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OZET

Cetin, N. Desmin geni ¢.1289-2A>G mutasyonunun desmin proteinine
etkisinin incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Biyoloji Programm Doktora Tezi, Ankara, 2012. Otozomal resesif limb-girdle kas
distrofisi (LGMD?2) proksimal kaslarda gelisen gii¢siizliik ve atrofi ile tanimlanan klinik
ve genetik heterojenite gosteren bir hastalik grubudur. Akraba evliligi sonucu diinyaya
gelmis iki hasta kardes, klinik ve histopatolojik bulgular1 sonucu LGMD?2 tanis1 almustir.
Bu tez ¢alismasinda LGMD2 tanisi alan iki hasta kardesde desmin geninde c.1289-
2A>G splice site mutasyonu saptanmistir. Desmin geninde ilk kez saptanmis olan bu
mutasyon, okuma ¢ergevesini kaydirmadan RNA dizisine 48 baz ve proteinin kuyruk
domainine 428. amino asitten itibaren 16 amino asitin eklenmesine sebep olmaktadir.
Mutasyon, anne ve babanin birer allelinde saptanmis olup anne ve baba tamamen
sagliklidir. indeks vakada desmin proteinin ifade edildiginin gdsterilmesi, c.1289-2A>G
splice site mutasyonunun desmin proteinini islev kaybina ugratmadigini gostermistir.
Ayrica, hastanin kas biyopsi 6rneklerinde yapilan elektron mikroskobu goriintiilemesi ve
histopatolojik degerlendirmeler sonucunda, Z disklerinde kayma olmamasi, hiicre ici
sitoplazmik birikimler g6zlenmemesi, fizyopatolojinin nedeninin desmin proteininin
etkilesimde oldugu protein/proteinler ile etkilesiminin  bozulmasi oldugunu
distindiirmiistiir. ¢.1289-2A>G splice site mutasyonu ile proteinin kuyruk domainine
428. amino asitten itibaren eklenen 16 amino asit, literatr bilgisine gore lamin B
proteininin desmine baglanma bdélgesini ortadan kaldirmaktadir. Desmin-lamin B
etkilesimini arastirmak amaciyla yapilan ¢ift immunfloresan boyama bulgular1 konfokal
mikroskobu ile goriintiilenmis ve hastada desmin ile lamin B’nin etkilesiminin olmadigi
gosterilmistir. Bu etkilesimin bozulmasiin g¢ekirdek morfolojisinde bir deformasyon
olusturmamakla birlikte sarkoplazma ile ¢ekirdek arasindaki baglantiy1 zayiflattigini, bu
nedenle kasilma ve gevseme sirasindaki mekanik strese karsi kasin direncini azalttigini,
buna bagli olarak da kas dejenerasyonu oldugunu 6ngoruyoruz.

Anahtar Kelimeler: Desmin, mutant desmin, desmin-lamin B etkilesimi
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ABSTRACT

Cetin, N. Investigation of the effects of c.1289-2A>G desmin mutation at the
protein level. Hacettepe University Institute of Health Sciences, Ph.D. Thesis in
Medical biology, Ankara, 2012. Autosomal recessive limb girdle muscular dystrophy
(LGMD2) is clinically and genetically heterogeneous group of diseases that are
characterized by progressive atrophy and weakness of proximal muscles. Two
siblings of a consanguineous marriage are diagnosed LGMD2 according to clinical and
histopatological findings. In this thesis study, ¢.1289-2A>G splice site mutation on
desmin gene is determined in these two siblings diagnosed with LGMD?2. The mutation
in the desmin gene, defined for the first time, causes in-frame insertion of 48 bp to RNA
sequence and insertion of 16 amino acids a to protein sequence in tail domain following
428th residue. The identical mutation was also detected in single allele of both parents,
who both were healthy. Illustrating the desmin protein expression in the index case, led
us to conclusion that ¢.1289-2A>G splice site mutation doesn’t cause loss of function of
desmin protein. As a result of the electron microscopy and histopathological
examination of the muscle biopsy specimens no sliding on Z-discs was detected and no
intracellular deposits were observed, which led us to conclusion that the
physiopathology is a consequence of the disruption of protein-protein interactions.
According to previous literature data, insertion of 16 amino acids a to desmin protein
sequence in tail domain following 428. residue, results in removal of lamin B binding
region of desmin protein. To display desmin-lamin B interaction, double-labelled
immunfloresance staining followed by confocal microscopy examination was
performed, desmin and lamin B interaction was shown to be destroyed. Although the
loss of interaction does not lead to a deformation in nuclear morphology, it impairs the
nuclear-sarcoplasmic connection; therefore we propose that this impairment weakens
muscle resistance against shear stress, which consecutively results in muscle

degeneration.

