B proteininin çekirdek iç membranında 

yerleşim göstermesi nedeni ile, TOR1AIP1 çekirdek zarfı hastalıklarından 

sorumlu yeni bir gen olarak tanımlanmıştır.  

  Hasta kas biyopsi materyalinde yapılan histolojik ve moleküler analizler 

sonucunda, TOR1AIP1 genindeki c.186delG mutasyonunun çerçeve kayması 

ve erken stop kodonu oluşumuna (p.E62fsTer25) neden olarak LAP1B 

proteininde işlev kaybı oluşturduğu belirlenmiştir.  

 LAP1 izoformlarının insan iskelet kası, karaciğer ve böbrek dokularındaki 

ifadeleri incelenmiş ve ilk defa insanda bu dokularda iki farklı izoformun ifade 

olduğuna dair ön bulgular elde edilmiştir. Özellikle 66,3 kDa büyüklüğündeki 

LAP1B izoformunun iskelet kası dokularının çekirdek membranında kritik bir 

role sahip olduğu gösterilmiştir. 50 kDa ağırlığındaki ikinci izoformun da 

karaciğer, böbrek ve endomizyal hücrelerde ifade edildiği gösterilmiştir.  
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 Mutasyon sonucunda gözlenen patolojik fenotipin çizgili kas ile sınırlı olması 

ve sadece LAP1B izoformunun işlev kaybına uğraması, TOR1AIP1 geninin 

dokuya özgül alternatif splicing ile kontrol edilebileceği hipotezini 

desteklemiştir. 

  Hastada LAP1B işlev kaybı durumunda LULL1 proteininin ifadesinin artması, 

LAP1B ve LULL1’in aynı yolakta görev aldıkları ve/veya benzer işlevlere sahip 

oldukları düşüncesini desteklemiş ve birbiri üzerinde telafi edici etkileri 

olabileceği hipotezinin öne sürülmesini sağlamıştır.  

 Yüksek lisans tez çalışmasından elde edilen bulgular ve sonuçlar, 18. Dünya 

Kas Cemiyeti Uluslararası Kongresi, Kalifornia, ABD (1-5 Ekim 2013) 

toplantısında ‘’late breaking news’’ oturumunda ‘’Torsin A-interacting 

protein 1/Lamina-associated polypeptide 1B in a form of limb girdle 

muscular dystrophy: a novel gene related to nuclear envelopathies.‘’ başlığı 

altında sözlü bildiri olarak sunulmuştur (Bkz. EK 7). 

6.2. Öneriler 

Aileler arası ve aile içi heterojenitenin sıklıkla görüldüğü kas distrofisi tanısı 

alan ailelerin klinik muayenesi esnasında klinik açıdan ayırt edici klinik bulguların 

detaylı olarak tanımlanması, hastalıktan sorumlu mutant genin henüz 

tanımlanmamış olduğu ailelerde aday gen yaklaşımı ile tespit edilmesini 

kolaylaştıracaktır.  

Bu tez çalışması sonucunda, kontraktürlü limb-girdle miyopatisi fenotipi ile 

benzer klinik özellikleri taşıyan ve mutant genin bilinmediği ailelerin, TOR1AIP1  

mutasyonları açısından incelenmesi önerilmektedir. Ayrıca bu çalışma, LAP1B 

proteininin insan çizgili kasındaki normal işlevinin aydınlatılması ve kas distrofisi 

patogenezindeki rolünün anlaşılması adına çok önemli bir yere sahiptir. Ancak, 

çalışma sonucunda TOR1AIP1 genindeki c.186delG mutasyonu üç hasta bireyden 

oluşan tek bir ailede bulunabilmiştir. Varyasyonun patojenik etkisinin ispatlanması 

adına RNA ve protein düzeyinde gerçekleştirilen analizlere ek olarak, mutasyonu 

taşıyan ikinci bir ailenin bulunması LAP1B’nin hastalıkla ilişkilendirilmesi açısından 

çok değerli olacaktır. İkinci bir ailenin bulunamaması durumunda, bu ailedeki 
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hastalarda eksom dizilenerek diğer genlerin patojenik varyasyon içermediğinin 

gösterilmesi de mutant LAP1’in hastalıktan sorumlu olduğunun kanıtlanması için 

yeterli olacaktır. En bilgi verici olanı ise ailedeki mutasyona özgül in vitro ve in vivo 

modeller kullanılarak LAP1’in işlevinin ortaya konması olacaktır.  

