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OzZET

Kayman Kiirekgi, G. Otozomal resesif limb-girdle kas distrofisi tanisi alan ailelerde
yeni gen arastirilmasi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitlisii Tibbi
Biyoloji Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2014. Limb-girdle kas distrofileri
(LGMD) proksimal kaslarda simetrik olarak ilerleyen kas gligslizlUglinlin gorildug,
klinik ve genetik heterojenite ile karakterize olan kalitsal kas hastaligi grubudur. Bu
tezde, otozomal resesif LGMD (LGMD2) klinik tanisi alan ve bilinen LGMD2
lokuslarina baglanti gostermeyen, ebeveynlerin akraba oldugu dort farkh aile
calisiimistir. Tez ¢alismasinda, 250K Nspl cipleri ile yapilan genom boyu SNP (tek
nikleotid polimorfizmi) genotipleme verileri kullanilarak homozigotluk haritalamasi
yaklasgimi ile LGMD2’den sorumlu yeni bir mutant genin kromozomdaki
lokalizasyonunun saptanmasi amaclanmistir. U¢ hasta bireyin bulundugu bir ailede,
1925 kromozom bdlgesinde kisa bir homozigot haplotip tespit edilmistir. 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) saptanmistir. Kantitatif gercek zamanh PZR ile hasta
cizgili kas dokusunda TOR1AIP1 mRNA ifadesinin 5,88 kat azaldigi tespit edilmistir.
Western blot ve imminfloresan boyama c¢alismalari ile hastada 66,3kDa
biyukligindeki LAP1B izoformunun kas hiicrelerinde ifade olmadigl saptanmistir.
Kas liflerinin ¢ekirdeklerinde, cekirdek membrani pargalanmasi ve anormal kromatin
yogunlasmasi gibi yapisal bozukluklar gbzlenmistir. LAP1B ¢ekirdek ic membraninda
yerlesim gosteren, A ve B laminlere baglanan ve torsin A ATPazinin regililasyonunda
gorevli bir integral membran proteinidir. Bu tez c¢alismasi, c¢ekirdek zarfi
hastaliklarina neden olan mutant gen spektrumunu genisletmis ve LAP1B’nin cizgili
kasta kritik bir role sahip oldugunu géstermistir.

Anahtar kelimeler: Limb-girdle kas distrofisi, homozigotluk haritalamasi, TOR1AIP1,
LAP1.

Destekleyen Kurum: TUBITAK, Proje 1125271.
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ABSTRACT

Kayman Kiirekgi, 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
LGMD?2 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 Nspl SNP array data. In one family, the
disease was mapped to a homozygous haplotype in chromosomal region 1g25. 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: TUBITAK, Project 1125271.
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1. GiRiS

Kas distrofileri ilerleyici iskelet kasi dejenerasyonu ve zayifligi ile karakterize
olan klinik ve genetik heterojenitenin oldugu bir grup kalitsal kas hastaligidir (1).
Klinik seyirleri farkli olan Duchenne (DMD), Becker (BMD), Limb-girdle (LGMD),
Konjenital (CMD), Fasioskapulohumeral, Miyotonik, Okilofaringeal, Distal ve Emery-
Dreifuss (EDMD) olmak (izere dokuz gruba ayrilir (2).

Limb-girdle kas distrofileri (LGMD) pelvik ve omuz kusagindaki kaslarda
simetrik, ilerleyici kas gli¢gstizlUgu ile karakterize bir hastalik grubudur (3). Otozomal
dominant (LGMD1) ve otozomal resesif (LGMD2) olarak aktarilmaktadir (4).
Ulkemizde akraba evlilikleri oraninin ézellikle dogu ve giineydogu bélgelerinde %39’a
ulasmasi, otozomal resesif kalitim gosteren LGMD2 grubunun insidansini
artirmaktadir (5). Ulkemizde LGMD2 ailelerinin %90’inda akraba evliligi gézlenmis
olup mevcut verilere gére LGMD2 grubunun toplumumuzdaki prevalansinin 1:8250
oldugu bulunmustur (6).

Gunlmuize kadar LGMD2 grubundan sorumlu 20 farkli mutant gen
tanimlanmistir (7-10). Bununla birlikte, bilinen lokuslara baglanti géstermeyen
bircok LGMD2 ailesinin varligi, kasin normal islevindeki gorevlerinin heniiz
bilinmedigi bircok gen Urlninin daha oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, kas
distrofisi tanisi alan ancak hastaligin genetik etiyolojisinin bilinmedigi aileler, kas
dokusunun bitinligline ve normal islevine katki saglayan yeni gen ve gen
drdnlerinin tanimlanmasi igin bliyiik 6nem tagimaktadir.

Tek gen hastaliklarindan sorumlu yeni mutant genlerin tanimlanmasinda
pozisyona dayali klonlama yaklasimi siklikla kullanilmaktadir (11, 12). Ozellikle
otozomal resesif kalitim gosteren bir hastalik durumunda ve akraba evliliginin
gorildugl  ailelerde, SNP array sistemleri kullanilarak tek nukleotid
polimorfizmlerinin (SNP) genom boyu analizi ile homozigotluk haritalamasi yaklasimi
etkili bir yontem olabilmektedir (13). Son yillarda gelistirilen eksom dizileme
teknolojisi de otozomal resesif kalitilan hastaliklar ile iliskili nadir varyasyonlarin

saptanmasini kolaylastirmaktadir (14).



Bu yliksek lisans tez calismasinda, daha 6nce tanimlanmis hicbir LGMD2
lokusuna baglanti géstermeyen ve akraba evliliginin gorildigu dort ailede 250K Nspl
SNP cipleri ile yapilan genom boyu genotipleme verilerini homozigotluk haritalamasi
yaklasimi ile analiz ederek hastaliktan sorumlu yeni bir kromozom araliginin tespit
edilmesi hedeflenmistir (Sekil 1.1). Calisma sonucunda, sirayla U¢ hasta ve iki hasta
bireyin bulundugu iki ailede (Sekil 1.1A-B), hastaliktan sorumlu olabilecek genin
bulunabilecegi birer kromozom araligi tanimlanabilmistir. Ayrica, U¢ hasta ve sekiz
saglikh bireyin bulundugu ve aile icinde iki kolda akraba evlilikleri gorilen A
ailesinde, belirlenen kromozom araligindaki aday genler arastiriimis ve DNA dizi
analizi ile kas distrofisinden sorumlu yeni bir mutant gen (TOR1AIP1) tespit

edilmistir.
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Sekil 1.1. Tez ¢alismasinda incelenen dort aileye ait aile agaglari: A. A ailesi. B. B

ailesi. C. C ailesi. D. D ailesi. Ok isareti proband gostermektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Limb-Girdle Kas Distrofileri

Limb-girdle kas distrofileri, klinik ve genetik olarak heterojen bir kas hastaligi
grubudur (3, 4). Pelvik ve omuz kusagindaki kaslarda simetrik, ilerleyici kas
glcslizlUgh ve yiksek serum CK (kreatin kinaz) dizeyi ile karakterizedir (15). LGMD
alt gruplari arasinda hastaligin baslangic yasi ve klinik seyri agisindan fenotipik
farkhliklar gorilmektedir (16). LGMD’de gozlenen klinik bulgular Becker kas
distrofisi, miyotonik distrofi tip Il ve Bethlem miyopatisi gibi farkli néromuiskuler
hastaliklarda da goézlenmektedir (16). Diger yandan proksimal kas gli¢stizligline
distal kaslarin tutulumu, kontraktlir ve kardiyomiyopati bulgularinin eslik ediyor
olmasi, Emery-Dreifuss kas distrofisi ile uyumlu bulgulardir (17, 18). Bu nedenle,
proksimal kas zayifliginin yaninda ek klinik bulgularin degerlendirilip ayirici taninin
yapilmasi, dogru tedavi yaklasimlarinin uygulanmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir
(16).

Limb-girdle kas distrofileri %10 oraninda otozomal dominant (LGMD1)
ve %90 oraninda otozomal resesif (LGMD2) olmak Uzere iki kalitim modeli ile
aktarilmaktadir (4). LGMD’nin otozomal dominant ve otozomal resesif formlari
arasinda klinik 6zellikleri agisindan ayirt edici herhangi bir farkliik bulunmamaktadir.
Mutant olmalari durumunda otozomal resesif kalitilan LGMD (LGMD2)’ye neden
olan 20 farkl gen tanimlanmistir (Tablo 2.1). Bu gen drinlerinin arasinda,
sarkolemmanin bazal lamina ve hiicre iskeleti ile baglantisini saglayan distrofin-
glikoprotein kompleksi tyeleri ve iliskili oldugu proteinler (SGCB, SGCD, SGDG, SGCA,
FKRP, POMT1, POMT2, FKTN, POMGnT1, DAG1, GMPPB), bir sarkolemma proteini
(DYSF), sarkomer iliskili proteinler (TCAP, TTN, CAPN3, TRIM32), hiicre iskeleti ile
iliskili proteinler (PLEC-1f, DES), hiicre ici vezikil transportu ile iliskili bir protein
(TRAPPC11) ve islevi henliz bilinmeyen bir glikoprotein (ANO5) bulunmaktadir. Bu
proteinlerin bir kismi kas dokusunda yapisal isleve sahip iken, diger kismi enzimatik

gorevler Ustlenmistir.



Tablo 2.1. Mutant olmalari durumunda LGMD?2 fenotipine neden olan genler.

Fenotip OMIM | Kromozom Gen Protein Ref.
LGMD2A | 253600 | 15q915.1 CAPN3 Kalpain 19
LGMD2B | 253601 | 2p13 DYSF Disferlin 20, 21
LGMD2C | 253700 | 13g12 SGCG Gama-sarkoglikan 22
LGMD2D | 608099 | 17912-9q21.33 | SGCA Alfa-sarkoglikan 23
LGMD2E | 604286 | 4912 SGCB Beta-sarkoglikan 24
LGMD2F | 601287 | 5g33 SGCD Delta-sarkoglikan 25
LGMD2G | 601954 | 17g11-gq12 TCAP Titin-kap 26
LGMD2H | 254110 | 9gq31-q34 TRIM32 Tripartite motif-containing 32 27
LGMD2l | 607155 | 19913.3 FKRP Fukutin-iligkili protein 28
LGMD2J 608807 | 2g31 TTN Titin 29
LGMD2K | 609308 | 9g34.1 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 transferaz2 | 33
LGMD20 | 613157 | 1p34 POMGnNT1 | Protein O-bagli mannoz betal,2 | 34
N-asetil glukozaminiltransferaz 1
LGMD2P | 613818 | 3p21.31 DAG1 Alfa-distroglikan 35
LGMD2Q | 613723 | 8924.3 PLEC-1f Plektin izoform 1f 36
LGMD2R | 615325 | 2035 DES Desmin 8
LGMD2S | 615356 | 4g35.1 TRAPPC11 | Trafficking protein partikdl 9
kompleksi, alt Gnite 11
LGMD2T | 615352 | 3p21.31 GMPPB GDP-mannoz pirofosforilaz beta | 10

Fenotip ile genotip arasinda korelasyonun kurulabilmesi icin, LGMD2'den
sorumlu yeni mutant genlerin ve yeni patojenik varyasyonlarin tespit edilmesi ¢ok
blyik 6nem tasimaktadir. Yeni genlerin bulunmasi, LGMD2'nin etiyolojisinin ve
patofizyolojisinin aydinlatiimasinin yaninda, kas dokusunun normal islevinin
anlasiimasi icin de oldukca degerlidir. Glinimiizde kas islevi ile iliskili yeni genler
tanimlandikca, kas distrofileri ile ilgili in vitro ve in vivo gen tedavi yaklasimlarinin
arastiriimasi biyik bir ivme kazanmistir (37-39). Bu nedenle mutant gene 6zgil ve

ardindan bireye 0zgul tedavi vyaklasimlarinin gelistirilebilmesi icin heniz




tanimlanmamis mutant genlerin tanimlanmasi son derece 6nemlidir.

2.2. Tek Gen Hastaliklarindan Sorumlu Mutant Genlerin Tanimlanmasi

Hastaliklardan sorumlu mutant genlerin tanimlanmasinda yararlanilan iki
temel yaklasim bulunmaktadir: isleve dayali klonlama yaklasimi ve pozisyona dayali
klonlama yaklasimi (12, 40). Kaltsal bir hastaligin olusumundan sorumlu mutant
genin kromozomdaki yerlesimi bilinmeksizin, gen GrlinlGniln islevi ve hastalik ile olan
baglantisi hakkinda ipucu niteliginde olan bilgilerin olmasi durumunda, isleve dayali
klonlama stratejisi uygulanabilmektedir (40). Bu yol ile tespit edilen aday genlerdeki
bir degisikligin gen islevi Gzerindeki etkisi ve hastalik ile iliskisi arastirilabilmektedir.

Pozisyona dayali klonlama yaklasimi, hastaliktan sorumlu olabilecek mutant
gene ait herhangi bir islev bilgisi olmaksizin sadece kromozomdaki yerlesiminin
tespit edilmesi ile genin tanimlanmasina dayali bir stratejidir (11, 12, 41). Bu amagla
olabildigince dar bir aday kromozom bolgesi belirlenir ve bu bolgedeki aday
genlerde mutasyon taramasi yapilir. Glinimiizde aday kromozom araliginin tespiti
icin iki alelik olan tek nikleotid polimorfizmlerinin (SNP) genom boyu analizi tercih
edilmektedir (42). insan genomunda yaklasik 300 baz ciftinde bir SNP’nin bulunmasi
ve kromozomdaki yerlesimlerinin bilinmesi, tim genomu kapsayan haritalarin
olusturulmasini saglamistir (43, 44). Gelistirilmis ylUksek ¢o6zUnUrlikli SNP ¢ip
(microarray) sistemlerinin bir bireyde 10.000 ile 1.000.000 SNP’nin ayni anda
incelenmesini mimkin kilmasi, bu teknolojinin olduk¢a giicli bir genotipleme araci
olarak yillardir kullanilmasini saglamistir (45).

Genetik hastaliklardan sorumlu genetik faktorlerin  kromozomdaki
yerlesiminin belirlenmesi gen haritalamasi olarak adlandirilmaktadir (11). Kalitsal bir
hastaliga neden olan gen/genlerin bulunmasi icin 6ncelikle hastaligin genetik acidan
dogru modellenmis olmasi gerekmektedir. Bu nedenle ilk asama, aile agacinin
incelenmesi ile kalitim modelinin belirlenmesi asamasidir. Genetik modellemenin
dogru vyapilmasi, hastalik geni haritalamasinin etkinligini, ileri asamalarda
uygulanacak analiz yaklasimlarini belirleyerek dogrudan etkilemektedir (11).

Tek gen hastaliklarinda kullanilan gen haritalama yontemi temel olarak



baglanti analizidir (11, 12). Baglanti analizi yaklasimi, aile agaglarindan elde edilen
kalitim bilgileri kullanilarak mutant hastalik alelinin gesitli genetik belirtecler (genetic
marker) ile birlikte kahtilma olasiiginin hesaplanmasina dayahdir. Genetik
belirteglerin kromozomdaki pozisyonlari kullanilarak, onlarla en siki baglantiyi veren
yani en yakin yerlesimli lokuslar tespit edilebilmektedir. Baglanti analizinde baglanti
ve yakinlk derecesi rekombinasyon orani ile él¢iilmektedir. Rekombinasyon oraninin
sifir olmasi, kullanilan genetik belirtecler ile hastalik arasinda siki bir baglantinin
oldugu ve kusaklar boyu beraber kalitildiklari anlamina gelmektedir.

Calisilan hastaligin aile icindeki kalitim modelinin bilinmesi durumunda,
parametrik (model bagimh) baglanti analizi yontemi tercih edilmektedir (11, 46).
Ancak bu yaklasimin etkin olabilmesi icin, birkag kusakli genis aileler ile ¢alisilmasi ve
kalitim kalibi, mutasyonun toplumda gorilme frekansi ve bireylerin hastalig
fenotipe yansitma orani (penetrans) gibi birtakim parametrelerin bilinmesi
gerekmektedir (11, 12). Parametrik baglanti analizinde, ilgilenilen hastalik lokusu ile
kullanilan genetik belirtegler arasindaki genetik baglantinin derecesi LOD skor olarak
ifade edilmektedir (47). Analiz esnasinda her bir kromozom icin LOD skor degeri
hesaplanmaktadir ve genel olarak 3 ve Ustl degerleri genetik baglantiyr anlamh
kilmaktadir (47).

Kompleks hastaliklarda oldugu gibi hastalik hakkinda herhangi bir kalitim
modeli 6ngorilemediginde, parametrik olmayan (modelden bagimsiz) iliskilendirme
calismalari yapilmaktadir (11, 12). Bu tlr analizler, genis ailelerin kullanimi yerine
vaka-kontrol ya da kohort arastirmalari olarak yiritilmektedir. Hastalik ile genetik
belirtec alelleri arasindaki iliski, vaka ve kontrol toplumundaki anlamli alel frekansi

farkhliklari hesaplanarak gosterilmektedir (11).