Keywords: Desmin, Mutant desmin, desmin-lamin B interaction
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1. GIRIS

Otozomal resesif limb-girdle muskdler distrofi (LGMD2) ve desminopati
noromiskiiler hastaliklar altinda degerlendirilen farkli proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlarin sebep oldugu kas hastaliklaridir. Klinik olarak heterojen olan desminopati
hastalig1 sikligi bilinmeyen, nadir gdzlenen hastaliklardandir. Temel klinik bulgulari
gelisen kas giigsiizliigii, solunum yetmezligi ve kardiyomiyopatidir. Bu iki hastaligi,
teshisinde birbirinden ayiran en Onemli bulgu histopatolojik degerlendirmelerde
desminopatilerde gozlenen hicreici birikimlerdir. Klinik ve histokimyasal bulgulari
desminopatiye 6zgii higbir 6zellik tagimayan bir LGMD2 vakasinda, ilk kez desmin
geninde mutasyon tesbit edilmistir. Tanimlanan mutasyon desmin geninde bugiine kadar
rastlanmayan yeni bir mutasyondur. Hastanin klinik ve histopatolojik bulgularinin
mutasyonun bulundugu genin simdiye kadar bilinen 6zelliklerinden farkli olmasi bu
aileyi arasgtirtlmaya deger kilmistir. Noromdiskuller kas hastaliklarinin  birgogunun
birbirlerinden ¢ok farkli Klinik bulgular tasimalarina ragmen aymi genin farkh
mutasyonlarindan  kaynaklanan  patogenezi, hastaliklarin  fizyopatolojilerinin
aciklanmasini oldukg¢a giiclendirmektedir. Bu sebeple bu gibi kuraldist durumlarin
arastirilmasi hastaliklarin patogenezinin aydinlatilmasinda biiytik 6neme sahiptir.

Bu doktora tez c¢alismasinda LGMD?2 fenotipi g0steren hastada yapilan
calismalar desminopati hastaligina sebep olan desmin proteinini kodlayan desmin
geninde ¢.1289-2A>G splice site mutasyon bulundugunu goéstermistir. Bu mutasyonun
sebep oldugu hasar DNA, RNA ve protein diizeyinde incelenmistir. Ayrica desmin
geninde gbzlenen mutasyonun, proteinin diger proteinlerle olan etkilesimini etkileyip
etkilemedigini arastirmak i¢in desminle etkilesime giren bazi proteinler mercek altina

alinmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Desmin ve Desmin Geni

Desmin kas hiicrelerinin temel ara filament proteinidir. 53kDa agirligindaki bu
protein iskelet kasi, kalp kasi ve diiz kasta ifade olur. Olgun iskelet kasinda desmin, Z
disklerde miyofibril yapilarini birarada tutar ve miyofibrilleri sarkolemmaya baglar (1).
Desmin, baglantili oldugu diger ara filament proteinleri ile ag yapisi olusturarak
miyofibrillerin ¢ekirdege, mitokondriye ve sarkolemmaya baglantisin1 saglayarak, kas
hiicresinin kasilma ve gevsemesi sirasinda hiicresel biitiinliigiin korunmasimi ve gii¢
aktarimmi kolaylastirir (1,2). Kalp kasinda desmin proteini intercalated disklerde ve
purkinje fibrillerinde gdzlenmektedir (3).

Insanda desmin proteinini kodlayan DES tek kopya olarak kromozom 2g35
bandinda yerlesmistir (4). Uzunlugu 8,4 kb olan bu gen boélgesinde 9 ekson bulunur ve
470 amino asit kodlanir (5). Desmin proteini diger ara filament proteinlerinde oldugu
gibi U¢ domaine ayrilmistir. Amino ve karboksil uglarinda bulunan bas ve kuyruk
domainleri ve bunlarin arasinda oldukg¢a korunmus alfa-helikal rod domaini yer alir (6).
Ara filamentler arasinda boyut ve dizi farkliligi gosteren bag domaini desminde 84
amino asit uzunluktadir. Bas domaini ara filamentlerin dogru yapilanmasi igin gereklidir
(7). Enzimatik reaksiyonlarla ilk 67 amino asiti kesilen desmin bas domaininin tetramer
yapisini olusturamadi@i gézlenmistir. Bas domaini ¢ikartilmig desminin bir dereceye
kadar polimerize oldugu goriilmiistiir (8). Bas domaininde bulunan Ser59 amino asiti
AuroraB proteininin 0zgul fosforilasyon bolgesidir (9). Rod domaini 308 amino asit
icerir ve hidrofobik ve hidrofilik amino asitlerin yeraldigi heptat tekrarlar1 (yedili
tekrarlar) olusur (10). Bu heptat tekrarlari iki polipeptidin homopolimerik sarmal
olusumuna yardimeci olarak filamentin temel (Unitesini yapilandirir. Helikal rod
domainindeki heptat tekrarlari ii¢ kisimda kesintiye ugrar. Bu bolgeler L1, L12, L2
(linker) , arada kalan dort alfa-helikal segment ise 1A, 1B, 2A, 2B seklinde adlandirilir.
Omurgalilarda sitoplazmik ara filament proteinlerinin tek bir alfa helikal segmentinin
uzunlugu tiimiiyle korunmustur. 2B segmentinde bulunan sekizinci heptat tekrarinin