 Kas distrofisine neden olan mutasyonların in vitro ortamda araştırılmasında 

kullanılabilecek hücreler aşağıda belirtilmiştir:  

- C2C12 fare miyoblast hücre hattı (104-106). 

- Kontrol/hasta fibroblast hücreleri. 

- Hasta primer miyoblast hücreleri. Bir mutasyonun doğal 

çevresindeki etkisinin incelenmesi için kullanılabilecek en 

güvenilir in vitro model, hasta kas biyopsisinden izole edilen 

hasta primer miyoblast hücreleridir. İnsan primer miyoblast 

hücrelerinin kullanımını güçleştiren iki faktör hücre kültürünün 

saflığı (miyoblast dışındaki hücrelerden arındırılmış olması) ve 

miyoblast hücrelerinin sınırlı çoğalma yeteneğidir. Son yıllarda, 

hasta biyopsi dokusundan izole edilen ve zenginleştirilen 

miyoblastlarda transfeksiyon ya da transdüksiyon yolu ile 

hTERT (human telomerase reverse transcriptase) ve CDK4 

(cyclin-dependent kinase-4) ifadeleri sağlanıp, miyoblastlar 

ölümsüzleştirilebilmektedir (107-110).  

 Bu modeller kullanılarak yapılabilecek çalışmalardan bazıları aşağıda 

belirtilmiştir: 

- Kontrol fibroblast/miyoblast hücrelerinde TOR1AIP1 geninin 

susturulduğu veya c.186delG mutasyonunun ifade edilmeye 

zorlandığı durumlarda LULL1 ifade düzeyinin araştırılması ve 

LULL1 ifade düzeyinin artırılmasının etkisinin incelenmesi. 

- Mutant genin ifade edildiği hasta fibroblast/miyoblast 

hücrelerinde, yabanıl genin ifade edilmesi sağlanarak LULL1 

ifade düzeyinin araştırılması. 

- C2C12 fare miyoblast ve insan miyoblast hücre hatlarında 
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TOR1AIP1 c.186delG mutasyonunun miyoblast farklılaşma 

sürecindeki etkisinin araştırılması. 

- Mutasyonun fibroblast/miyoblast hücrelerinde çekirdek 

membranı yapısındaki etkisinin incelenmesi.  

- Çekirdek membranında yerleşim gösteren farklı proteinlerin 

ve özellikle LAP1 ile etkileşimde olduğu bilinen lamin A/C, 

lamin B ve emerin proteinlerinin yerleşiminin LAP1 işlev kaybı 

durumunda detaylı olarak incelenmesi.  

- İnsan kontrol, hasta fibroblast ve hasta miyoblast hücrelerinde 

TOR1AIP1 geni tarafından kodlanan çeşitli izoformların 

hücreye özgül ve farklılaşmamış miyoblast ve miyotüpe 

farklılaşmış miyoblastlarda ifade düzeylerinin araştırılması.  

 İn vivo olarak, gen knockdown/knockout yaklaşımı ile hayvan kas distrofisi 

modeli oluşturularak LAP1 proteininin işlevi ortaya konabilir. Mevcut LAP1 

knockout ve kasa özgül LAP1 şartlı knockout fare modelleri bu çalışmada 

sunulan hastalık patogenezi ile birebir uyumlu olmamakla beraber, kasa özgül 

LAP1 şartlı knockout fare modeli LAP1’in kas dokusunda kritik bir işleve sahip 

olduğunu ortaya koymuştur (74, 91). Embriyoların çok sayıda olması ve kolay 

manipule edilmesi, zebra balığının (Danio rerio) kas distrofileri için hayvan 

modeli olarak kullanımını artırmıştır (111). İlgilenilen genin ifadesi 

morpholino ile geçici olarak baskılanabilmektedir (112). Buna ek olarak, son 

yıllarda genom düzenleme araçları olan TALEN ve CRISPR-Cas sistemlerinin 

zebra balığında uygulamaları başarılı olmuştur (113, 114). Bu araçlar 

kullanılarak, mutant geni ifade eden transgenik zebra balığı modeli 

oluşturulabilir. 
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EK 1: Etik Kurul izni raporu 
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EK 2: A ailesine ait klinik ve histopatolojik bulgular 