2.3. Homozigotluk Haritalamasi

Otozomal resesif kalitilan hastaliklardan sorumlu mutant genlerin
tanimlanmasinda en ¢ok kullanilan yontem homozigotluk haritalamasidir (13). Bu
yaklasim gendeki homozigot mutasyonun ortak bir atadan, anne ve baba araciligi ile

gelmesine, yani 'identical by descent' olmasina dayalidir. Homozigot mutasyonun



etrafindaki genetik belirteglerin lokusa yakin olduklari igin rekombinasyonla ayrilma
ihtimallerinin dusik oldugu ve mutasyon ile birlikte kalitildigi varsayimi yapilir.
Bireylerin tim genomu polimorfik belirtegler ile tarandiktan sonra sorumlu mutant
gen hastalara 6zgul olan homozigot haplotiplerde aranir. Sonug olarak tespit edilen
kromozom araliginda bulunan tiim genler arasindan hastalik ile iliskileri agisindan
onceliklendirilen aday genlerde DNA dizi analizi ile mutasyon taramasi yapilmaktadir.

Bu yaklasimda, akraba evliligi durumunda rekombinasyon ile mutant resesif
alellerin bir araya gelme olasiligl arttigi icin, akraba evliliginin gorildigu aileler
biyik 6nem tasimaktadir. Unutmamak gerekir ki, tim bireylerin genomunda dogal
rekombinasyon olaylari sonucunda olusmus 100-500 kb uzunlugunda homozigot
haplotipler yaygin olarak gozlenmektedir (48, 49). Akraba evliliginin oldugu ailelerde,
hastaliktan sorumlu mutasyonun uzun homozigot haplotiplerde yer almasi
beklenmektedir. Net bir kriterin olmamasi ile birlikte, anne ve babanin birinci
dereceden akraba olduklari durumlarda, en az 4-5 Mb uzunlugundaki homozigot
bloklar risk faktori tasima yoniinden anlamli kabul edilmektedir (49). Fakat koken
aldigi toplum ya da akraba evliligi derecesi gibi faktérlere gore homozigot
haplotiplerin uzunluklari ¢ok degisken olabilmektedir. Hastanin ebeveynleri
arasindaki akrabalik derecesi ne kadar wuzak olur ise, nesiller arasindaki
rekombinasyon olaylari o kadar artmis olur ve mutant genin yer aldigi homozigot
haplotipin dar olmasi beklenir. Yapilan bir ¢alismada hastaliktan sorumlu lokusun
sadece 0,9 Mb uzunlugundaki bir homozigot haplotipte yer aldigi bulunmustur (50).

Bununla beraber, c¢alisilan ailede az sayida hasta bireyin olmasi, haritalama
sonucunda ortaya ¢ikan homozigot haplotiplerin cok sayida olmasina ya da bircok
aday gen icermesine neden olup, sorumlu mutasyonun tespitini
glclestirebilmektedir. Buna ek olarak, hastalik ile iliskili varyasyonun bilesik
heterozigot halde bulunmasi, homozigotluk haritalamasi yontemi ile tespit
edilmesini zorlastirmaktadir (51). Diger yandan akraba evliliginin oldugu bir aile
icerisinde lokus ya da alelik heterojenitenin olmasi durumunda homozigotluk
haritalamasi yanls sonuglar verebilmektedir (52).

Son vyillarda otozomal resesif kalitilan hastaliklara neden olan genlerin



tanimlanmasinda homozigotluk haritalamasi eksom dizileme vyaklasimi ile
birlestirilerek uygulanmaktadir (53-55). En sik uygulanan yaklasim, eksom dizileme
ile elde edilen tim varyantlarin arasindan, homozigotluk haritalamasi ile belirlenen
homozigot haplotiplerin igerisinde yer alan varyantlara odaklaniimasi seklindedir

(54).

2.4. Aday Gen Belirleme

Hastalik fenotipi ve aile agaci bilgileri dogrultusunda uygulanan dogru
yaklasim sonucunda belirlenen kromozom araliginda/araliklarinda yerlesim gosteren
tim genler ve ozellikleri gesitli veri bankalari (NCBI-Map Viewer, Ensembl Genome
Browser, GeneCards vs.) kullanilarak arastiriimaktadir. Bu sekilde, bu genlerin
hastalik ile iliskili aday gen olma ihtimalleri incelenmektedir (56).

Oncelikle aday genlerin bilinen herhangi bir/birka¢ hastalik ile iligkisinin olup
olmadigi tespit edilmelidir. Daha sonra, aday genin farkli dokulardaki ifade dizeyi
arastinilmalidir. Hastalik fenotipinin gozlendigi doku/dokularda genin ifade olmasi
beklenmektedir. Ayrica dokuya 6zgiil izoformlarinin olup olmadigi tespit edilmelidir.
Bir ¢ok genin birden fazla dokuda benzer ifade diizeylerine sahip olmasi, gen
ifadesinin genin islevi hakkinda yeterince bilgi verici olamamasina neden
olabilmektedir. Bu nedenle, aday gen urlninidn tanimlanmis islevleri, gorev aldigl
yolaklar ve etkilesimde oldugu proteinler arastiriimahdir.

Aday genin henilz tanimlanmis bir islevinin bulunmamasi durumda,
karsilagtirmali genomik yaklasimi kullanilabilmektedir (57). Aday genin tiirler arasi
yapisal ve/veya islevsel korunmusluga sahip olmasi, genin 6nemli bir islevi olduguna

isaret etmektedir.

2.5. Mutasyonun Saptanmasi

Aday gen belirlendikten sonra, ilk olarak DNA dizi analizi ile gendeki
varyasyon tipi (yanhs anlamli, anlamsiz, sessiz, vs.) belirlenmelidir. Bulunan
varyasyonun aile ici kalitimi izlenip, gozlenen kalitim kalibi ile uyumlu olmasi

beklenmektedir. Otozomal resesif kalitilan bir hastalikta ailede akraba evliliginin
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goriilmesi durumunda, hasta bireyde mutasyonun yiksek olasilikla homozigot olarak
bulunmasi, anne ve babada ise mutasyonun tek bir alelde tasinmasi (heterozigotluk)
gerekmektedir. Ailedeki diger saglikli bireyler ise mutant aleli heterozigot olarak veya
normal aleli homozigot olarak tasiyor olmalidirlar. Daha sonra, aday gende tespit
edilen bu varyasyonun bilinen bir polimorfizm olup olmadigini kontrol etmek amaci
ile, cesitli veri bankalari (dbSNP veri bankasi, HapMap ve 1000 Genomes proje
sonuglari) incelenmelidir. Ayrica, bu varyasyonun, varyasyonun tespit edildigi bireyin
ait oldugu popilasyonun saglikli bireylerinde de taranmalidir. Mutasyonun tipine
bagl olarak degismekle birlikte ortalama 100 alel incelenmelidir ve varyasyonun
patojenik niteligi gosterilmelidir: %1'den az ise patojenik varyasyon, yiksek ise
nonpatojenik varyasyon olarak tanimlanmaktadir. Belirlenen varyasyonun 6zgulligi
ve kalitimi arastirildiktan sonra, hastaliktan sorumlu olmasina neden olabilecek
patojenik etkisi incelenmelidir (56). Mutasyonun RNA ve protein dizeyindeki
etkilerinin  belirlenmesi amaciyla in vitro ve in wvivo islev analizleri

gerceklestirilmelidir.

2.6. Amag

Gerceklestirilen ylksek lisans tez c¢alismasi kapsaminda, klinik ve
histopatolojik degerlendirmeler sonrasinda LGMD2 tanisi konmus fakat daha once
tanimlanmis LGMD2 lokuslarina baglanti gostermedigi 50K SNP genotipleme
(yayinlanmamis veri) ile belirlenmis dort aile incelenmistir. Akraba evliliginin
gorildiugl bu ailelerde sirasi ile 3 hasta (A ailesi), 2 hasta (B ailesi) ve birer hasta (C
ve D aileleri) bulunmaktadir. Yiiksek ¢ozlintrlikliG 250K Nspl SNP cipleri ile genom
boyu genotipleme verileri kullanilarak homozigotluk haritalamasi yaklasimi ile
hastalarda homozigot haplotiplerin tespit edilmesi ve hastaliktan sorumlu yeni bir
kromozom araliginin belirlenmesi arastirmanin amacini olusturmustur. A ve B
ailelerinde birden fazla hasta bireyin bulunmasi, aday bdlgenin daraltilabilmesi
acisindan, ilk asamada analizlerin dnceliginin bu ailelere verilmesini gerektirmistir. A
veya B ailelerinden birinde aday bir kromozom bélgesinin tespit edilmesi

durumunda, hastaliktan sorumlu lokusun birden fazla ailede ortak olabilme olasilig
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gbz 6nlinde bulundurulmustur. Bunun icin, diger ailelerdeki hasta bireyler yeni bir
kromozom bdlgesinin tanimlandigi aile ile birlikte analiz edilip ortak homozigot
haplotiplerin olup olmadiginin test edilmesi planlanmistir. Analizler sonucunda
belirlenen kromozom araliginda/araliklarinda bulunan tiim genlerin hastalik ile iliskili
olma ihtimalleri cesitli veri bankalari araciligi ile incelenmistir. Secilen aday genler
DNA dizi analizine alinarak hastaliktan sorumlu olabilecek varyasyonlar yéniinden
arastirllmisti. Bu calisma sonucunda, A ailesinde hastaliktan sorumlu gen

(TOR1AIP1') DNA, RNA ve protein diizeyinde yapilan analizler ile saptanmistir.

' Bu tez calismasinda, “TOR1AIP1” geni ve transkripti, “LAP1B” kodlanan proteini ifade etmek i¢in
kullanilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Bireyler ve Geregler

3.1.1. Galigmada incelenen aileler

Yuksek lisans tez calismasi kapsaminda otozomal resesif kalitim gosteren
limb-girdle kas distrofisi tanisi almis ve akraba evliligi gorilen toplam 4 aile ile
calisiimistir. A ailesi ¢ hasta birey (1V:2, IV:5 ve IV:7), B ailesi iki hasta birey ( IV:3 ve
IV:4), C ve D aileleri ise birer hasta bireyden (sirasi ile IV:1 ve 1V:1) olusmaktadir (Bkz.
Sekil 1.1).

Hastalarin klinik ve patolojik degerlendirmeleri Hacettepe Universitesi Tip
Fakiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dal Pediatrik Noroloji Bilim Dali ve
Pediatrik Patoloji Unitesinde (A-D aileleri) ve istanbul Universitesi Tip Fakdltesi
Noroloji Anabilim Dali'nda (A ailesi) yapilmistir.

Yapilan tim calismalar, ailelerden "Bilgilendirilmis Onam Formu'" ve
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'nun onayi
alinarak (16.02.2012 tarihli 2012/01, Karar no: TBK 11/11-02) gercgeklestirilmistir
(Bkz. EK 1).

3.1.2. Homozigotluk haritalamasi

250K Nspl SNP genotipleme c¢alismasina alinan bireyler:
- A ailesinde 11I:1, 11I:2, 1V:2, IV:5 ve IV:7 nolu bireyler.

- B ailesinde llI:1, 1ll:2, 1V:2, IV:3 ve IV:4 nolu bireyler.

- Cailesinde IlI:1, 1lI:2, IV:1 ve IV:3 nolu bireyler.

- D Ailesinde llI:1, lll:2, IV:1 ve IV:2 nolu bireyler.
VIGENQOS (Visual Genome Studio) yazilimi (Hemosoft).

3.1.3. Primer dizilerinin olusturulmasi
Tez calismasinda kullanilan primer dizileri Primer3 Input (version 4.0.0) ve

NCBI-Primer BLAST programlari ile tasarlanmistir.
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3.1.4. Polimeraz zincir reaksiyonu

Taq DNA polimeraz, 5U/ul (Fermentas)

10x Tag Tamponu (NH,),50, iceren MgCl,icermeyen (Fermentas)

MgCl,, 25 mM (Fermentas)

dNTP karisimi, 2,5 mM

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

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (AppliChem)

GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)

PZR Urlnlerinin saflastirilmasi icin Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, A9282) kiti kullaniimistir.

3.1.5. DNA agaroz jel elektroforezi

Agaroz, molekiiler biyoloji kullanimi safliginda (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
Na,EDTA, 0,5M: 100 ml 1 mM

dH,0 ile 1000 ml’ye tamamlanmustir.

Yukleme tamponu (6X):

Gliserol: 5,5 ml
1xXTAE tamponu: 4,5 ml
Orange G boya (Merck): 0,01 gr
Etidyum bromdr (Sigma): 10 mg/ml distile su

100 baz cifti DNA molekiler agirlik 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/ul

Sodyum asetat, 3M, pH 5

Etanol, %100 ve %70

Hi-Di Formamid (Applied Biosystems, 4311320)



3.1.7. cDNA sentezi
RNase Zap (Ambion, AM9780)
cDNA sentezi igin "QuantiTect Reverse Transcription" kiti (Qiagen, 205311)

kullantimistir.

3.1.8. Kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

SYBR Green JumpStart Taq ReadyMix MgCl, icermeyen (Sigma, S5193)
MgCl,, 25 mM (Fermentas)

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

Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science)

3.1.9. Protein izolasyonu ve miktar tayini

- 1X Koruyucu Tampon, pH 7,4:

Tris HCI, 0,5M pH 6,8: 0,625 ml
EDTA, 0,5 M: 0,050 ml
SDS, %20: 2,500 ml
dH,0: 1,825 ml
Proteaz inhibitori tablet: % adet

Toplam: 5,000 mL

- VibraCell sonikator (Sonics & Materials Inc)
- Dokulardan izole edilen protein miktari Pierce BCA Protein Assay (Thermo

Fisher Scientific Inc., 23227) kiti kullanilarak belirlenmistir.

3.1.10. SDS poliakrilamid jel elektroforezi
- SDS poliakrilamid jel:
Akrilamid-bisakrilamid karisimi, %30
Tris Baz, 1M pH 8,8
Tris Baz, 1M pH 6,8
Sodyum dodesil sulfat (SDS), %10
Amonyum persiilfat (APS), %10
Temed

dH,0

14
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- izopropanol

- Yikleme Tamponu:
NuPAGE Sample Reducing Agent, 10X (Invitrogen, NP0O004)
NuPAGE LDS Sample Buffer, 4X (Invitrogen, NPOOOS8)

- 1X YurGtme Tamponu, pH 8,6: Son konsantrasyon
Tris baz: 3,02¢g 25 mM
Glisin: 1l44¢g 192 mM
SDS: 1g %0,1

dH,0 ile 1000 ml'ye tamamlanmistir.
- Protein agirhk 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

- Nitroselliloz membran, 0,45 um kalinliginda (Thermo Scientific)

- Whatmann kagidi

- 1X Transfer Tamponu, pH 8,3: Son konsantrasyon
Tris baz: 582¢g 48 mM
Glisin: 293¢ 39 mM
SDS: 0,37¢g 1mM
Metanol: 200 ml %20

dH,0 ile 1000 ml'ye tamamlanmistir.

- Trans-Blot™ SD Semi-Dry Transfer Cell cihazi

- 1X Tuzlu Tris tamponu (TBS), pH 7,6: Son konsantrasyon
Tris baz: 6,1g 50 mM
NaCl: 9¢g 154 mM

dH,0 ile 1000 ml'ye tamamlanmistir.
- Yikama Tamponu (TBS-T), %0,05:

1x TBS: 1000 ml

Tween 20 (Sigma): 500 pl
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- Bloklama Cozeltisi:
Sat tozu: 0,5g
TBS-T, %0,05: 10 ml
- Primer Antikor: rabbit anti-LAP1 (Dr. William T. Dauer, Michigan
Universitesi, ABD).
- Sekonder Antikorlar: goat anti-rabbit 1gG (H+L) horseradish peroksidaz
(HRP) isaretli sekonder antikor (Molecular Probes)
- Esit yikleme kontroli icin: horseradish peroksidaz (HRP) isaretli anti-beta
aktin (Abcam)
- Coomassie Brilliant Blue, Ponceau S ¢ozeltisi (Sigma)
- Boya cikarici (destaining) ¢ozelti:
Glasiyal asetik asit: 35 ml
Metanol: 100 ml
dH,0 ile 500 ml'ye tamamlanmuistir.
- Goriuintlleme: ChemiFast Kemiliminesans Subtrat kiti (Syngene) ve

GeneGnome5 kemiliminesans goriintileme cihazi (Syngene).