sonunda fazladan dort amino asidin bulunmasi heptat tekrarlarin1 kesintiye ugratir. Bu



dort amino asidin bulunmasi nedeniyle olusan yapi, stutter adi verilen, ara filament
proteinlerinde pozisyonu korunmus, sarmalin agildigi bir yapiy1 ifade eder (11). Bu yap1
tim ara filament proteinlerinde gorullr (12). Deneysel galismalarda heptat tekrarlarinin
devamliligin1 saglayan {i¢ amino asitin diziye eklenmesiyle fazladan bir heptat tekrari
iceren molekiil olusur (13). Bu yapiya uyum saglayabilmek i¢in sarmal, Stutter yapinin
cevresinde hafifce acilir. Acgilma proteinin yapilanmasint ve etkilesim Ozelliklerini
etkiler.

2B heliksinin  karboksil ucunda incelenmis baska bir yapt 405-
YRKLLEGEESRI-416 motifidir. Bu motifden 6nce gelen bir dizi amino asitle birlikte
YRKLL peptidinden itibaren sarmal yap1 kaybolur ve alfa heliksler EGEE seviyesinde
biikiilerek asama asama ayrilirlar (14). In vitro bilgiler bu motifin tetramerlerin uygun
bir sekilde olusmasi i¢in yonlendirici oldugunu gostermistir.

Desmin kuyruk domaini %30’u beta-tabakali yapida olan, geriye kalan kismi
heptat tekrarlarindan yoksun rastgele yapilanmis bir bolgedir. Desmin kuyrugu
antiparalel tetramer yapilanmasinda, lateral paketlenmenin stabilizasyonu ve
kontroliinde, filament yapisinin uzamasinda ve korunmasinda gorevlidir (15,16).
Bununla birlikte kuyrugun en o6nemli fonksiyonu, sitoplazmik ara filament agini
olusturmak igin hiicre iskelet proteinleriyle etkilesimi saglamasidir (17). Desminin
kuyruk domaininde bugiine kadar 11 farkli mutasyon tespit edilmistir . Bunlardan
p.Thrd42lle, p.Arg454Trp, p.Ser460lle, p.Glu413Lys, p.Lys449Thr, p.lle451Met,
p.Val469Met mutasyonlari tasiyan desmin proteini filament olusturabilme o6zelligine
gore Bar ve arkadaglari tarafindan 2007 yilinda arastirilmistir (18). Cogunlukla kalp
kasini etkileyen bu mutasyonlar sitoplazmik ara filament ag1 bulunmayan epitelyel hiicre
hatti SW13 hiicrelerine ve sitoplazmik ara filamenti desmin olan, fare miyoblast hiicre
hatt1 olan C2C12 hiicrelere transfekte edilmistir. p.Arg454Trp ve p.Ser460lle hari¢ diger
kuyruk domaini mutasyonlart yabanil tip desmin igeren hiicrelerdekine benzer filament
agl olusturduklart gézlenmistir. “In vitro yapilanma” calismasiyla 10 sn., 5 dk. ve
60dk.’lik zamanlarda desmin proteininin tek bir tiniteden eklenerek filament olusturma
Ozelligi arastirildiginda yalnizca p.Glu413Lys mutasyonu tasiyan desminde yabanil tip

desmine gore ag olusumu daha ge¢ baslamistir (18). Bar ve arkadaslari 2010 yilinda



calismay1 kantitatif Olclimlerle desteklemistir. Bu mutasyonlarin yanisira kuyruk
domaini bulunmayan desmini ifade eden vektori transfekte edip kuyruk domaininin
islevi hakkinda arastirmalar yapilmistir. Kuyruk domaininde mutasyon bulunan ve
kuyruk domaini bulunmayan desmin ifade eden hiicrelerin ag olusumlari 6l¢iildiigiinde,
filament ¢apinda ya da uzama katsayilarinda yabanil tip desmin ifade eden hiicreye
benzer sonuclar elde edilmistir. Mutasyonlarin filament mimarisini degistirerek filament
elastikiyetini azalttiklar1 gosterilmistir (19).