Klinik bulgular 

A ailesinin indeks vakası (IV:5),  ilk proksimal kas güçsüzlüğü belirtilerini 7 

yaşında göstermiş olan 29 yaşında bir bayandır. Hasta yardım almadan 

yürüyebilmekte fakat yerden kalkamamaktadır. Ellerde proksimal ve distal 

interfalangeal eklemlerde fleksiyon kontraktürleri gözlenmiştir. Aynı zamanda 

servikal bölgede orta derecede rigid spine bulgusu vardır. Hastanın kreatin kinaz (CK) 

düzeyi 89 U L-1 (normal aralık: 26-126 U L-1) olarak kaydedilmiştir. 29 yaşında yapılan 

ekokardiyografi hastanın normal kalp işlevine sahip olduğunu göstermiştir fakat 

solunum fonksiyon testi ile kısıtlayıcı solunum fonksiyonu tespit edilmiştir.  

İndeks vakanın 36 yaşındaki ağabeyi (IV:2) benzer kas güçsüzlüğü bulgularına 

sahiptir. Hastalık belirtileri 17 yaşında yorgunluk şeklinde hissedilmeye başlarken, 

30’lu yaşlarda proksimal ve distal kas zayıflığı şeklinde ilerlemiştir. El eklemlerinde, 

omurgada ve ayak bileklerinde orta derecede kontraktürlerin yanı sıra, interossei, 

abductor pollicis brevis ve medial gatrocnemius kaslarında belirgin atrofi 

gözlenmiştir. Hastanın serum CK düzeyi 483 U L-1 olarak tespit edilmiştir. Hastanın 

elektromiyografi bulguları, dissemine miyojenik tutulum yönünde olmuştur. 36 

yaşında yapılan ekokardiyografi, kız kardeşinin aksine, hastada orta derecede 

diyastolik ve sistolik disfonksiyon olduğunu göstermiştir. Ayrıca hastada kısıtlayıcı 

solunum fonksiyonu kaydedilmiştir.  

Ailede iki hasta bireyin amca çocuğu olan diğer bir hasta birey (IV:7) 

bulunmaktadır fakat bu hastanın klinik muayenesi yapılmamıştır.  

Histopatolojik bulgular 

Hacettepe Üniversitesi Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Anabilim Dalı Pediatrik 

Patoloji Ünitesinde indeks vakadan (IV:5) 13 yaşında iken tanı amaçlı alınan ve -

80 °C’de saklanan kas biyopsi örneğinden 7-8 µm kalınlığında kesitler alınarak 

hematoksilen-eozin (H&E) boyaması yapılmıştır. Hasta kasında lif çaplarında 

değişkenlik, çekirdek internalizasyonu, birkaç lifde dejenerasyon ile endomizyal bağ 

dokusunda artış şeklinde orta derecede distrofik bulgular gözlenmiştir (Şekil EK 2.A). 
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İmmünhistokimyasal incelemede laminin alfa-2, distrofin ve alfa-sarkoglikan pozitif 

boyanmıştır.  

IV:2 nolu hasta bireyden 35 yaşında tanı amaçlı alınan kas biyopsi örneğinden 

7-8 µm kalınlığında kesitler hazırlanmış ve H&E boyaması ile incelenmiştir. Hasta 

kasında değişken lif çapları, çekirdek internalizasyonu ve liflerde yuvarlaklaşma 

gözlenmiştir. Bazı bölgelerde çok küçük lifler ve endomizyal bağ dokusunda belirgin 

artış görülmüştür (Şekil EK 2.B). Atrofik liflerin bazılarında çekirdek kümelenmesine 

benzer yapılar dikkat çekmiştir. Rejenerasyon ve inflamasyon bulguları 

saptanmamıştır. Histokimyasal boyamalarda tip 2 liflerin çoğunlukta olduğu tespit 

edilmiştir; lipid, glikojen ve lizozomal aktivitede artış görülmemiştir. 