3.1.12. immiinfloresan 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

ProlLong Gold Antifade Reagent (Invitrogen, P36930)

Pappen

Leica DMIL floresan mikroskop
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3.2. Yontemler

3.2.1. Homozigotluk haritalamasi

Ailelerde VIGENOS (Visual Genome Studio) yazihmi (Hemosoft, Ankara)
kullanilarak homozigotluk haritalamasi ¢alismasi yapilmistir. Bunun igin GeneChip
Human Mapping 250K Nspl Array (Affymetrix) gipleri ile genom boyu genotipleme
calismasindan elde edilen genotip verileri kullanilmistir. Cip verilerinin glvenilirligi
SNP Call Rate oranlari incelenerek kontrol edilmistir.

Homozigotluk haritalamasi icin “Aile agaci Dosyasl” ve “Genotipleme
Dosyasl” olmak Uzere iki farkli dosya kullanilmistir. Ayrica analiz komutlarinin
belirtildigi “Model DosyasI”, otozomal resesif kalitim modeline uygun bir sekilde

dizenlenmistir.

Aile agaci dosyasi
Her bir aile i¢in ayri hazirlanan aile agaci dosyasi ¢ip, oOrnek, aile ve
anne/baba kimlikleri (aile agacinda yer almiyor ise 0), cinsiyet (F: Kadin, M: Erkek) ve

hastalik durumu (U: Saglikh, A: Hasta) bilgilerini barindirmaktadir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. A ailesine ait aile agaci dosyasi.

Cip Adi | Ornek_ID | Aile_ID | Baba_ID | Anne_ID | Cinsiyet | Hastalik 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 dosyasi

Her bir bireye ait ¢ip bilgileri GeneChip Scanner (Affymetrix) cihazinda
taranmis ve SNP genotip bilgileri GTYPE (Affymetrix) yazilimi kullanilarak .chp
uzantili ¢ip dosyalari halinde elde edilmistir. Bu dosyalar VIGENOS yazilimina
aktarilmistir.

VIGENOS programi, kapsamli ve yliksek miktardaki genotip verisinin kolay

goriinebilir ve incelenebilir hale getiriimesine olanak saglamaktadir (36, 58, 59).
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Bunun icin, aile agaci ve model dosyalarinda belirtilen hasta bireylerden biri, genom
boyu haplotiplerin kurulmasi icin referans birey olarak secilmektedir. Referans birey
ile ayni olan homozigot genotipler (referans: AA, diger birey: AA) mavi renk ile, karsi
alellerden olusan homozigot genotipler (referans: AA, diger birey: BB) beyaz renk ile
ve heterozigot genotipler (referans: AA, diger birey: AB) turuncu renk ile
gosterilmistir. Buna ilaveten, bilgi verici olmayan SNP genotipleri (6rnegin baba: AB,
anne: AA, referans: AB, diger hasta: AB) sari renk ile, ve eksik bir SNP genotip bilgisi

gri renk ile ifade edilmistir.

3.2.2. Aday gen belirleme

Homozigotluk haritalamasi calismasi ile tespit edilen kromozom araligi/
araliklarindaki tim tanimlanmis ve tanimlanmamis gen dizileri incelenip, kas
distrofisi fenotipi ile iliskili olma ihtimalleri asagida belirtilen veri bankalari aracilig
ile arastinlmistir.

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

veri bankalari ile kromozom araliginda yer alan tim diziler belirlenmistir (60,

61).

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

aday genlerin bilinen islevleri ve ifadeleri bulunan doku/dokular

belirlenmistir (62).

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

aday genlerin bilinen herhangi bir hastalik ile iliskileri olup olmadigi

belirlenmistir (63, 64).

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

Urlinlerinin aminoasit dizileri, islevsel bolgeleri ve etkilesimde olduklari diger

proteinler belirlenmistir (65, 66).

3.2.3. Aday gen TOR1AIP1 igin yapilan PZR ve DNA dizi analizi ¢galismalari
A ailesinde aday olarak secilen TOR1AIP1 (NM_015602.3) genine ait 10
kodlanan ekson icin Primer3 Input (versiyon 0.4.0) ve NCBI-Primer BLAST

programlari  kullanilarak amplifikasyon primer dizileri tasarlanmistir. PZR
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calismasinda TOR1AIP1 geninin 1. eksonu iki parcaya (1a ve 1b), 10. eksonu dort

parcaya (10a, 10b, 10c ve 10d) boélinerek analiz edilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. TOR1AIP1 primer dizileri.

Ekson | Primer Forward Primer Reverse Uriin
(bg)
la 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 | 51 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

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

TOR1AIP1 PZR calismasi

Son konsantrasyon

10X Tag Tamponu: 5ul 1X
MgCl, (25 mM): 3ul 1,5 mM
dNTP karisimi (2,5 mM): 2 ul 0,1 mM
Primer F (20 pmol/ul): 2 ul 0,8 pmol
Primer R (20 pmol/ul): 2 ul 0,8 pmol
DNA: 1l

Taq Polimeraz (5U/ul): 0,2 ul 0,02 U
dH,0: 34,8 ul

Toplam: 50 ul




Reaksiyon kosullari

94 °C 5 dk.
94 °C 30 sn.
55°C 15 sn.
72°C 45 sn.
72°C 3 dk.
4°C o0

Ekson 1b ve 7

10x Tag Tamponu: 5ul
MgCl; (25 mM): 3l
dNTP karisimi (2,5 mM): 2 ul
Primer F (20 pmol/ul): 2 ul
Primer R (20 pmol/ul): 2 ul
DNA: 1ul
Taq Polimeraz (5U/ul): 0,2 ul
DMSO: 5ul
dH,0: 29,8 ul
Toplam: 50 ul

Reaksiyon kosullari

95 °C 5 dk.

95 °C 30sn. )
59-53 °C 30sn. (~x7*
72°C 30 sn.

95 °C 30sn. )

55 °C 30sn. ~x23
72 °C 30sn. _J
72°C 3 dk.

4°C 0

20

Son konsantrasyon
1X

1,5 mM

0,1 mM

0,8 pmol

0,8 pmol

0,02U
%10

* Her donglide annealing sicakligi 1 °C duslrilerek touchdown PZR yapilmistir.
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Ekson 10a Son konsantrasyon
10x Tag Tamponu: 5ul 1X

MgCl, (25 mM): 3ul 1,5 mM

dNTP karisimi (2,5 mM): 2 ul 0,1 mM

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

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

DNA: 1ul

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

dH,0: 34,8 ul

Toplam: 50 ul

Reaksiyon Kosullari

94 °C
94 °C
56 °C
72°C
72°C
4°C

5 dk.

30 sn.

30 sn. x 35
45 sn.

3 dk.

o0

PZR iirlinlerinin saflastiriimasi

PZR drinleri Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) Kkiti

kullanilarak asagida belirtilen protokol uygulanarak saflastirilmistir.

45 pl miktarindaki PZR drinlerinin Uzerine esit miktarda (45 ul)
Membrane Binding cozeltisi eklenmistir. Her bir 6érnegin tamami SV
Mini Kolonlara aktarilip 1 dk. oda sicakhginda bekletilmistir.

Ornekler 16.000 g’de 1 dk. cokeltiimis ve DNA'nin membrana
baglanmasi saglanmistir. Kolondan siiziillip toplama tlpinde biriken
sivi atilmistir.

Her kolona 700 pl Yikama ¢ozeltisi eklendikten sonra érnekler 16.000
g’'de 1 dk. ¢okeltilmistir. Kolondan siizlilip toplama tipilinde biriken

sivi atilmistir.
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Her kolona 500 pl Yikama ¢ozeltisi eklendikten sonra 6rnekler 16.000
g'de 5 dk. cokeltilip tekrar yikanmistir. Kolondan sizilip toplama
tupinde biriken sivi atilmistir.

Yikama ¢o6zeltisinde bulunan etanoliin tamamen uzaklastirilmasi igin
ornekler 16.000 g’de 1 dk. daha ¢okeltilmistir.

Her bir kolon temiz bir eppendorf tiipline yerlestirilip 50 pl nikleazsiz
su eklenerek 1 dk. oda sicakhginda bekletilmistir. Ornekler 16.000
g'de 1 dk. ¢oktlrtlmistir.

Saflagtirilmis  PZR  Urlnlerinin  nanospektrofotometrik  &lglimleri

NanoDrop ND-1000 cihazinda gergeklestirilmistir.

DNA dizi analizi icin reaksiyon kosullari Son konsantrasyon
3.1 BigDye Terminator: 2
5X Reaksiyon Tamponu: 4 ul 1X
Primer Forward ya da Reverse (3,2 pmol/ul): 1l 0,16 pmol
DNA (40 ng/ul): 1l
dH,0: 12 ul
Toplam: 20 ul

Reaksiyon Kosullari

94 °C
94 °C
50 °C
60 °C
60 °C
4°C

5 dk.

15 sn.

15 sn. x 25
4 dk.

1 dk.

o0

DNA dizi analizi reaksiyon iiriinlerinin saflastirilmasi

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

eklenmistir. Eppendorf tlplerine aktarildiktan sonra, 6rnekler bir gece boyunca -

20 °C’de saf etanol iginde bekletilmistir. Maksimum hizda 30 dk. ¢oktirilmis
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orneklerin Gst fazi atilmis ve Uzerilerine %70 etanol eklenmistir. ikinci maksimum
hizda 30 dk. ¢oktliirme isleminin ardindan, Ust faz atilmis ve DNA 6rneklerinden
olusan peletin kurumasi saglanmistir. Ornekler 20 pl Hi-Di Formamid iginde
cozilerek, 94 °C’de 10 dk. denatire edilmistir.

DNA dizi analizi sonuglari Chromas (versiyon 2.4.1) programi ile incelenmistir.

3.2.4. cDNA sentezi

A ailesinden 1V:2 nolu hasta bireyden daha 6nce tani amaglh alinan kas
biyopsisinin bir kismindan RNeasy Fibrous Tissue MiniKit (Qiagen) kiti kullanilarak
RNA elde edilmistir. izole edilen RNA miktari belirlendikten sonra, RNA'dan cDNA
sentezi QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Kullanilan malzemeler RNase Zap ve %0,1’lik DEPC ile ribonikleazlardan

arindirilmistir.

Genomik DNA Wipeout reaksiyonu: Son konsantrasyon
7X gDNA Wipeout Tamponu: 2 ul 1X

Kalip RNA: 7,5 ul 500 ng/ul

RNase free dH,0: 4,5 pl

Toplam: 14 ul

Ornek 42 °C’de 5 dk. bekletilmistir.
Ornege asagida belirtildigi gibi hazirlanmis 6 pl Revers Transkripsiyon Karisimi
eklenmistir (toplam 20 pl) ve belirtilen kosullarda Gene Amplification PCR System

9700 (ABI) cihazinda inkiibe edilmistir.

Revers transkripsiyon karisimi:

Quantiscript RT: 1l
5X Quantiscript RT Tampon: 4 ul
RT Primer Karisimi: 1l

Toplam: 6 ul
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42 °C - 30 dk.
95 °C- 5 dk.
4°C-o0

Sentezlenen cDNA nikleazdan arindirilmis dH,0 ile % oraninda sulandiriimistir.

3.2.5. Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

TOR1AIP1 transkriptinin c.186delG mutasyonuna bagh olarak kontrol kas
dokusuna oranla hasta kas dokusunda ifade diizeyinin nasil etkilendigini belirlemek
amaciyla kantitatif gercek zamanli PZR (kGZ-PZR) calismasi yapilmistir. TOR1AIP1
geninin 1. ekson bodlgesine 6zgul forward primer ve 2. eksonuna 6zgll reverse

primer tasarlanmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Kantitatif gercek zamanli PZR primer dizileri.

Gen Primer Forward Primer Reverse Uriin (bg)
TOR1AIP1 | 5'-GAAATGAAGACGCGAAGGAC-3' 5 -GAGCCTCTTGTATGCTCCTGA-3' 190
ACTB 5'-CGCAAAGACCTGTACGCCAAC-3' 5'-GAGCCGCCGATCCACACG-3' 164

Calismada A ailesinden IV:2 nolu hasta bireyin cDNA 6rnegi ve kontrol cDNA
ornegi Ucliu tekrar halinde kullanilmistir. Normalizator gen olarak ACTB kullanilmistir.
Kontrol ve hasta cDNA’lari kullanilarak ACTB ve TOR1AIP1 amplifikasyon
reaksiyonlari asagida belirtilen kosullarda Corbett Life Sciences Rotor-Gene 6000

cihazinda gergeklestirilmistir.

ACTB icin kGZ-PZR kosullari: Son konsantrasyon

SYBR Green JumpStart Taq ReadyMix MgCl, icermeyen: 5 ul

MgCl, (25 mM): 1,2 3 mM
Primer Forward (10 pmol/ul) 0,4 ul 0,4 pmol
Primer Reverse (10 pmol/pul): 0,4 ul 0,4 pmol
dH,0: 1l

cDNA: 2 ul

Toplam: 10 ul
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Reaksiyon kosullari

Denatiirasyon: 94°C 2dk.
Amplifikasyon: 94°C 15sn.
x40
59°C 60sn.
Erime: 72 °C’dan 95 °C’a, her asamada 1 °C artarak.
TOR1AIP1 icin kGZ-PZR kosullari: Son konsantrasyon

SYBR Green JumpStart Taq ReadyMix MgCl, icermeyen: 5 pl

MgCl, (25 mM): 1,2 ul 3 mM
Primer Forward (5 pmol/ul): 0,4 pl 0,2 pmol
Primer Reverse (5 pmol/ul): 0,4 pl 0,2 pmol
dH,0: 1ul

cDNA: 2 ul

Toplam: 10 pl

Reaksiyon kosullari

Denatlirasyon: 94 °C 2dk.
Amplifikasyon: 94°C 5sn.
58°C 10sn. x40
72°C  15sn.
Erime: 72 °C’dan 95 °C’a, her asamada 1 °C artarak.

Elde edilen veriler, Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 yazilimi ile analiz
edilmistir. Standart dilusyonlar (1, 107, 102 ve 107) kullanilarak standart egri
olusturulmus ve AAC; yontemi ile goreceli kantitasyon hesabi yapiimistir (67). Ayrica
amplifikasyonun 6zgullGigu erime egrileri gizilerek ve amplifikasyon Urinleri TAE ile
hazirlanmis %3’lik agaroz jel elektroforezinde yuratilerek dogrulanmistir. Hasta ve
kontrolde TOR1AIP1 transkriptinin goreceli ifadesi, ACTB ifadesine gbére normalize
edilerek hesaplanmistir. Deney (g kere tekrar edilerek, hasta kasi icin elde edilen (i¢

ayri TOR1AIP1 goreceli ifade degerlerinin ortalamasi alinmistir.
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3.2.6. Kontrol ve hasta dokularindan protein izolasyonu

A ailesinden IV:2 nolu hasta bireyden alinmis kas biyopsi materyalinden
protein izolasyonu yapilmistir. Herhangi bir patolojik bulgu géstermeyen (tani amagli
alinmis olan ancak normal histopatolojik bulgulara sahip) insan kas, karaciger ve
bobrek dokulari pozitif kontrol olarak kullaniimistir.

- -80 °C'de saklanan 2-3 mm® blyuklikteki doku ornekleri sivi azotta
¢6ziinmesi engellenerek porselen havanda doviliip toz haline
getirilmistir.

- Toz halindeki dokular eppendorf tliptine aktarilip tartiimis ve yaklasik 3
kati kadar Koruyucu Tampon ¢ozeltisi igerisine alinmistir.

- Ornekler 3 dk. 100 °C’de kaynar suda bekletilmistir.

- Ornekler buz izerine alinip sonikatér cihazinda 20 sn!lik sinyaller ile
ve %50 amplitiidde, homojen olana dek pargalanmistir.

- Parcalanan dokular +4 °C’de 10 dk. 14.000 rpm’de ¢oktlirtlmustir.

- Coken hiicre artiklari atilarak, proteinlerin bulundugu st faz yeni bir tlipe

aktarilmistir.

3.2.7. Protein miktar tayini

Dokulardan izole edilen proteinlerin miktarlari bicinchoninic acid (BCA)
yontemi ile BCA Protein Assay kiti kullanilarak tayin edilmistir.

Standart egri %1 SDS igerisinde BSA sulandirimlari halinde hazirlanan

standartlar kullanilarak cizilmistir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. BCA protein assay icin standart 6érneklerin sulandirim oranlari.

Standart | %1 SDS (ul) BSA (ul) Son Konsantrasyon (ug/ul)
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 érnekleri %1 SDS igerisinde 1:20 oraninda
seyreltilmistir. Calisma ¢ozeltisi (Working Reagent) 50A:1B oraninda A ve B ¢ozeltileri
kullanilarak hazirlanmistir. Her bir 6rnege 1 ml calisma ¢ozeltisi eklenmis ve 37 °C’ye
ayarh etlivde 30 dk. bekletilmistir.