Bas ve kuyruk domainlerinin translasyon sonrasi modifikasyon bdlgeleri oldugu
diistiniilmektedir. Bu domainler hiicre dongiisii ve farklilasmasi asamalarinda ara
filamentin organizasyonunu saglar. Ara filament proteinleri arasinda bas ve kuyruk
domaini uzunluk ve amino asit dizisi agisindan farklilik gosterir. Bu dizi ¢esitliligi,
translasyon sonras1 modifikasyonlar ile ara filamentin dokuya 0Ozgiil islev gormesini
saglar (20).

2.2. Desmin Yapilanmasi

Desmin yapilanmasi iki desmin monomerinin rod domainlerinden halat gibi
sarilarak dimer olusturmasiyla baslar. Dimer olusturan ara filamentlerin bas ve kuyruk
domainleri aynmi hizadadir. (Sekil 2.1) Sarmal yapidaki iki dimer bas ve kuyruk
domainleri anti-paralel gelecek sekilde bir araya geldiginde tetramer yapisi olusur. 4
tetramer birlikte paketlenerek protofibril admi alir (Sekil 2.1). iki protofibril birlikte
paketlenerek ortalama uzunlugu ~58nm ve gapi ~16nm olan yapiyr olusturur. 16nm’lik
bu birimler tekrar paketlenerek 10nm’lik Uniteleri; 10nm’lik Uniteler de yan yana
paketlenerek 120nm’lik desmin ara filamentini olustururlar. Fizyolojik kosullar

filamentin dogal olarak yapilanmasini saglar ve kofaktore ihtiyag duyulmaz (21-23) .
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Sekil 2.1 Desmin Yapilanmasimin Sematik Goriintiisi

Desmin protein kinaz A, protein kinaz B, Cdc2 kinaz, Rho assosiye kinaz ve
AuroraB kinaz tarafindan Thr-16, Ser-11, Ser-59, Thr-75, Thr-76 amino asitlerinden
fosforilllenir. Hiicre bdoliinmesi sirasinda desmin iizerinde olusan modifikasyonlar

nedeniyle desmin ara filament ag1 bozularak sitokineze yardimci olur.

2.3. Desmin Ifadesi ve Islevi

Desmin, titin, miyozin agir zincir, nebulin ve aktin gibi kasa 6zgu proteinler
icerisinde embriyonik donemde ifadesi en erken gdzlenen proteindir. Fare embriyosunun
gelisimi siiresince ilk kez dollenmeden sonraki 8,25. giinde ektodermde vimentin ve
keratinle birlikte ifade edilir. Kalp rudimentinde ifadesi 8,5. glinde gdzlenmektedir.
Kardiyogenezden sonra miyokardiyal hiicrelerde sentezi artarak devam eder. 9. giinden
sonra ise miyotomlarda saptanir. Desminin MyoD’den dnce kasta Myf 5 ile birlikte ifade
edildigi bilinmektedir (24).

Iki farkli laboratuvar tarafindan es zamanli olusturulan desmin (-/-) fareler
Uzerindeki arastirmalar desminin iglevini anlamak acisindan doniim noktasi olmustur.

(25,26). Bu c¢alismalarda, desmin-/- farede somitogenez, kas olusumu, kas olgunlasmasi,



kas dejenerasyonu ve rejenerasyonu detayli olarak calisilmistir. Bu fareler iiretken ve
normal gelisim gdstermislerdir. Erken donem kas farklilagmasinin ve hiicre flizyonunun
normal oldugu gozlenmistir. Ancak, dogumdan sonra 6zellikle dil, soleus ve diyafram
kaslarinda, dizensiz miyofibriller organizasyon goze c¢arpmaktadir. Kaslarinda,
subsarkolemmal mitokondri birikimi ve kalp ve iskelet kasinda distrofik degisiklikler ve
ilerleyici kas zayiflig1 gézlenmektedir. Ayrica fare, postnatal donemde kardiyomiyosit
lizisi, makrofaj infiltrasyonu, farkli seviyelerde kalsifikasyon ve sonunda
kardiyomiyopati gelistirmistir. Kas fibrilleri yerini bag dokusuna birakmustir. Eriskin
knockout farelerde desminin yoklugunun, agir iskelet ve kalp kas yapist bozuklugu
sonucu olusan c¢oklu organ bozukluklarina sebep oldugu gosterilmistir. Desmin
filamentlerinin yoklugu, primer kas olusumunu ve rejenerasyonu etkilememistir. Ancak,
rejenere fibrillerde gézlenen anormal miyofibrilogenez, desminin kas fibril tamirinde de