 

  

Şekil EK 2. Histopatolojik bulgular: A) IV:5 nolu indeks vakaya ait kas biyopsisinde lif 

çaplarında çeşitlilik, çekirdek internalizasyonu ve hafif endomizyal bağ dokusu artışı 

gözlenmektedir (H&E boyaması, orjinal büyütme 20X). B) IV:2 nolu hasta bireye ait 

kas biyopsi örneğinde kas liflerinin çaplarında farklılıklar, merkezi çekirdekli hücreler 

ve endomizyal bağ dokusunda belirgin artış görülmektedir (H&E boyaması, orjinal 

büyütme 20X). 

A. 

B. 
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EK 3. A ailesinden IV:2 nolu hasta kasına ait elektron mikroskopisi bulguları 

 

Hacettepe Üniversitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı’nda IV:2 nolu 

hasta bireyden tanı amaçlı alınan kas biyopsi örneğinden elde edilen kesitlerde 

dokunun yapısal özellikleri geçirimli elektron mikroskobu ile incelenmiştir. Hasta 

IV:2’nin iskelet kası liflerinde Z disklerinin normal olduğu, miyofibril bütünlüğünün 

korunduğu ve sitoplazmik sarkomerik organizasyonun bozulmadığı gözlenmiştir. 

Fakat bazı çekirdeklerde normal kromatin yapısından farklı olarak, farklı derecelerde 

kromatin yoğunlaşması ve birikimi gözlenmiştir. Ayrıca çekirdek membranında 

meydana gelen kopukluklar ve karyoplazmik içeriğin sarkoplazmaya boşalması 

sonucunda, çekirdek parçalanması, kromatin tomurcuğu (bleb) oluşumu ve 

membrandan yoksun çıplak kromatin şeklinde yapılar saptanmıştır (Şekil EK 3).  

 

 

Şekil EK 3. Elektron mikroskopisi ile incelenen hasta kas çekirdeklerinde gözlenen 

yapısal bozukluklar: A) Parçalanmış çekirdek membranı (ok) ve aşırı yoğunlaşmış 

heterokromatin (koyu renkte) gözlenmektedir (orjinal büyütme 15000X). B) Çekirdek 
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membranı kopuklukları ve çekirdek içi kanal oluşumu (ok) görülmektedir (orjinal 

büyütme 20000X). C) Dejenere olmuş çekirdek (ok) ve sarkoplazmada bulunan çıplak 

heterokromatin (koyu renkte) görülmektedir (orjinal büyütme 20000X). D) Çekirdek 

membranından kopmakta olan kromatin tomurcuğu (sağ ok) ve çıplak kromatin (sol 

ok) gözlenmektedir (orjinal büyütme 40000X). 
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EK 4: A ailesinde IV:2 nolu hasta kasında LAP1B’nin etkileşimde olduğu lamin A/C, 
lamin B ve emerin proteinlerinin immünfloresan boyama görüntüleri 
 

 

Şekil EK 4. LAP1B ile etkileşimde olan lamin A/C, lamin B ve emerin proteinlerinin 

kontrol ve hasta kas dokularındaki boyanmasını gösteren immünfloresan boyama 

sonuçları (orjinal büyütme 63X). Boyamalar için sayfa 29-31’de yer alan protokol 

uygulanmıştır. Lamin A/C, 1:15 oranında sulandırılmış goat anti-lamin A/C (Santa 

Cruz) antikoru ve 1:500 oranında sulandırılmış Alexa Fluor 568 rabbit anti-goat 

sekonder antikoru birer saat oda sıcaklığında inkübe edilerek işaretlenmiştir. Lamin 