NanoDrop ND-1000 cihazinda standartlar olcllerek standart egri cizilmis ve
izole edilen proteinlerin miktarlari sulandirim orani géz énlinde bulundurularak tayin

edilmistir.

3.2.8. Western blot ¢alismasi

SDS poliakrilamid jel elektroforezi
Proteinler iki katmanl (resolving ve stacking) jel sisteminde %10 SDS

poliakrilamid jel elektroforezi ile molekiler agirliklarina gére ayrilmistir.

%10 SDS Poliakrilamid Jel Resolving Jel  Stacking Jel Son konsantrasyon
dH,0: 2 ml 3,4 ml

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

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

Tris 1M pH 6,8: 0ml 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 camlari 3 kere etanol ile silindikten sonra,
dizenek hazirlanarak camlar arasina resolving jel dokulmistir. Stacking jel icin
birakilan 1 cm bosluga izopropanol homojen bir sekilde eklenerek jel ylizeyinin diiz
olmasi saglanmistir. Resolving jel polimerize olduktan sonra stacking jel dokilmis ve
tarak yerlestirilmistir. Jel tamamen katilasinca tarak cikartilmis ve jel Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell (Biorad) tankina yerlestirilmistir.

Her bir protein érneginden 40 pg kullanilmistir. Orneklere 1pl indirgeyici Ajan
ve 2,5 ul LDS Yikleme tamponu eklenerek, 6rnekler dH,0 ile 10 pul son hacimde

hazirlanmistir. 4 dk. 100 °C’lik kaynar suda bekletildikten sonra 6rnekler buz Ustiine
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alinmistir.

Jelin kuyucuklari temizlendikten sonra, molekiler agirhk belirteci (8ul) ve
ornekler yiklenmistir. 80 V’da 10 dk. boyunca 6rneklerin stacking/resolving jel
sinirinda toplanmalari saglandiktan sonra ornekler 150 V’da 3 saat boyunca

ayristiriimstir.

Yari-kuru (semi-dry) transfer

Elektroforez sonrasi stacking jel kesilip atilmistir. Resolving jel ve jel
boyutlarina gore hazirlanmis 1 adet nitroseliiloz membran ve 5 adet Whatmann
kagidi transfer tamponu igerisine alinmistir.

Semi-dry blotlama cihazinin (Biorad) plakalari distile su ve transfer tamponu
ile silindikten sonra, hava kabarcigi olusmasi engellenerek sirasi ile 3 adet
Whatmann kagidi, nitroselliloz membran, jel ve 2 adet Whatmann kagidi
yerlestirilmistir. Cihazin Ust plakasi kapatilarak 17 V’da 1 saat boyunca proteinlerin
jelden membrana transferi saglanmistir.

Transfer sonrasi membran Ponceau S ¢oOzeltisi ile boyanarak proteinlerin
jelden membrana transfer edilip edilmedikleri kontrol edilmistir. Ayrica, jel
Coomassie Brilliant Blue boyasinda 1 saat bekletildikten sonra, bir gece boyu
Destaining (boya giderici) cozeltisinde bekletilmis ve iskelet kasi oOrneklerinde
gozlenen miyozin protein banti internal esit yilkleme kontrol proteini olarak

kullaniimistir.

Hibridizasyon

Membran %0,05 TBS-T iginde %5 sit tozundan olusan bloklama g¢ozeltisi
icerisinde calkalayici Gzerinde 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir.

Primer antikor rabbit anti-LAP1 (Dr. William T. Dauer, Michigan Universitesi,
ABD) %0,05 TBS-T icinde %5 sit tozundan olusan sulandirim c¢ozeltisi icerisinde
1:2500 oraninda seyreltilmis ve membran {stlinde 16 saat boyunca +4 °C’de inkiibe
edilmistir. Membran yikama tamponu ile 3 kez 10 dk. yikanmistir.

Sulandirim ¢o6zeltisinde 1:3000 oraninda sulandirilmis IgG (H+L) horseradish

peroksidaz (HRP) isaretli goat anti-rabbit sekonder antikoru ile membran c¢alkalayici
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Uzerinde 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir. inkiilbasyon sonrasi yikama
tamponunda 3 kez 10 dk. yikama yapilmis ve baglanmayan antikorlar membrandan
uzaklastirilmstir.

Kontrol karaciger ve bobrek érnekleri igin esit yikleme proteini olarak beta-
aktin kullanilmistir. Membran yikandiktan sonra, 1:25000 oraninda seyretilmis HRP-
isaretli anti-beta aktin antikoru 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir.

Gorlintlileme c¢ozeltisi ChemiFast kemiliminesans kitinde bulunan A ve B
¢oOzeltilerinin 1:1 oraninda karisimindan hazirlanmistir. Karanlik ortamda membran
gorintileme karisimi ile 5 dk. inkibe edilmis ve GeneGnome kemilliiminesans

gorintileme cihazinda 10 sn'lik poz siireleri ile fotograflar gekilmistir.

3.2.9. immiinfloresan boyama
Hasta ve kontrol kas dokularinda LAP1B proteini yerlesimi, proteini luminal
bolgesinden taniyan rabbit poliklonal anti-TOR1AIP1 (Merck Millipore, 06-1001)
antikoru kullanilarak asagida belirtilen protokol izlenerek imminfloresan boyama
yontemi ile incelenmistir.
Kontrol ve A ailesinden IV:2 nolu hasta bireye ait lam Uzerine alinmis ve -
80 °C’da muhafaza edilen 7 um’lik iskelet kasi kesitleri kullaniimistir.
e Dondurucudan gikarilan kesitler 30 dk. oda sicakliginda kurutulduktan
sonra, dokularin etrafi Pappen ile isaretlenmistir.
e Dokular 10 dk. oda sicakliginda %4’lik PFA ¢ozeltisinde bekletilerek
dokunun lam Uzerine fiksasyonu saglanmistir.
e Fiksasyon sonrasi PFA uzaklastiriimis ve dokular 2 kez 5 dk. 1x PBS ile
yikanmistir.
e Dokular 10 dk. oda sicakhginda, 1x PBS icerisinde hazirlanmis %0,5
Triton X-100 permeabilizasyon ¢ozeltisinde bekletilmistir.
e Permeabilizasyon ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra, 3 kez 5 dk. 1x PBS
ile yikama yapilmistir.
e Preparatlar Gizerine 1x PBS iginde hazirlanmis %5 BSA (0,1 gr/ml)’dan
olusan Bloklama Cozeltisi 1 saat oda sicakliginda bekletilerek

uygulanmustir.
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e Primer antikor sulandirim ¢ozeltisi (1x PBS iginde hazirlanmis %5 BSA)
icerisinde 1:400 oraninda sulandiriimis ve 1 saat siire ile oda
sicakliginda preparatlar Gizerinde bekletilmistir.

e 3 kez5 dk. 1x PBS ile yikama yapilmistir.

e Sekonder antikor Alexa Fluor 488 Goat anti-rabbit IgG sulandirim
¢ozeltisi (1x PBS iginde hazirlanmis %5 BSA) icerisinde 1:500 oraninda
sulandirihp 1 saat sure ile oda sicakhiginda kesitler (zerinde
bekletilmistir.

e 3 kez5dk. 1x PBS ile yikama yapilmistir.

e (Cekirdek boyamasi 1x PBS ile 1:1000 oraninda seyreltilmis DAPI
¢Ozeltisi kesitler Uzerinde 1 dk. oda sicakliginda bekletilerek
yapimistir.

e Dokular 1x PBS ile 1 kere 5 dk. yikanmustir.

e Kesitlerin Gizerine Prolong Gold Antifade ¢ozeltisi damlatilarak lamel
kapatiimis ve 1sik gormeyecek sekilde +4 °C’de saklanmustir.

Preparatlar Leica DFC 320 floresan mikroskopta uygun filtreler kullanilarak

goriintllenmis ve fotograflar Leica Application Suite yazilimi kullanilarak ¢ekilmistir.

3.2.10. Es immiinfloresan boyama
Hasta ve kontrol kas dokularinda LAP1B proteini yerlesimi ile birlikte iskelet
kasi hicrelerinin membranlarinin boyanmasi amaci ile laminin alfa-2 proteini
boyanmistir. Bu amacgla anti-TOR1AIP1 (Merck Millipore) ve anti-laminin alfa-2
(Chemicon) antikorlari kullanilarak asagida belirtilen protokol izlenerek es
immiunfloresan boyama uygulanmistir.
Lam Gzerine alinmis ve -80 °C’de saklanan kontrol ve IV:2 nolu hasta bireye
ait 7 um’lik iskelet kasi kesitleri kullaniimistir.
e Kesitler 30 dk. oda sicakliginda kurutulmus ve dokularin etrafi Pappen
ile isaretlenmistir.
e Dokular 10 dk. oda sicakhginda %4’lik PFA c¢o6zeltisinde fikse
edilmistir.

e PFA uzaklastirildiktan sonra dokular 2 kez 5 dk. 1x PBS ile yikanmistir.
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Dokular 10 dk. oda sicakliginda, 1x PBS igerisinde hazirlanmis %0,5
Triton X-100 permeabilizasyon ¢ozeltisinde bekletilmistir.
Permeabilizasyon ¢Ozeltisi uzaklastirildiktan sonra, 3 kez 5 dk. 1x PBS
ile yikama yapilmistir.

Preparatlar Gizerine 1x PBS iginde hazirlanmis %5 BSA (0,1 gr/ml)’dan
olusan Bloklama Cozeltisi 1 saat oda sicakhginda bekletilerek
uygulanmustir.

Birinci primer antikor olarak kullanilan anti-TOR1AIP1 antikoru,
sulandirim ¢ozeltisi (1x PBS iginde hazirlanmis %5 BSA) igerisinde
1:400 oraninda sulandiriimis ve 1 saat silire ile oda sicakliginda
preparatlar lizerinde bekletilmistir.

3 kez 5 dk. 1x PBS ile yikama yapilmistir.

Sekonder antikor Alexa Fluor 488 Goat anti-rabbit I1gG sulandirim
¢Ozeltisi (1x PBS icinde hazirlanmis %5 BSA) icerisinde 1:500 oraninda
sulandirthp 1 saat sire ile oda sicakliginda kesitler Gzerinde
bekletilmistir.

3 kez 5 dk. 1x PBS ile yikama yapilmistir.

ikinci primer antikor olarak kullanilan anti-laminin alfa-2 antikoru,
sulandirim ¢ozeltisi (1x PBS iginde hazirlanmis %5 BSA) igerisinde
1:2000 oraninda sulandirilmis ve 1 saat slire ile oda sicakliginda
preparatlar lizerinde bekletilmistir

3 kez 5 dk. 1x PBS ile yikama yapilmustir.

Sekonder antikor Alexa Fluor 488 Goat anti-mouse IgG sulandirim
¢Ozeltisi (1x PBS icinde hazirlanmis %5 BSA) icerisinde 1:500 oraninda
sulandirthp 1 saat sire ile oda sicakliginda kesitler (izerinde
bekletilmistir.

3 kez 5 dk. 1x PBS ile yikama yapilmstir.

Cekirdek boyamasi 1x PBS ile 1:1000 oraninda seyreltiimis DAPI
¢cOzeltisinin kesitler Uzerinde 1 dk. oda sicakhiginda bekletilerek

yapimistir.
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e Dokular 1x PBS ile 1 kere 5 dk. yikanmustir.
e Kesitlerin lizerine Prolong Gold Antifade ¢ozeltisi damlatilarak lamel
kapatilmis ve 151k gormeyecek sekilde +4 °C’da saklanmistir.
Preparatlar Leica DMIL floresan mikroskopta uygun filtreler kullanilarak

goriintilenmis ve fotograflar Leica Application Suite yazilimi kullanilarak ¢ekilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Homozigotluk Haritalamasi Sonuglari
250K Nspl SNP genotipleme ¢alisma sonucunda, giplerdeki genotip verilerinin
guvenilirligini belirten SNP genotipleme orani (call rate) ortalama % 95,11 olarak

hesaplanmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. 250K Nspl SNP genotipleme oranlari.

Aile | Birey | SNP genotipleme orani (%)
A .1 95,68
A 1.2 93,04
A | IV:2 94,52
A | IV5 93,25
A V.7 94,34
B .1 94,57
B 1.2 95,55
B IV:2 94,07
B IV:3 96,83
B IV:4 92,66
C .1 95,71
C 1.2 95,23
C IV:1 96,18
C IV:3 94,92
D l:1 96,43
D 1.2 96,23
D | IVl 96,28
D | IV:2 96,57

Homozigotluk haritalamasi: A ailesi

A ailesinde (Sekil 1.1A) IV:5 nolu hasta birey referans birey olarak secilmistir.
Buna gore, diger iki hasta bireyin (IV:2 ve IV:7) haplotipleri olusturulmustur. Ayrica
IV:2 ve IV:5 nolu hasta bireylerin anne ve babasina (lll:1 ve Ill:2) ait genotipleme
bilgileri de kullanilarak tiim kromozomlar homozigotluk agisindan incelenmistir. Ug

hasta bireyde ortak bir sekilde homozigotlugun bozulmadigl ve anne-babanin
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heterozigot oldugu bir tek anlamli bolge tespit edilmistir. 1925.2 kromozom

bolgesinde yer alan 3,6 Mb uzunlugundaki bu haplotip, SNP_A-2179216 ve SNP_A-

4230029 genetik belirtegleri
kapsamaktadir (Sekil 4.1).

Krom. Fiziksel pozisyon

R | R | | ARl | ARl |l | e | R | R | S | R | R | s | s | A | RS | b2 | 24

177050955
177152360
177407630
177798837
177948714
178100703
178673913
178981416
179248352
1793611738
179635908
179774165
179925538
180110077
120113970
180541495
181026553

arasinda toplam 117 SNP genetik belirtecini

1O m:a

| ([

Sekil 4.1. A ailesi icin yapilan genom boyu homozigotluk haritalamasi sonucu 1g25.2

kromozom bélgesinde tespit edilen homozigot haplotip. Ug hasta bireyde (IV:5, 1V:2

ve IV:7) ortak bir homozigot haplotip (cerceve icerisinde) gozlenirken, baba (111:2) ve

annede (lll:1) bu bolgede yer alan SNP’lerin heterozigot (turuncu) oldugu

gorilmektedir. (Krom.: kromozom numarasi).

Homozigotluk haritalamasi: B ailesi

B ailesinde (Sekil 1.1B) yapilan homozigotluk haritalamasi icin, IV:4 nolu

hasta birey referans birey olarak kullanilarak hasta kardesin (1V:3), saghkli kardesin

(IV:2) ve anne-babanin (Ill:1 ve 1Il:2) genom boyu haplotipleri olusturulmustur. iki

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

ve 4. kromozomda 4p13 ile 4913.2 bolgeleri arasinda yer almaktadir (Sekil 4.2).
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26 Mb
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Sekil 4.2. B ailesi igin yapilan genom boyu homozigotluk haritalamasi sonucu 4p13
ile 4913.2 arasinda tespit edilen 26Mb uzunlugundaki homozigot haplotip. IV:4 ve
IV:3 nolu hasta bireylerde ortak homozigot haplotip (mavi) gézlenmektedir. Bu
bolgedeki SNP’lerin baba (Ill:1), anne (111:2) ve saghkli kardeste (IV:2) heterozigot

(turuncu) oldugu gorilmektedir.
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Homozigotluk haritalamasi: C ve D aileleri

C ve D ailelerinde (Sekil 1.1C, 1.1D) yapilan homozigotluk haritalamasi
sonucunda, ailelerde sadece birer hasta birey olmasi nedeni ile, birden fazla genis
homozigot haplotip tespit edilmistir: C ailesinde 3, D ailesinde 10 genis homozigot
haplotip gozlenmistir. Tespit edilen homozigot haplotiplerin genisligi (10 Mb ve Usti)
tabloda gosterilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. C ve D ailelerinde homozigotluk haritalamasi sonucunda farkh

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

Tam aileler kendi iclerinde ayri ayri homozigotluk haritalamasi ile analiz
edildikten sonra, ailelerdeki hasta bireyler birlestirilerek tekrar homozigotluk
haritalamasi ¢alismasi yapilmistir. Bu sekilde, hastaliktan sorumlu lokusun birden
fazla ailede ortak olma olasiligi durumunda sorumlu kromozom araliginin
daraltilmasi olasihgr disinilmistir. ilk olarak, C ve D ailelerinde tek bir aday
kromozom araliginin bulunmamasi sebebi ile, bu ailelerdeki hasta bireyler, ayri ayri A
ve B aileleri ile birlestirilerek homozigotluk haritalamasi ¢alismasina alinmstir.
Ayrica, dort ailedeki tiim hastalar tek bir analizde birlestirilerek de incelenmistir.
Sonuc¢ olarak, aileler arasinda herhangi bir ortak homozigot haplotip tespit

edilmemistir.
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4.2. Aday Genlerin Arastirilmasi

Aday gen arastirmasi: A ailesi

A ailesinde tespit edilen homozigot haplotipin kapsadigl bolge, NCBI-Map
Viewer (Strim 104) ve Ensembl Genome Browser (Siirim 73.37) araglarinda hgl9
referans olarak kullanilarak incelenmistir. 19g25.2 kromozom bdlgesinin 177.427.005
ile 181.026.558 baz ciftleri arasinda toplam 22 protein kodlayan genin bulundugu
belirlenmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. 1g25.2 kromozom bélgesinin 177.427.005 ile 181.026.558 baz ciftleri

arasinda 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, islev ve bilinen hastaliklar ile
iliskileri agisindan gesitli veri bankalari ve literatir bilgileri kullanilarak incelendikten
sonra, TOR1AIP1 (torsin A-interacting protein 1 [MIM 614512]) geni LGMD?2
fenotipinden sorumlu glicli bir aday olarak segilmistir.

TOR1AIP1 gen driani, ilk defa sican karaciger dokusunda cekirdek
membranina 6zgil U¢ izoform halinde “lamina-iliskili polipeptid 1"’ (LAP1A, LAP1B ve
LAP1C) isimli proteinler olarak tanimlanmistir (68). insanda, LAP1 genine benzer
dizilerin arastiriimasi sonucunda insan LAP1 geni tanimlanmis ve sican LAP1B
izoformuna benzerliginden dolayi, LAP1B olarak adlandiriimistir (69). LAP1B proteini
584 amino asit uzunlugundadir ve (¢ domainden olusmaktadir: nikleoplazmik,
transmembran ve lumenal domainler (Sekil 4.3) (69). i¢ cekirdek membraninda yer
alan tip-2 integral membran proteini olan LAP1, nilkleoplazmik domaini (1-339.
amino asitler) ile A ve B laminlere, lumenal domaini (361-584. amino asitler) ile

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

T e cekirdek dis zar

COOH 584
lumen
361
T T gekrdel g zarn
339
niikleoplazma
NH, L1

Sekil 4.3. LAP1B proteininin yapisi ve yerlesimi. LAP1B transmembran domaini (340-

360. amino asitler) sayesinde ¢ekirdek i¢ zarinda yerlesim gostermektedir.

Son yillarda LAP1 proteininin lumenal domaini aracihgl ile nérolojik bir
hastalik olan DYT1 distonisinden sorumlu torsin A proteini ile etkilesimde oldugunun
tespit edilmesi, LAP1’in torsin A-etkilesimli protein 1 (TOR1AIP1) olarak
adlandiriimasina neden olmustur (72, 73). Torsin A ile etkilesime giren bir diger
protein, TOR1AIP2 (torsin A-interacting protein 2) tarafindan kodlanan LULL1

(luminal domain like LAP1) proteinidir (72, 73). Genomda ardarda yerlesim gbsteren
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TOR1AIP1 ve TOR1AIP2 genlerinin duplikasyon vyolu ile meydana geldikleri
distnilmektedir (72). Nitekim, LAP1 ve LULL1 proteinlerinin, torsin A ile etkilesimi
saglayan lumenal bolgeleri %60 oraninda homoloji gostermektedir (72). Ancak,
transmembran bolgelerinin farkli olmasi, LAP1’in ¢ekirdek i¢ zarinda, LULL1'in ise
ER’de yerlesim gostermesini saglamaktadir. TOR1AIP1 geninin aralarinda iskelet kasi

da olmak Uizere bir¢ok dokuda ifadesi bulunmaktadir (72, 74).

Cekirdek zarf yapisinda yer alan lamin A/C, lamin B, lamin B reseptord,
emerin, nesprin-1, nesprin-2 ve timopoetin gibi c¢esitli proteinleri kodlayan
genlerdeki mutasyonlarin ¢ekirdek zarfi bozukluklarina neden oldugu bilinmektedir
(75-77). Laminopatiler veya cekirdek zarfi hastaliklari (nuclear envelopathies) olarak
adlandirilan  bu hastalik grubu, kas distrofisi, kardiyomiyopati, lipodistrofi,
mandibuloakral displazi, noropati, progeria, restriktif dermopati, artrogripozis,
Pelger-Huet anomalisi, 16kodistrofi gibi farkli klinik sendromlari barindirmaktadir.
Mutant olduklari durumda kas distrofisi fenotipine neden olan c¢ekirdek zarfi
proteinlerini kodlayan genler ve neden oldugu kas distrofileri asagida yer alan

tabloda belirtilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Cekirdek zarfi proteinlerini kodlayan genler, gen Urinleri ve mutant

olmalari durumunda neden olduklari kas distrofisi fenotipleri.

Gen Protein Fenotip Referans
Emery-Dreifuss kas distrofisi, 2, AD 78
Emery-Dreifuss kas distrofisi, 3, AR 79
LMNA Lamin A/C Dilate kardiyomiyopati, 1A 80
Limb-girdle kas distrofisi, 1B 81
Konjenital kas distrofisi 82
EMD Emerin Emery-Dreifuss kas distrofisi 1, X'e bagh 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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Yukarida bahsedilen tim literatlir bulgularina, A ailesindeki hastalarin bazi
klinik bulgularinin (Bkz. Tartisma sayfa 55) Emery-Dreifuss kas distrofisi fenotipi ile
benzerlikler tasimasinin da eklenmesi ile, TOR1AIP1 mutant olmasi durumunda
cekirdek zarfi hastaligina neden olan yeni bir gen olarak disiinilmis ve DNA dizi

analizine alinmistir.

Aday gen arastirmasi: B ailesi

B ailesinde 4. kromozomda 4p13 ile 4913.2 bolgeleri arasinda tespit edilen
homozigot haplotipin kapsadigl bolgede yer alan genler NCBI-Map Viewer (Strim
104) ve Ensembl Genome Browser (SiriUm 73.37) veri tabanlari kullanilarak
incelenmistir. Yaklasik 43.884.368 bg ile 70.325.709 bg arasindaki bdlgede 100°den
fazla protein kodlayan gen tespit edilmistir. Bu genler arasinda LGMD2E fenotipinden
sorumlu SGCB geni bulunmaktadir. SGCB, bu ailede DNA dizi analizi ile incelenmis ve
gende patojenik bir varyasyon tespit edilmemistir.

Veri tabani ve literatiir incelemesinden sonra, aday genler arasindan HOPX
geni (MIM 607275) LGMD2 fenotipinden sorumlu olabilecek bir aday gen olarak
secilmistir. HOPX geninin aday olarak segilmesinin sebebi, Hop Homeobox (HOPX)
proteininin EPC1 proteini ile etkilesime girerek, iskelet kasi farklilasmasinda rol
oynamasl ve HOPX-null fare modelinde miyoblast farklilasma sirecinin etkilenmesi
olmustur (84).

HOPX proteininin 4 izoformuna 6zgil kodlanan eksonlar DNA dizi analizi ile
incelenmistir. incelenen B ailesinin hasta bireylerinde, HOPX geni dizisinde patojenik

nitelikte herhangi bir varyasyon tespit edilmemistir.

4.3. A Ailesinde Aday Gen TOR1AIP1 igin Yapilan DNA Dizi Analizi Calismasi

Aday gen olarak secilen TOR1AIP1’e ait 10 kodlanan ekson PZR ile
cogaltilmistir. PZR  (rlinleri  saflastirildiktan  sonra, saflastirilan  6rneklerin
konsantrasyonu ve safligi nanospektrofotometrik 6lcimler ile belirlenmistir (Tablo
4.5). Ayrica amplifikasyon Urinlerinin  6zgllligli agaroz jel elektroforezi ile

dogrulanmistir (Sekil 4.4).
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Tablo 4.5. Saflastirilmis TOR1AIP1 PZR rlinlerinin nanospektrofotometrik 6lgim

degerleri.
Ekson Konsantrasyon 260/280 Absorbans
Degeri (ng/ul) Degeri (OD)
la 41.6 1.86
1b 26.4 1.82
2 46.2 1.82
3 38.5 1.87
4 34.5 1.76
> 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

Ekson: 1b 2 3 4 5 M 6 7 8 la 9 10a 10c 10b 10d

Sekil 4.4. Saflastirilan PZR Urinlerinin %3’lik agaroz jel elektroforezi sonucunda

elde edilen jel gérintisi. M: 100 b¢ molekiler agirlik belirteci.

Aday gen TOR1AIP1’e (NM_015602.3) ait 10 kodlanan ekson ve ekson-intron
sinirlari icin yapilan DNA dizi analizi sonuglari incelenmistir. incelenen hasta
bireylerde, TOR1AIP1’in 1. eksonunda 186. pozisyondaki guaninin delesyona
ugradigi tespit edilmistir (Sekil 4.5A, B, C).
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A. Hasta IV:5

IC 6 G RCG :—.iCCG

N WMM‘M

B. Hasta IV:2

Lt

c "“""'-"'"'—CCGCC:—.G:—.:—..:I.:I:—.CGGCG:—."“II’“G

“ A

Sekil 4.5. TOR1AIP1 ekson 1 bolgesinin A ailesinin hasta bireylerine ait

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

nolu hasta birey.
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A ailesindeki saglikli bireylerin TOR1AIP1 geninde c.186delG mutasyonunu
taslyip tasimadiklari DNA dizi analizi ile incelenmistir. Ailedeki saglkli ebeveynler
(11:4, 11:2, 1M:2, 11:3 ve 1ll:4) ve kardeglerde (IV:1, IV:3 ve 1V:4) heterozigot c.186delG

mutasyonu saptanmistir ve tasiyici olduklari belirlenmistir (Sekil 4.6A-H).

A. Tasiyici 11:4

~ n~
G G |6 C C 6 € CAR G & R G G A2 C &6 & C

coT Ac e 2 Y . & . . = E T . ¢ & & ¢ G_.__|Yabanllalel
cCT

[x ]
[T T

L S . S T R U RS R S R
G

& ¢ C &6 2 X G T GEGT2XCGE & C & X C Mytantalel

‘x““ “M*f :

B. Tasivici lll:1

I C 6 G

[ ]
—
tl
1]
(7]
[T ]
[y ]
k]
1
m | O

Sekil 4.6. TOR1AIP1 c.186delG mutasyonunu heterozigot formda tasiyan A ailesinin
bireylerine ait kromatogram gorintdileri: A I1:4 nolu birey. B. 1ll:1 nolu birey. C. llI:2

nolu birey.
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D. Tasiyici 111:3

c C G G cC G G C&e C C G G T GT 2 C 6 G C G 2
c Cc e c e Cc e Cc C L g 1 c c c e e C e Lo
CT CG G cC G G C C G A A G T GT C 6 6 C 6 & C

CT C 6 G C6 R|GC CG C C &R G L G IT 6T C 6 6 C G A
~ e oon e R ~ o1 n o 2 oo aoron ~
CT C G & cCG CcC&e6C C G AL A & T GT L CG 6 C G o C

F. Tasivicl IV:1

cCT ~ o - ~ - o~ ~ 2 G T 6T L C G G C ~
- c G = C G C & C©C C = A2 G = & C = C &3

cCT ~ o ~ ~ L e G T G T ~ ~ ~ ~
C cC G G C G ccC & C C G G G c &6 66 C G & C

Sekil 4.6. (Devam). TOR1AIP1 c.186delG mutasyonunu heterozigot formda tasiyan A
ailesinin bireylerine ait kromatogram gortntileri: D. lll:3 nolu birey. E. 111:4 nolu

birey. F. IV:1 nolu birey.
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G. Tastyic IV:3

[ ]
“
[x el
[T ]
[T ]
[ ]
[T ]
H
]
7]
]
(]

T L C GG C G c

E C 66 6 C G

M| o
|

[l
[T
G | W
o [
]

Sekil 4.6. (Devam). TOR1AIP1 c.186delG mutasyonunu heterozigot formda tasiyan A
ailesinin bireylerine ait kromatogram gorintileri: G. IV:3 nolu birey. H. IV:4 nolu

birey.

A ailesinde DNA dizi analizine alinan saglkli bireylerin tasiyici oldugu
saptanmistir: ¢.186 pozisyonunda normal alelde G bulunurken, mutant alelde G
delesyonu gozlenmistir. Tasiyici bireylerde, delesyon dncesi DNA dizisinde homozigot
bolgedeki niikleotidler tek pik olarak gozlenmektedir. Ancak G delesyonundan sonra,
mutant alel dizisi bir nikleotid kisaldigl icin, okuma cercevesinde bir kayma so6z
konusu olmaktadir ve ayni pozisyonda iki farkli nikleotit Gst Uste cakisarak
heterozigotluk olusmaktadir.

Mutasyonun aile icindeki segregasyonu aile agaci Uzerinde gosterilmistir

(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. LGMD?2 tanisi alan A ailesinde TOR1AIP1 c.186delG mutasyonunun aile igi

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

A ailesinde TOR1AIP1 geninde saptanan c.186delG varyasyonu dbSNP ve
Ensembl veri tabanlari ile 1000 Genomes ve HapMap proje verilerinde

gozlenmemistir.

4.4, Saghkh Tirk Toplumu Taramasi

50 saghkl birey2 (100 alel) DNA dizi analizi ile A ailesinde tespit edilen
TOR1AIP1 c.186delG mutasyonu acisindan taranmis ve hicbir bireyde bu varyasyon
saptanmamistir (Sekil 4.8). Buna ek olarak, LGMD?2 tanisi alan, birbiri ile akrabalk
iliskisi olmayan 80 hastada c.186delG mutasyonu taranmistir ve bu hastalarda

mutasyon tespit edilmemistir.

2 Saglikli birey toplumu DMD, Spinal Miskiler Atrofi ve Ailevi Akdeniz Atesi hastalarinin aralarinda
akrabalik iliskisi olmayan saglikli ebeveynlerinden olusturulmustur.
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Sekil 4.8. TOR1AIP1 ekson 1 bolgesinin saglikl bireye ait kromatogram gorintisa.

TOR1AIP1 geninde 186. pozisyondaki G isaretlenmistir.

4.5. TOR1AIP1 ifadesinin Kantitatif Gercek Zamanl PZR ile Analiz Edilmesi

A ailesinden IV:2 nolu hasta birey ve kontrol kas dokularinda TOR1AIP1
mRNA ifade dizeyi kantitatif gercek zamanli PZR yontemi ile tespit edilmistir.
Calsmada TOR1AIP1 transkriptinin goreceli ifadesi, ACTB ifadesine gore normalize
edilmistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Deney ug kere tekrar edildikten sonra, her bir
deneyde hesaplanan hasta kas dokusundaki TORI1AIP1 transkriptinin goreceli
ifadelerinin ortalamasi alinmistir. Buna goére, kontrol kas dokusuna oranla, 1V:2 nolu
hasta kas dokusunda TOR1AIP1 mRNA goreceli konsantrasyon degerinin 1’e karsi
0,17 oldugu hesaplanmistir. Bu sonug, hasta kas dokusunda TORIAIP1 mRNA
diizeyinin 5,88 kat azalmis oldugunu gostermektedir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.9. Kontrol (kirmizi) ve hasta (yesil) kas dokusunda ACTB mRNA ifade
diizeyinin analizi: A) ACTB amplifikasyon egrisi. B) ACTB erime egrisi. C) ACTB
standart egri. D) ACTB transkriptine 6zgul amplifikasyon Grlinl (164 bg) %3’lik
agaroz jelde incelenmistir. K: Standart kontrol 6rnegi, K-1: 107" standart diltisyon, K-
2: 107 standart diltisyon, K-3: 107 standart dilisyon, H: Hasta 6rnegi, (-): Negatif

Kontrol. M: 100 b¢ molekiiler agirlik belirteci.
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Sekil 4.10. Kontrol (kirmizi) ve hasta (yesil) kas dokusunda TOR1A/IP1 mRNA ifade
diizeyinin analizi: A) TOR1AIP1 amplifikasyon egrisi. B) TOR1AIP1 erime egrisi. C)
TOR1AIP1 standart egri. D) TOR1AIP1 transkriptine 6zgil amplifikasyon Grin (190
bc) %3’luk agaroz jelde incelenmistir. K: Standart kontrol 6rnegi, K-1: 10 standart
diliisyon, K-2: 102 standart diliisyon, K-3: 10 standart diltisyon, H: Hasta érnegi, (-):

Negatif kontrol. M: 100 b¢ molekiiler agirlik belirteci.
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Sekil 4.11. Kantitatif gergek-zamanli PZR galismasi sonucunda hesaplanan TOR1AIP1
transkriptinin géreceli konsantrasyonu. Hasta kas dokusunda TOR1AIP1 mRNA

goreceli ifade diizeyi kontrol kasa gore 5,88 kat azalmistir.