B, 1:50 oranında seyreltilmiş goat anti-lamin B (Santa Cruz) antikoru ve Alexa Fluor 
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568 rabbit anti-goat sekonder antikoru birer saat oda sıcaklığında inkübe edilerek 

işaretlenmiştir. Emerin, mouse anti-emerin (Novocastra) antikoru 1:10 oranında 

sulandırılıp ve 1:500 oranında sulandırılmış Alexa Fluor 568 goat anti-mouse 

sekonder antikoru birer saat oda sıcaklığında inkübe edilerek kullanılmıştır. Kontrol 

ve hasta kas dokuları arasında bir fark gözlenmemiştir, tüm antikorlarla 

çekirdeklerde boyanma saptanmıştır. 
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EK 5: A ailesinde IV:2 nolu hasta kasında LULL1 protein ifadesini gösteren western 

blot bulguları 

 

 

Şekil EK 5. Kontrol ve IV:2 nolu hasta bireye ait iskelet kası örneklerinde, LULL1 

proteinini tanıyan rabbit poliklonal anti-TOR1AIP2 (81-95, Sigma Aldrich) antikoru 

kullanılarak sayfa 27-29’da yer alan western blot protokolü uygulanmıştır. Membran 

1:750 oranında sulandırılmış anti-TOR1AIP2 (81-95, Sigma Aldrich) antikoru ile 

+4 °C’de 16 saat boyunca inkübe edilmiştir. Sekonder antikor olarak 1:3000 oranında 

seyreltilmiş IgG (H+L) horseradish peroksidaz işaretli goat anti-rabbit antikoru 1 saat 

oda sıcaklığında membran ile inkübe edilerek kullanılmıştır. Miyozin bantı protein 

eşit yükleme kontrolü olarak kullanılmıştır. Fotoğraf 10 sn.’lik poz süresi ile 

çekilmiştir. Sonuç olarak, hasta kas dokusunda kontrol kas örneğine oranla LULL1 

ifade düzeyinin artmış olduğu gözlenmektedir. 

 

 

 

 

 

 



85 
 

EK 6: A ailesinden IV:2 nolu hasta kasında LAP1B ile etkileşimde olan torsin A ve 

LULL1 proteinlerini gösteren immünfloresan boyama görüntüleri  

 

Şekil EK 6. LULL1 ve torsinA proteinlerinin kontrol ve hasta kas dokularındaki 

yerleşimlerini gösteren immünfloresan boyama sonuçları. Boyamalar için sayfa 29-

31’de yer alan protokol uygulanmıştır. 

A. 

B. 
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A) LULL1 proteini, 1:50 oranında sulandırılmış rabbit poliklonal anti-TOR1AIP2 (81-

95, Sigma Aldrich) antikoru ve 1:500 oranında sulandırılmış Alexa Fluor 488 goat 

anti-rabbit sekonder antikoru birer saat oda sıcaklığında inkübe edilerek 

işaretlenmiştir. Kontrol ve IV:2 nolu hasta kas dokularında, LULL1 sarkoplazmik 

retikulumda yerleşim göstermektedir (orjinal büyütme 100X). 

B) TorsinA proteini, 1:50 oranında seyreltilmiş mouse monoklonal anti-TorsinA 

(MAB5550, Merck Millipore) antikoru ve Alexa Fluor 488 goat anti-mouse sekonder 

antikoru birer saat oda sıcaklığında inkübe edilerek işaretlenmiştir. Ayrıca 

sarkoplazmik retikulum belirteci olarak mouse monoklonal anti-PDI (protein disülfit 

izomeraz) [RL19] (ab2792, Abcam) antikoru 1:100 oranında sulandırılıp 1 saat oda 

sıcaklığında inkübe edilerek kullanılmıştır. Kontrol ve hasta kas dokularında, 

torsinA’nın sarkoplazmik retikulumda PDI ile benzer yerleşim gösterdiği görülmüştür. 

Kontrol ve hasta kas dokuları arasında bir fark gözlenmemiştir. 
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EK 7: 18. Dünya Kas Cemiyeti Uluslararası Kongresi, Kalifornia, ABD (1-5 Ekim 

2013) toplantısında sunulan sözlü bildirinin özeti 
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