4.6. TOR1AIP1 Tarafindan Kodlanan LAP1B Proteini ifadesinin Western Blot ile
incelenmesi

Anti-LAP1 antikoru kullanilarak yapilan western blot ¢alismasi sonucunda,
orneklerde iki bant gézlenmistir (Sekil 4.12). Kontrol iskelet kasi, karaciger ve bdbrek
dokularinda gézlenen LAP1B proteinine karsilik gelen 66,3 kDa biylklikteki bantin
hasta iskelet kasinda olmadigi tespit edilmistir. Ek olarak, molekiler agirhgi yaklasik
50 kDa olan ikinci bir bant 6rneklerin timinde gozlenirken, bu bantin hasta iskelet
kasinda kontrol kasa oranla daha ylksek oranda ifade edildigi goriilmektedir (Sekil

4.12, *).
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Sekil 4.12. Anti-LAP1 antikoru ile yapilan western blot ¢alismasi sonucu (poz slresi:
10sn.). Kontrol 6rneklerde tespit edilen 66,3 kDa buyklikteki LAP1B banti, hasta
kas orneginde gozlenmemistir. Tim 6rneklerde tespit edilen 50 kDa civarindaki ikinci
bir bantin, kontrol kasa oranla hasta kasinda daha yuksek ifade edildigi
gorilmektedir (*). Miyozin banti kas 6rnekleri i¢in esit yikleme kontroll olarak
kullaniimistir. Karaciger ve bobrek 6rnekleri icin esit yikleme kontroli olarak beta-

aktin proteini kullaniimistir (poz suresi: 10 sn.).

4.7. LAP1B Yerlesiminin immiinfloresan Boyama ile incelenmesi

Hasta ve kontrol kas dokusundaki LAP1B yerlesimi, proteinin lumenal
bolgesine karsilik gelen anti-TOR1AIP1 antikoru kullanilarak imminfloresan boyama
teknigi ile tespit edilmistir.

Yapilan calismada kontrol kas dokusunda tim cekirdeklerde LAP1B
boyanmasi saptanirken, hasta kas dokusunda cekirdeklerin bliylk c¢ogunlugunda
boyanma gozlenmemistir (Sekil 4.13), sadece ¢ok az sayida ¢ekirdek LAP1B ile pozitif

boyanma gostermistir.
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Sekil 4.13. LAP1B proteininin kontrol ve hasta IV:2 iskelet kasi immuinfloresan

kontrol

hasta IV:2

hasta IV:2

boyama goruntuleri. LAP1B boyamasi (solda) ile DNA’y1 boyayan DAPI boyamasi
(sagda) karsilastirildiginda, kontrol kasta tim cekirdeklerde LAP1B’nin pozitif
boyandigl gbzlenmektedir (orjinal blylitme 40X). Hasta dokusunda, LAP1B
boyamasinda cekirdeklerin biyilik cogunlugunun boyanmadigi gérilmektedir (orjinal

blylitme 100X).

Boyanan ¢ekirdeklerin kas dokusunda yer alan hangi hiicrelere ait olduklarini

anlamak amaci ile, kontrol ve 1V:2 nolu hasta kas dokularinda LAP1B ve laminin alfa-
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2 proteinlerinin es immunfloresan boyamasi yapilmistir. Laminin alfa-2 proteininin
iskelet kasi hicrelerinin bazal membraninda yerlesim gdsteren bir protein olmasi,
kas liflerinin membran cevrelerini goriintiilemeyi saglamistir. Bu boyama, hasta kas
dokusunda LAP1B’nin pozitif boyandigi c¢ekirdeklerin kas hicrelerine degil,

endomizyal hiicrelere ait olduklarini gostermistir (Sekil 4.14).

LAP1B + laminin alfa-2

kontrol

hasta 1V:2

Sekil 4.14. LAP1B (yesil) ve laminin alfa-2 (kirmizi) es boyama goriintileri (orjinal
blyltme 100X). Hasta 1V:2 kas dokusunda LAP1B pozitif boyanan cekirdeklerin (ok

isaretleri) kas hticrelerine ait olmadiklari gdézlenmektedir.
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5. TARTISMA

Gergeklestirilen yliksek lisans tez galismasi sonucunda, mutant olmasi
durumunda kas distrofisi fenotipine neden olan yeni bir gen tespit edilmistir. Dort
ailede yapilan homozigotluk haritalamasi g¢alismalari sonucunda, iki ailede kritik
aday kromozom bolgesi tespit edilmis ve birer gen DNA dizi analizi ile incelenmistir.
Bir ailede TOR1AIP1 geninde tespit edilen homozigot c¢.186delG mutasyonunun
mRNA ve protein Uzerindeki etkisi, histolojik ve molekiiler dlizeyde gerceklestirilen

analizler ile ortaya konulmustur.

Tez ¢alismasi kapsaminda homozigotluk haritalamasi yontemi uygulanarak
dort LGMD2 ailesinde hastaliktan sorumlu aday kromozom bdlgeleri arastiriimistir.
Bu dort ailede onceki yillarda 50K Xbal cipleri (Affymetrix) ile SNP genotipleme
calismasi yapiimis fakat ¢ok sayida genis homozigot haplotipin tespit edilmesinden
dolayi, hastaliktan sorumlu aday bir bdlge secilememistir (yayinlanmamis veri). Bu
durum, calisma esnasinda ailelerde hasta birey sayisinin bir ile sinirli olmasindan
kaynaklandigi gibi, aranan sorumlu lokusun 50K SNP cipleri ile vyeterince
kapsanmamis olmasi ile de ilgilidir. Bu nedenle bu aileler 50K giplerine oranla daha
cok sayida SNP genetik belirtecini iceren ve daha kapsamli bir genotipleme saglayan
250K Nspl SNP cipleri kullanilarak genotipleme g¢alismasina alinmistir (85).

A ailesinde tek bir hasta ile 50K SNP cipleri kullanilarak yapilan homozigotluk
haritalamasi toplam 11 homozigot haplotipi ortaya c¢ikarmistir. Aileye iki hasta
bireyin eklenmesi ve 250K ciplerinin kullanilmasi ile ortak homozigot haplotip sayisi
bire inmistir. B ailesinde, aileye bir hasta bireyin eklenmesi ve 250K ciplerinin
kullanilmasiyla, 50K cipleri ile tespit edilen homozigot haplotip sayisi 13’ten bire
inmistir. Hasta birey sayisinin artmasi ile akraba evliliginin meydana getirdigi rastgele
homozigotluklar elenerek, hastaliktan sorumlu ortak homozigot bolge O6ne
¢ikariimistir. Fakat C ve D ailelerinde 50K ve 250K calismalarinin her ikisinde de tek
bir hasta bireyin bulunmasi, 250K cipleri ile genomun daha kapsayici bir sekilde
genotiplenmis olmasina ragmen, homozigot haplotiplerin daraltilmasi icin yeterli

olmamistir.
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Gunumizde gekirdek ailelerde tek hasta bireyin getirdigi kisithilhigin eksom
dizileme yontemi ile asilabilmesi hedeflenmektedir (55). Eksom dizilemeden elde
edilen bilylk miktardaki genotip verisi, homozigotluk haritalamasi sonuglari
dogrultusunda degerlendirilip hastaliktan sorumlu varyasyon sayisi en aza
indirgenebilmektedir. Nitekim, akraba evliliginin oldugu ve bir tek hasta bireyin
bulundugu bir ailede, Ozgiil ve dig. (55), retinitis pigmentosa hastaligina neden olan
yeni bir gen saptamislardir. Eksom dizileme sonucunda tespit edilen 38 farkl gendeki
toplam 52 homozigot varyant arasindan, homozigotluk haritalamasi ile belirlenen
dokuz homozigot haplotipin igerisinde yer alanlara 6ncelik verilerek, aday gen sayisi
ikiye indirgenebilmistir. Bu tez c¢alismasinda yapilan homozigotluk haritalamasi
sonucunda, B ailesinde homozigot haplotipin genis olmasi ve 100°den fazla sayida
gen icermesi ve C ile D ailelerinde birden fazla genis haplotipin olmasi, bu ailelerde
hastaliktan sorumlu mutant genlerin, ileride yapilacak eksom dizileme yaklasimi ile

bulunmasini gerektirmistir.

Tez ¢alismasinda, A ailesinde 1925 kromozom bélgesinde bulunan homozigot
haplotipin aday genler acisindan incelenmesinin ardindan, TOR1AIP1 (torsin A-
interacting protein 1) oncelikli aday gen olarak secilmistir. Bu genin aday olarak
secilmesinin temel nedeni, kodladigi LAP1B (lamina-associated polypeptide 1B)
proteininin cekirdek ic membraninda yerlesik ve nikleer laminaya baglanan bir
integral membran proteini olmasidir (68-71). Benzer yerlesim gosteren lamin A/C,
emerin, nesprin-1, nesprin-2 ve timopoetin proteinlerini kodlayan genlerdeki
mutasyonlarin gesitli kas distrofisi fenotiplerine neden oldugu bilinmektedir (76-83).
Buna ek olarak, hastalarda gozlenen distal tutulum, kontraktirler ve kardiyomiyopati
gibi bazi klinik bulgularin, cekirdek zarfi hastaliklari arasina giren Emery-Dreifuss kas
distrofisi (EDMD) fenotipi ile benzerlikler tasimasi, TOR1IAIP1’in yeni bir ¢ekirdek
zarfi hastaligi geni olma hipotezini desteklemistir (17, 18). Ailede ilk olarak erken
yaslarda IV:5 nolu hasta bireyin muayenesi yapildiginda, limb-girdle kas distrofisi
bulgulari gdzlenmistir ve hastaya LGMD?2 tanisi konmustur. 2013 yilinda yapilan son
muayenelerde, ailedeki hastalarda proksimal ve distal kas gli¢slizIUgl ve atrofisi,

rigid spine bulgusu ve ayak bilegi ile el eklemlerindeki kontraktiirlere ek olarak kalp
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ve solunum sistemi tutulumu gorilmdistir (Bkz. EK 2). Bu klinik 6zelliklerin, LGMD
fenotipi ile birebir uyusmamasiyla beraber, 6zellikle IV:2 nolu hasta bireyde distal
kaslarda gorulen zayiflik ve atrofinin derecesi, bilinen hicbir EDMD fenotipi ile de
bagdasmamaktadir. Sonug olarak, bu hastalarda kontraktirlerin eslik ettigi limb-
girdle fenotipi mevcuttur. Hasta 1V:2’nin iskelet kasi liflerinde g¢ekirdek membrani
parcalanmasi, farkli derecelerde kromatin yogunlasmasi, ¢ekirdek membranindan
kromatin tomurcuklanmasi gibi gozlenen vyapisal bozukluklar, laminopatilerde
gorilen cekirdek membrani anomalileri ile uyumluluk gostermektedir (Bkz. EK 3)
(86, 87). Bu tip yapisal bozukluklar, miyositik plazma membraninda baslayan
bozukluklardan meydana gelen dejeneratif yapisal degisikliklerden farklidir ve

mutasyonun primer olarak ¢ekirdegi etkiledigini desteklemektedir (36).

TOR1AIP1 tarafindan kodlanan LAP1B proteini cekirdek ic membraninda
yerlesim gosteren ve A/C ve B laminlere baglanan tip-2 integral membran proteinidir
(68-71). Sican, fare ve cesitli hiicre hatlarinda genel olarak 3 izoform halinde ifade
olan LAP1 proteini i¢in insanda tanimlanmis tek bir transkript bulunmaktadir:
TOR1AIP1 (NM_015602.3) (68, 69). TOR1AIP1 dizisinin sigan LAP1B izoformu dizisine
benzerliginden dolayi, kodladigl protein insan LAP1B proteini olarak adlandiriimistir
(69). Ayrica, LAP1, agir bir norolojik hastalik olan DYT1 torsiyon distonisinden
sorumlu, AAA+ (ATPases associated with a variety of cellular activities) ATPaz ailesi
Uyesi olan torsin A ATPazinin regilasyonu ile iliskili bir proteindir (72, 74). Torsin A
daha yogun olarak endoplazmik retikulumda bulunmakla birlikte, endoplazmik
retikulumun uzantisindaki ¢ekirdek membraninda da gézlenmektedir (88, 89). Torsin
A ile etkilesime giren bir diger protein, TOR1AIP2 (torsin A-interacting protein 2)
tarafindan kodlanan ve endoplazmik retikulumda yerlesik olan luminal domain like
LAP1 (LULL1) proteinidir (72, 73). LAP1 ve LULLY’in torsin A ile etkilestikleri lumenal
domainleri %60 oraninda homoloji gostermektedir (72). Ayrica TOR1AIP1 ve
TOR1AIP2 dizilerinin genomda ardisik olmasi, bu iki genin duplikasyon yolu ile
meydana geldigini distindirmektedir (72).

A ailesinin hasta bireylerinde TOR1AIP1'de saptanan c.186delG c¢erceve

kaymasi mutasyonu, erken stop kodonu olusmasina neden olmaktadir
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(p.E62fsTer25)® (Sekil 5.1). 584 amino asit uzunlugundaki LAP1B proteininin 86
amino asit uzunlugundaki erken sonlandiriimis bir peptit halinde sentezlenmesinin
mutant mMRNA'nin  anlamsizlik aracilikli  yikim  (nonsense-mediated decay)
mekanizmasi ile engellenecegi ongorilmuistlr. Nitekim, gerceklestirilen kantitatif
PZR calismasinda hasta kas dokusunda kontrol kas érnegine oranla TOR1AIP1 mRNA
ifadesinde 5,88 katlik bir azalma tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.11). Bu sonug,
TOR1AIP1 genindeki c.186delG mutasyonunun, mRNA stabilitesinin bozulmasina yol
actigini gostermektedir. Western blot ve immiuinfloresan boyama calismalarinda ise,
hasta kas hiicrelerinde LAP1B proteininin olmadigi tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.12,
4.13 ve 4.14).

Yabanil dizi 175 TTC TCG GAC GAGCCG CCA GAA GTG TAC GGC GAC TTC GAG CCC CTG GTG GCC AAA GAA AGG TCC CCG GTG GGA AAA CGA ACC CGG CTA GAA GAG TTC 270
» F 8§ D E PP E ¥ ¥ 6 D F E P L VY A KERS P V6 KR TR L E E F 8

-G
Cergeve kaymasi 175 TTC TCG GACGA CCG CCA GAA GTG TAC GGC GAC TTC GAG CCC CTG GTG GCC AAA GAA AGG TCC CCG GTG GGA AAA CGA ACC CGG CTA GAA GAG TTC
WF 8 0 B e

Mutant dizi 175 TTC TCG GAC GAC CGC CAG AAG TGT ACG GCG ACT TCG AGC CCC TGG TGG CCA AAG AAA GGT CCC CGG TGG GAA AAC GAA CCC GGC TAG
$9 F S D D RQ K CT AT S S P WWUP KK GUPRWENTE P GSTOP

c.186delG

|

nikleoplazmik transmembran lumenal
bélge bolge bolge

Sekil 5.1. TOR1AIP1'de c.186delG mutasyonunun protein dizisi Gzerindeki
etkisi. G delesyonu sonucunda, mRNA okuma c¢ercevesi kaymaktadir ve ekson 1'de

erken stop kodonu olugsmaktadir.

insanda tanimlanmis tek bir LAP1 izoformunun olmasi ve bu izoformun
hastada bulunmamasi nedeni ile, hastanin kas biyopsisinde LAP1B’nin tamamen
negatif olmasi beklenmistir. Fakat western blot ve imminfloresan boyama
¢alismalarindan elde edilen bulgular, hastaya ait bazi endomizyal hiicrelerde kas
cekirdeklerinde ifade olan izoform disinda farkli bir LAP1 izoformunun bulundugu

dogrultusundadir (Bkz. Sekil 4.12, 4.13). Saglikh kontrol kas ile karsilastirildiginda

* Protein dizisinde 62. pozisyondaki glutamik asitten itibaren cerceve kaymasini (frameshift) ve 25
amino asit sonra erken stop kodonu (Ter) olusumunu ifade etmektedir.
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hastanin distrofik kasinda endomizyal hiicre sayisinin daha fazla olmasi, western blot
deneyinde 50 kDa civarindaki bantin hasta kasinda kontrole gére daha yogun olarak
gozlenmesine sebep oldugu disindlebilir (Bkz. Sekil 4.12 *). Bu protein bantinin,
imminfloresan boyamada mutasyona ragmen endomizyal hiicrelerde ifade oldugu
gozlenen izoforma karsilik gelmesi muhtemeldir (Bkz. Sekil 4.13, 4.14). insanda
tanimlanmis  tek transkript olan LAP1B proteinini kodlayan TOR1AIP1
(NM_015602.3) transkriptine ek olarak, Ensembl veri tabaninda protein kodlayan
ancak tim dizinin bilinmedigi olasi 6 farkl transkript bulunmaktadir. Bu transkriptler
incelendiginde tez calismasinda insan kas, karaciger ve bobrek dokularinda tespit
edilen ikinci izoformun alternatif splicing ile olustugu ongorilebilir.

Sicanda klonlanan LAP1C izoformu dizisine benzer 8 farkli cDNA tespit
edilmistir (90). Ayrica sigan LAP1B izoformunda, LAP1C dizisine ek olarak 4. ve 10.
eksonlarda insersiyonlar bulunmaktadir (90). Farede ise tanimlanmis ¢ LAP1
izoformu 7.-10. eksonlar arasinda farkliliklar gostermektedir. Sican ve farede
gozlenen farkli LAP1 izoformlarinin alternatif splicing ile meydana geldigi
bilinmektedir (90).

Farelerde LAP1’in susturulmasi perinatal donemde 6lime neden olmaktadir
(74). Ancak LAP1 geninin yalnizca cizgili kaslarda susturulmasi (LAP1-conditional
knockout) farede kas distrofisi fenotipine yol agmaktadir (91). Buna ek olarak, fare
hepatositlerinde  LAP1’in  susturulmasinin  karaciger islevini  etkilemedigi
belirlenmistir (91). Cizgili kasa 6zgul LAPI-conditional knockout fare modelinde
gozlenen kas distrofisi fenotipi, LAP1’in ¢izgili kasta diger dokulara gore farkli bir
isleve sahip oldugunu ispatlamakta ve insan kasindaki LAP1B eksikliginin islevsel
etkisini modellemektedir (91). Bu tez calismasi, insanda 66,3 kDa agirligindaki LAP1B
izoformunun, karaciger ve bdbrekte de ifade olmasinin yaninda, islev kaybinin
sadece kas dokusunu etkilemesi ile kas dokusunda heniiz tanimlanmamis 6zgil ve
kritik bir rol oynadigini gostermektedir.

Yeni yayinlanmis bir calismada, LAP1’in emerin ile niikleoplazmik domaini
araciligiyla etkilesimde oldugu gosterilmistir (91). Arastirma bulgularindan biri, gizgili

kasa 0Ozgul LAPI-conditional knockout farelerden izole edilen kas hiicrelerinin
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yaklasik %10’unda emerin ve lamin A/C proteinlerinin ¢ekirdek membranindan
ayrilip cekirdek icerisinde kiimelendigi seklindedir (91). Yapilan galismada, emerin-
null farelerde insanin aksine patolojik fenotipin gozlenmemesi, iki tir arasinda
emerin ve LAP1 ifade dlzeylerinin farkli olmasina baglanmistir. Emerin ifade
dizeyinin farede insana gore daha disik oldugu ve paralel olarak LAP1 ifadesinin
daha yiiksek oldugu gozlenmistir (91). Bu nedenle, farede emerin islevinin insanda
oldugu kadar kritik olmayabilecegi ve eksikliginin daha ylksek oranda ifade olan
LAP1 tarafindan telafi edilebilecegi 6ne sirilmuistir. Son olarak, farelerde sadece
emerinin susturulmasi kas distrofisine neden olmaz iken, LAP1 ile emerinin birlikte
susturulmasinin EDMD fenotipini daha iyi modelledigi bulunmustur (91). Tim bu
bulgular, LAP1’'in c¢izgili kastaki rolinin emerin kadar 6nemli ve kritik oldugu
yoniindedir. Ancak, tez calismasi sonunda elde ettigimiz 6n bulgu insanda emerin-
LAP1 iliskisinin farede gozlendigi sekilde olmadigidir. 1V:2 nolu hastada LAP1B
izoformunun olmamasi durumunda, emerin ve LAP1 ile etkilesimde olan diger
proteinlerin (lamin A/C ve lamin B) yerlesimlerinde kontrole goére bir farklilik
gozlenmemistir (Bkz. EK 4).

Ayni mutant proteinlerin ayri tirlerde patolojik farkliliklar gésterebileceginin
bir diger 6rnegi, DMD modeli olan mdx farede distrofin-utrofin proteinleri arasinda
gorilen iliskidir (92, 93). Farelerde Duchenne kas distrofisinden sorumlu distrofinin
tek basina susturulmasi (mdx fareler) orta seyirli bir miyopatiye neden olurken, madx
farelerde ek olarak distrofine benzer isleve sahip utrofinin susturulmasi DMD’ye
yakin bir fenotipe yol agmaktadir. Sonug olarak, bir proteinin tiirler arasinda farkli
islevlere sahip olmasi, o proteini kodlayan gendeki mutasyonlarin farkh tirlerde
fenotipe farkl derecelerde yansimasina neden olabilecegi gortilmektedir.

Farelerde LAP1 geninin tamamen susturulmasi perinatal dénemde 6lime
sebep olmaktadir (74). Bu tez calismasinda elde edilen bulgular, insanda c.186delG
mutasyonunun LAP1B’nin islev gdrmemesine neden olarak, kas distrofisi
olusturdugu seklindedir. Bunun nedeninin, farede goérilen emerin ile LAP1
etkilesimine benzer sekilde, insanda LAP1B eksikliginin yol actig1 fenotip Uzerinde

LULLY'in telafi edici etkisi oldugu disinilebilir. Nitekim, LAP1 fare modellerinde
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LULL1 ifade dlizeyi arastirilmamis olsa da, bu calismada 1V:2 nolu hasta bireyde
LULL1 ifadesinin kontrole gore daha yilksek oldugu western blot ile tespit edilmistir
(Bkz. EK 5).

Farelerde perinatal 6lim ile sonuglanan LAP1 islev kaybi modelinde,
hiicrelerde torsin A-null hiicrelerde gorilen cekirdek membrani bozukluklarina ¢ok
benzer vyapisal bozukluklar meydana gelmektedir (74). Torsin A’nin ATPaz
aktivitesinin LAP1 veya LULL1 varhiginda uyarilmasi, bu iki proteinin torsin A’y regiile
eden kofaktorler olarak gorev aldiklarini desteklemektedir (73). Torsin A’nin mutant
oldugu hiicrelerde, LAP1 veya LULL1 ifade artisi ile mutant torsin A ER’den ¢ekirdek
membranina dogru yonlendirilmektedir (Sekil 5.2) (94). LAP1 veya LULLY’in herhangi
birinin ifadesinin baskilanmasinin, torsin A’nin ifadesini ve yerlesimini etkilemedigini
gosteren calismalar da mevcuttur (95). Nitekim bu tez calismasinda da, hasta
kasinda LAP1B eksikligi durumunda torsin A yerlesiminde kontrole gore farklilk
gozlenmemistir (Bkz. EK 6B). Ancak hasta kasinda LULL1’in yerlesimi degismemekle
beraber ifade dlizeyi artmis gorinmektedir (Bkz. EK 5, 6A). LAP1 ve LULL1'in torsin A
Uzerinde benzer isleve sahip olduklari disiniilmektedir (73). Torsin A ATPaz
aktivitesinin ve ER ile ¢ekirdek membrani arasindaki dagiliminin, kendisini regiile
eden kofaktorlerin dozuna bagiml oldugu oOne sirilmustir (73). Ayrica Vander
Heyden ve dig. (94), torsin A’'nin LULL1 ile etkilesime girdiginde, cekirdek
membranina yonlendirildigini gostermistir. Bu hipotezler birlestirildiginde, hastada
LULL1 ifade artisi LAP1B eksikligi ile iliskilendirilebilmektedir ve bu iki proteinin

birbiri Gizerinde telafi edici etkisi olabilecegini diistindirmektedir.
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hiicre iskeleti

LINC

/I

Sekil 5.2. LAP1, LULL1 ve torsin A iliskisi modeli. Torsin A ER’de LULL1 ile
etkilesime girdiginde, ¢ekirdek membranina dogru yonelmektedir. Torsin A ¢ekirdek
membraninda LAP1 ve LINC kompleksi Gyeleri (Sunl, Sun2, nesprin-2 ve nesprin-3)

ile etkilesime girmektedir. (Resim referans 94’ten degistirilmistir).

TOR1AIP1 geninin her dokuda ifade edilmesine ragmen, mutant TOR1AIP1’in
patolojik fenotipi yalnizca kasta olusmaktadir. Bilinen diger c¢ekirdek zarfi
hastaliklarinda da gorilen bu doku 6zgllligiiniin nedeni tam olarak bilinmemekle
beraber, iki model sunulmustur (96).

Birinci model, iskelet ve kalp kasi hicreleri gibi bazi hiicre tiplerinin
cekirdeklerinin diger hiicrelere gére daha énemli bir mekanik strese maruz kaldiklari
ve yapisal bozukluklara daha duyarh olduklari ileri siirmektedir (97). Bu modele
gore, hasta kasindaki LAP1B eksikligi ile cekirdek membraninin lamina ile
baglantisinin bozulmasindan dolay! yapisal ve mekanik stabilitesinin etkilendigi
duslinilebilir. Ayrica LAP1, torsin A ile ¢cekirdek membraninda etkilesime giren tek
protein degildir. Sunl, Sun2 ve nesprinler gibi LINC kompleksi Gyelerinin de ¢ekirdek
membranindaki torsin A ile etkilesimleri tanimlanmistir (Sekil 5.2) (95, 98). Torsin
A’nin bu proteinlere baglanarak ¢ekirdek membrani ile hiicre iskeleti arasinda képri
gorevi gorebilecegi de dusliinilmektedir (99). Bu cercevede, torsin A'nin ATPaz

aktivitesinin  LAP1 tarafindan reglilasyonunun saglanamamasi sonucunda
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etkilesimde oldugu diger proteinlere baglanamadigi ve hiicre iskeleti ile ¢ekirdek
arasindaki etkilesimin bozuldugu dulstnilebilir. Bu ¢alismada hastada torsin A
normal bir yerlesim gosteriyor olsa da (Bkz. EK 6B), yerlesiminde farkedilebilir bir
degisiklik gozlenmeden islevinin bozulabilecegi de gz ardi edilmemelidir.

Doku 6zgulliginl aciklamaya calisan ikinci hipotez ise, ¢ekirdek membrani
proteinlerindeki bozukluklarin dokuya 0zgiil gen ifadesinin regllasyonunun
bozulmasina neden oldugu hipotezidir (96, 97). Lamin A/C ve emerinin kas
dokusunun transkripsiyonel yolaginda gorev aldiklari bilinmektedir (100-104).
Foisnier ve arkadaslarinin yaptigi calismada (70), LAP1’in bir baglayici (linker)
protein vasitasiyla dolayli olarak mitotik kromozomlara baglanabilecegi o©ne
sirilmustlir. LAP1B’nin kromatine ya da bir transkripsiyon duzenleyicisine
baglanabilecegi ongorildiginde, hasta kas dokusunda goézlenen heterokromatin
organizasyonundaki  bozukluklugun, cizgili kasa 06zglil genlerin ifadesini

etkileyebilecegi diistinllebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonug

Yuksek lisans tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar asagida

belirtilmistir.

Calisma kapsaminda calisilan akraba evliliginin gorildigi dort aileden
ikisinde 250K Nspl SNP ¢iplerinden elde edilen veriler ile homozigotluk
haritalamasi yaklasimi kullanilarak LGMD2’den sorumlu yeni birer kromozom
araligi tespit edilmistir (1925.2 ve 4p13-q13.2).

U¢ hasta bireyden olusan bir ailede hastaliktan sorumlu mutasyonun
TOR1AIP1 geninde homozigot ¢.186delG mutasyonu oldugu saptanmistir. Bu
sekilde mutant TOR1AIP1 geninin ilk defa bir hastaliga neden oldugu
belirlenmistir.

Yapilan detayh klinik ve histopatolojik degerlendirmeler sonucunda,
otozomal resesif kalitim gdsteren proksimal ve distal kas zayifligi, rijit omurga
ve kalp tutulumlu yeni bir kontraktirli limb-girdle miyopatisi tanimlanmistir.
TOR1AIP1 tarafindan kodlanan LAP1B proteininin ¢ekirdek ic membraninda
yerlesim gostermesi nedeni ile, TORIAIP1 cekirdek zarfi hastaliklarindan
sorumlu yeni bir gen olarak tanimlanmistir.

Hasta kas biyopsi materyalinde yapilan histolojik ve molekiler analizler
sonucunda, TOR1AIP1 genindeki c.186delG mutasyonunun g¢erceve kaymasi
ve erken stop kodonu olusumuna (p.E62fsTer25) neden olarak LAP1B
proteininde islev kaybi olusturdugu belirlenmistir.

LAP1 izoformlarinin insan iskelet kasi, karaciger ve bobrek dokularindaki
ifadeleri incelenmis ve ilk defa insanda bu dokularda iki farkl izoformun ifade
olduguna dair &n bulgular elde edilmistir. Ozellikle 66,3 kDa biyiikliigiindeki
LAP1B izoformunun iskelet kasi dokularinin ¢cekirdek membraninda kritik bir
role sahip oldugu gosterilmistir. 50 kDa agirligindaki ikinci izoformun da

karaciger, bobrek ve endomizyal hiicrelerde ifade edildigi gosterilmistir.
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e Mutasyon sonucunda gozlenen patolojik fenotipin ¢izgili kas ile sinirli olmasi
ve sadece LAP1B izoformunun islev kaybina ugramasi, TOR1AIP1 geninin
dokuya Ozgul alternatif splicing ile kontrol edilebilecegi hipotezini
desteklemistir.

e Hastada LAP1B islev kaybi durumunda LULL1 proteininin ifadesinin artmasi,
LAP1B ve LULL1’in ayni yolakta gorev aldiklari ve/veya benzer islevlere sahip
olduklari duslincesini desteklemis ve birbiri Gzerinde telafi edici etkileri
olabilecegi hipotezinin 6ne surilmesini saglamistir.

e Yiiksek lisans tez calismasindan elde edilen bulgular ve sonuglar, 18. Diinya
Kas Cemiyeti Uluslararasi Kongresi, Kalifornia, ABD (1-5 Ekim 2013)
toplantisinda “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.” basligi

altinda s6zIu bildiri olarak sunulmustur (Bkz. EK 7).

6.2. Oneriler

Aileler arasi ve aile i¢i heterojenitenin siklikla gorildiugi kas distrofisi tanisi
alan ailelerin klinik muayenesi esnasinda klinik agcidan ayirt edici klinik bulgularin
detayll olarak tanimlanmasi, hastaliktan sorumlu mutant genin henlz
tanimlanmamis oldugu ailelerde aday gen vyaklasimi ile tespit edilmesini
kolaylastiracaktir.

Bu tez calismasi sonucunda, kontraktiirli limb-girdle miyopatisi fenotipi ile
benzer klinik oOzellikleri taslyan ve mutant genin bilinmedigi ailelerin, TOR1AIP1
mutasyonlari acgisindan incelenmesi onerilmektedir. Ayrica bu calisma, LAP1B
proteininin insan c¢izgili kasindaki normal islevinin aydinlatiimasi ve kas distrofisi
patogenezindeki roliiniin anlasilmasi adina ¢ok Onemli bir yere sahiptir. Ancak,
¢alisma sonucunda TOR1AIP1 genindeki c.186delG mutasyonu (¢ hasta bireyden
olusan tek bir ailede bulunabilmistir. Varyasyonun patojenik etkisinin ispatlanmasi
adina RNA ve protein dizeyinde gerceklestirilen analizlere ek olarak, mutasyonu
tasiyan ikinci bir ailenin bulunmasi LAP1B’nin hastalikla iliskilendirilmesi acisindan

cok degerli olacaktir. ikinci bir ailenin bulunamamasi durumunda, bu ailedeki
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hastalarda eksom dizilenerek diger genlerin patojenik varyasyon icermediginin

gosterilmesi de mutant LAP1’in hastaliktan sorumlu oldugunun kanitlanmasi igin

yeterli olacaktir. En bilgi verici olani ise ailedeki mutasyona 6zgul in vitro ve in vivo

modeller kullanilarak LAP1’in islevinin ortaya konmasi olacaktir.

Kas distrofisine neden olan mutasyonlarin in vitro ortamda arastiriimasinda

kullanilabilecek hiicreler asagida belirtilmistir:

Bu modeller
belirtilmistir:

C2C12 fare miyoblast hiicre hatti (104-106).

Kontrol/hasta fibroblast hiicreleri.

Hasta primer miyoblast hicreleri. Bir mutasyonun dogal
cevresindeki etkisinin incelenmesi igin kullanilabilecek en
glvenilir in vitro model, hasta kas biyopsisinden izole edilen
hasta primer miyoblast hiicreleridir. insan primer miyoblast
hicrelerinin kullanimini gliclestiren iki faktor hiicre kaltrinin
safligi (miyoblast disindaki hiicrelerden arindirilmis olmasi) ve
miyoblast hticrelerinin sinirli gogalma yetenegidir. Son yillarda,
hasta biyopsi dokusundan izole edilen ve zenginlestirilen
miyoblastlarda transfeksiyon ya da transdiksiyon yolu ile
hTERT (human telomerase reverse transcriptase) ve CDK4
(cyclin-dependent kinase-4) ifadeleri saglanip, miyoblastlar
olimsuzlestirilebilmektedir (107-110).

kullanilarak yapilabilecek ¢alismalardan bazilari asagida

Kontrol fibroblast/miyoblast hiicrelerinde TOR1AIP1 geninin
susturuldugu veya c.186delG mutasyonunun ifade edilmeye
zorlandigl durumlarda LULL1 ifade diizeyinin arastirilmasi ve
LULL1 ifade diizeyinin artirilmasinin etkisinin incelenmesi.
Mutant genin ifade edildigi hasta fibroblast/miyoblast
hiicrelerinde, yabanil genin ifade edilmesi saglanarak LULL1
ifade dizeyinin arastiriimasi.

C2C12 fare miyoblast ve insan miyoblast hiicre hatlarinda
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TOR1AIP1 c.186delG mutasyonunun miyoblast farklilasma
sirecindeki etkisinin arastiriimasi.
- Mutasyonun fibroblast/miyoblast hiicrelerinde c¢ekirdek
membrani yapisindaki etkisinin incelenmesi.
- Cekirdek membraninda yerlesim gosteren farkli proteinlerin
ve Ozellikle LAP1 ile etkilesimde oldugu bilinen lamin A/C,
lamin B ve emerin proteinlerinin yerlesiminin LAP1 islev kaybi
durumunda detayli olarak incelenmesi.
- insan kontrol, hasta fibroblast ve hasta miyoblast hiicrelerinde
TOR1AIP1 geni tarafindan kodlanan ¢esitli izoformlarin
hicreye 06zglil ve farklilasmamis miyoblast ve miyotilpe
farklilasmis miyoblastlarda ifade diizeylerinin arastiriimasi.
In vivo olarak, gen knockdown/knockout yaklasimi ile hayvan kas distrofisi
modeli olusturularak LAP1 proteininin islevi ortaya konabilir. Mevcut LAP1
knockout ve kasa ozgul LAP1 sartli knockout fare modelleri bu ¢alismada
sunulan hastalik patogenezi ile birebir uyumlu olmamakla beraber, kasa 6zgiil
LAP1 sarth knockout fare modeli LAP1’in kas dokusunda kritik bir isleve sahip
oldugunu ortaya koymustur (74, 91). Embriyolarin ¢cok sayida olmasi ve kolay
manipule edilmesi, zebra baliginin (Danio rerio) kas distrofileri igin hayvan
modeli olarak kullanimini artirmistir  (111). ilgilenilen genin ifadesi
morpholino ile gegici olarak baskilanabilmektedir (112). Buna ek olarak, son
yillarda genom diizenleme araglari olan TALEN ve CRISPR-Cas sistemlerinin
zebra baliginda uygulamalari basarii olmustur (113, 114). Bu araglar
kullanilarak, mutant geni ifade eden transgenik zebra bali§i modeli

olusturulabilir.
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EK 2: A ailesine ait klinik ve histopatolojik bulgular

Klinik bulgular

A ailesinin indeks vakasi (IV:5), ilk proksimal kas gligstizlUgu belirtilerini 7
yasinda gostermis olan 29 vyasinda bir bayandir. Hasta yardim almadan
ylrlyebilmekte fakat yerden kalkamamaktadir. Ellerde proksimal ve distal
interfalangeal eklemlerde fleksiyon kontraktirleri goézlenmistir. Ayni zamanda
servikal bolgede orta derecede rigid spine bulgusu vardir. Hastanin kreatin kinaz (CK)
diizeyi 89 U L™ (normal aralik: 26-126 U L) olarak kaydedilmistir. 29 yasinda yapilan
ekokardiyografi hastanin normal kalp islevine sahip oldugunu géstermistir fakat
solunum fonksiyon testi ile kisitlayici solunum fonksiyonu tespit edilmistir.

indeks vakanin 36 yasindaki agabeyi (1V:2) benzer kas giigstizligii bulgularina
sahiptir. Hastalik belirtileri 17 yasinda yorgunluk seklinde hissedilmeye baslarken,
30’lu yaslarda proksimal ve distal kas zayifligi seklinde ilerlemistir. El eklemlerinde,
omurgada ve ayak bileklerinde orta derecede kontraktiirlerin yani sira, interossei,
abductor pollicis brevis ve medial gatrocnemius kaslarinda belirgin atrofi
gbzlenmistir. Hastanin serum CK dizeyi 483 U L™ olarak tespit edilmistir. Hastanin
elektromiyografi bulgulari, dissemine miyojenik tutulum yoéniinde olmustur. 36
yasinda vyapilan ekokardiyografi, kiz kardesinin aksine, hastada orta derecede
diyastolik ve sistolik disfonksiyon oldugunu gostermistir. Ayrica hastada kisitlayici
solunum fonksiyonu kaydedilmistir.

Ailede iki hasta bireyin amca cocugu olan diger bir hasta birey (IV:7)

bulunmaktadir fakat bu hastanin klinik muayenesi yapilmamistir.

Histopatolojik bulgular

Hacettepe Universitesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali Pediatrik
Patoloji Unitesinde indeks vakadan (IV:5) 13 yasinda iken tani amach alinan ve -
80 °C’de saklanan kas biyopsi o6rneginden 7-8 um kalinhginda kesitler alinarak
hematoksilen-eozin (H&E) boyamasi yapilmistir. Hasta kasinda lif caplarinda
degiskenlik, cekirdek internalizasyonu, birkac lifde dejenerasyon ile endomizyal bag

dokusunda artis seklinde orta derecede distrofik bulgular gdzlenmistir (Sekil EK 2.A).
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immiinhistokimyasal incelemede laminin alfa-2, distrofin ve alfa-sarkoglikan pozitif
boyanmistir.

IV:2 nolu hasta bireyden 35 yasinda tani amach alinan kas biyopsi 6rneginden
7-8 um kalinhiginda kesitler hazirlanmis ve H&E boyamasi ile incelenmistir. Hasta
kasinda degisken lif caplari, cekirdek internalizasyonu ve liflerde yuvarlaklasma
gozlenmistir. Bazi bolgelerde ¢ok kiiclik lifler ve endomizyal bag dokusunda belirgin
artis gorulmustar (Sekil EK 2.B). Atrofik liflerin bazilarinda cekirdek kiimelenmesine
benzer vyapilar dikkat c¢ekmistir. Rejenerasyon ve inflamasyon bulgular
saptanmamistir. Histokimyasal boyamalarda tip 2 liflerin ¢ogunlukta oldugu tespit

edilmistir; lipid, glikojen ve lizozomal aktivitede artis gortilmemistir.

Sekil EK 2. Histopatolojik bulgular: A) IV:5 nolu indeks vakaya ait kas biyopsisinde lif
caplarinda cesitlilik, cekirdek internalizasyonu ve hafif endomizyal bag dokusu artisi
gozlenmektedir (H&E boyamasi, orjinal biiylitme 20X). B) IV:2 nolu hasta bireye ait
kas biyopsi 6rneginde kas liflerinin ¢aplarinda farkhliklar, merkezi ¢ekirdekli hiicreler
ve endomizyal bag dokusunda belirgin artis goriilmektedir (H&E boyamasi, orjinal

blyitme 20X).
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EK 3. A ailesinden 1V:2 nolu hasta kasina ait elektron mikroskopisi bulgulari

Hacettepe Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal’nda IV:2 nolu
hasta bireyden tani amacl alinan kas biyopsi 6rneginden elde edilen kesitlerde
dokunun yapisal 6zellikleri gegirimli elektron mikroskobu ile incelenmistir. Hasta
IV:2'nin iskelet kasi liflerinde Z disklerinin normal oldugu, miyofibril bitinlGglinin
korundugu ve sitoplazmik sarkomerik organizasyonun bozulmadigi goézlenmistir.
Fakat bazi ¢ekirdeklerde normal kromatin yapisindan farkli olarak, farkli derecelerde
kromatin yogunlasmasi ve birikimi goézlenmistir. Ayrica c¢ekirdek membraninda
meydana gelen kopukluklar ve karyoplazmik icerigin sarkoplazmaya bosalmasi
sonucunda, cekirdek parcalanmasi, kromatin tomurcugu (bleb) olusumu ve

membrandan yoksun ¢iplak kromatin seklinde yapilar saptanmistir (Sekil EK 3).

Sekil EK 3. Elektron mikroskopisi ile incelenen hasta kas ¢ekirdeklerinde gézlenen

yapisal bozukluklar: A) Parcalanmis ¢cekirdek membrani (ok) ve asiri yogunlasmis

heterokromatin (koyu renkte) gézlenmektedir (orjinal blyitme 15000X). B) Cekirdek
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membrani kopukluklari ve gekirdek i¢i kanal olusumu (ok) goriilmektedir (orjinal
blyitme 20000X). C) Dejenere olmus ¢ekirdek (ok) ve sarkoplazmada bulunan giplak
heterokromatin (koyu renkte) gérilmektedir (orjinal bluyitme 20000X). D) Cekirdek
membranindan kopmakta olan kromatin tomurcugu (sag ok) ve ¢iplak kromatin (sol

ok) gdzlenmektedir (orjinal blylitme 40000X).
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EK 4: A ailesinde IV:2 nolu hasta kasinda LAP1B’nin etkilesimde oldugu lamin A/C,
lamin B ve emerin proteinlerinin immiinfloresan boyama gériintiileri

hasta lV:2

kontrol

Sekil EK 4. LAP1B ile etkilesimde olan lamin A/C, lamin B ve emerin proteinlerinin

lamin A/C

lamin B

emerin

kontrol ve hasta kas dokularindaki boyanmasini gosteren immiinfloresan boyama
sonuglari (orjinal bliyitme 63X). Boyamalar icin sayfa 29-31’de yer alan protokol
uygulanmistir. Lamin A/C, 1:15 oraninda sulandirilmis goat anti-lamin A/C (Santa
Cruz) antikoru ve 1:500 oraninda sulandirilmis Alexa Fluor 568 rabbit anti-goat
sekonder antikoru birer saat oda sicakliginda inklbe edilerek isaretlenmistir. Lamin

B, 1:50 oraninda seyreltilmis goat anti-lamin B (Santa Cruz) antikoru ve Alexa Fluor
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568 rabbit anti-goat sekonder antikoru birer saat oda sicakliginda inkiibe edilerek
isaretlenmistir. Emerin, mouse anti-emerin (Novocastra) antikoru 1:10 oraninda
sulandirilip ve 1:500 oraninda sulandirilmis Alexa Fluor 568 goat anti-mouse
sekonder antikoru birer saat oda sicakliginda inkiibe edilerek kullaniimistir. Kontrol
ve hasta kas dokulari arasinda bir fark gozlenmemistir, tiim antikorlarla

cekirdeklerde boyanma saptanmistir.
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EK 5: A ailesinde IV:2 nolu hasta kasinda LULL1 protein ifadesini gosteren western

blot bulgular

- |
50 kDa— S m«LU LL1

<

s Y cw ‘ .. -

T

miyozin

Sekil EK 5. Kontrol ve IV:2 nolu hasta bireye ait iskelet kasi 6rneklerinde, LULL1
proteinini tantyan rabbit poliklonal anti-TOR1AIP2 (81-95, Sigma Aldrich) antikoru
kullanilarak sayfa 27-29’da yer alan western blot protokoli uygulanmistir. Membran
1:750 oraninda sulandiriimis anti-TOR1AIP2 (81-95, Sigma Aldrich) antikoru ile
+4 °C’de 16 saat boyunca inkibe edilmistir. Sekonder antikor olarak 1:3000 oraninda
seyreltilmis 1gG (H+L) horseradish peroksidaz isaretli goat anti-rabbit antikoru 1 saat
oda sicakliginda membran ile inkiibe edilerek kullaniimistir. Miyozin banti protein
esit yikleme kontrolii olarak kullanilmistir. Fotograf 10 sn.’lik poz siiresi ile
cekilmistir. Sonug olarak, hasta kas dokusunda kontrol kas 6érnegine oranla LULL1

ifade dizeyinin artmis oldugu gézlenmektedir.
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EK 6: A ailesinden 1V:2 nolu hasta kasinda LAP1B ile etkilesimde olan torsin A ve

LULL1 proteinlerini gosteren immiinfloresan boyama goriintiileri

LULL1

hasta IV:2 kas

PDI torsinA DAPI

kontrol

hasta IV:2 kas

Sekil EK 6. LULL1 ve torsinA proteinlerinin kontrol ve hasta kas dokularindaki

yerlesimlerini gosteren imminfloresan boyama sonuglari. Boyamalar icin sayfa 29-

31’de yer alan protokol uygulanmistir.
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A) LULL1 proteini, 1:50 oraninda sulandiriimis rabbit poliklonal anti-TOR1AIP2 (81-
95, Sigma Aldrich) antikoru ve 1:500 oraninda sulandirilmis Alexa Fluor 488 goat
anti-rabbit sekonder antikoru birer saat oda sicakliginda inkiibe edilerek
isaretlenmistir. Kontrol ve 1V:2 nolu hasta kas dokularinda, LULL1 sarkoplazmik
retikulumda yerlesim géstermektedir (orjinal buyitme 100X).

B) TorsinA proteini, 1:50 oraninda seyreltilmis mouse monoklonal anti-TorsinA
(MAB5550, Merck Millipore) antikoru ve Alexa Fluor 488 goat anti-mouse sekonder
antikoru birer saat oda sicakliginda inkilibe edilerek isaretlenmistir. Ayrica
sarkoplazmik retikulum belirteci olarak mouse monoklonal anti-PDI (protein disiilfit
izomeraz) [RL19] (ab2792, Abcam) antikoru 1:100 oraninda sulandirilip 1 saat oda
sicakliginda inklibe edilerek kullaniimistir. Kontrol ve hasta kas dokularinda,
torsinA’nin sarkoplazmik retikulumda PDl ile benzer yerlesim gosterdigi gorilmustdir.

Kontrol ve hasta kas dokulari arasinda bir fark gézlenmemistir.
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EK 7: 18. Diinya Kas Cemiyeti Uluslararasi Kongresi, Kalifornia, ABD (1-5 Ekim

2013) toplantisinda sunulan soézlii bildirinin 6zeti

LBO.4

Torsin A-interacting protein 1/ Lamina-associated polypeptide 1B in a form of limb girdle muscular dystrophy: a
novel gene related to nuclear envelopathies.

Kayman-Kurekci G.", Talim B.!, Korkusuz P!, Sayar N.2, Sarioglu T?, Oncel 11, Sharafi P!, Gundesli H.', Balci-Hayta B.",
Purali N.", Serdaroglu P?, Topaloglu H.', Dincer P,

'Hacettepe University, Faculty of Medicine, Ankara, Turkey, *Bilkent University, Faculty of Science, Department of Molecular
Biology and Genetics, Ankara, Turkey, *Istanbul University, Faculty of Medicine, Istanbul, Turkey.

We performed genome-wide homozygosity mapping by using Affymetrix 250K SNP array and mapped an autosomal
recessive limb girdle phenotype with contractures to chromosomal region 125 in a consanguineous Turkish family

with three affected individuals. The index case is a 27 year-old woman with onset from age 7. She presents with distal
involvement in the form of rigid spine and contractures of proximal and distal interphalangeal hand joints. She is
ambulant. Her 39 year-old brother is similarly affected. He additionally has dilated cardiomyopathy. Muscle biopsies

show severe variation in fiber size, increase in internal nuclei, endomysial fibrosis and few degenerating fibers. Their
serum CK levels are 89 u/L and 489 u/L, respectively (N: 39-308). Family history is consistent with a paternal aunt being
affected. DNA sequencing of TORIAIPI revealed a homozygous c.186delG mutation that causes a frameshift resulting to
a premature stop codon. By quantitative real-time PCR and western blot expression of TOR1AIP1 (also named as LAP1B)
was absent in the patient muscle. Immunofluorescent staining revealed loss of TOR1AIP1 staining in the muscle fibers
compared to control muscle. Ultrastructural examination showed alterations of the nuclear envelope. TOR1AIP1 is a type
11 integral protein localized in the inner nuclear membrane through a single transmembrane domain. TOR1AIP1 binds to
both A- and B- type lamins in the nucleus and is implicated in the regulation of TorsinA ATPase which is known to cause
the severe movement disorder DYT1 dystonia. The absence of TOR1AIP1 in the muscle might influence the mechanical
stability of the nuclear envelope due to the impaired binding to the nuclear lamina. Subsequently, interaction of
cytoskeletal components with the nuclear envelope might be altered through the misregulation of TorsinA in the absence
of TOR1AIPI. This study expands the spectrum of genes associated with nuclear envelopathies.
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