roli olabilecegini gostermistir.
2.4. Desminopati

Miyofibriller miyopati, olarak adlandirilan hastalik grubunun bir altgrubu olan
desminopati iskelet ve kalp miyopatisi olarak tanimlanir. Ozellikle hiicre i¢i grantiler ve
filament6éz materyalleri iceren sitoplazmik birikimler bu miyopatilerde gorilen
karakteristik 6zelliktir. Hastalik distal bacak kaslarinda baslayarak proximal kaslara ya
da proximal kaslardan distal kaslara yayilarak kas zayiflig1 sonucunda, hastay: tekerlekli
sandalyeye bagimli hale getirir. Hastaligin baslangi¢ yas1 ve gelisimi, kalitim tipine ve
mutasyonun protein (zerindeki yerlesimine gore ¢esitlilik gosterir. Hastalikta tipik
olarak kol ve bacak kaslarindaki zayifligin gévdeye, boyun ve yliz kaslarina yayildigi
gdzlenir. Iskelet miyopatisi siklikla iletim bozuklugunun, aritminin ve ani Sliimlere
sebep olan kronik kalp yetmezliginin gelistigi kardiyomiyopati ile seyreder.

Desmin pozitif materyallerin hticrede birikimi, bir ¢ok noktada sitoplazmik
inklizyonlar ve kiremsi Kitleler, granllofilament6z materyallerin dagimik birikimleri
seklinde gorulebilir. Desmin disinda bu agregatlarin icinde aB-kristallin, distrofin, aktin,
ubikatin, sinkoilin, sinemin, nestin, plektin, gelsolin, sarkoglikanlar, NCAM ve filamin



C bulunur (27). Histolojik olarak desmin agregatlarinin disinda miyofibriler diizensizlik

ve sarkomer integritesinin kayb1 da desminopati i¢in ayirtedici 6zelliklerdir.

2.5. Desminopatinin Kalitim Sekli

Pekcok olgu, aile hikayesi tasimayan yeni mutasyonlarla ortaya ¢ikarken, ailesel
vakalar genellikle otozomal dominant kalittm modeli gosterir. Literatiirde otozomal
resesif kalitim ile hastaligin aktarildigi yalmizca iki vaka bildirilmistir (28). 1B
heliksinde 7 amino asit icin homozigot delesyon (p.Argl73_Glul79del) tasiyan bir
hastada ozellikle tist ekstremite distal kaslarinda zayiflik ve atrofi gelistigi gozlenmistir.
Ekokardiyografi kalbin sag odaciginda genisleme oldugunu goéstermistir. Hastalik
ilerledikce kalp ve solunum bozukluguna ve intestinal tikanikliga sebep olmus ve 28
yasinda ani 6liimle sonuglanmistir. iskelet miyofibrillerinde bol miktarda sarkolemma-
alti yayilmlh yarimay sekilli eosinofilik kiitleler ve kardiyomiyositlerde merkeze
yerlesmis eosinofilik desmin ve ubiquitin birikimleri go6zlenmistir. Ultrayapisal
caligmalar Z cizgisi ile devam eden iri graniiler ve filamentdz agregatlarin varligin
gostermistir.

Ikinci ailede, iiciiz kardesler ““‘compound” heterozigot olarak p.Ala360Pro ve
p.Asn393lle desmin mutasyonu tasimaktadir (29). Ekokardiyografi, normal ventrikil
biyiikliigii olmakla birlikte agir biatrial genisleme bulgusunu vermistir. 20-24 yaslari
arasinda ii¢ kardeste de gelisen kas zayifligi ile birlikte govde ve ekstremitelerde
harabiyet gelismistir. Uglizlerde, yiiz ve boyun kaslarinda zayiflik, yutkunma ve nefes
alma zorluklar1 gdzlenmistir. Ug kardes de 28, 30 ve 32 yaslarinda kalp yetmezliginden
kaybedilmistir. Histopatolojik bulgular miyofibril i¢clerinde karakteristik sarkolemma alt1
yayilimiyla amorf desmin birikimlerini gosterir. Ailede pekg¢ok ileri yasta aile ferdi
p-Ala360Pro ya da p.Asn393Ile mutasyonlarindan birini tagimakla birlikte, kalp ya da

kas fenotipi gostermemistir.



2.6. Desmin Geni Mutasyonlari

Bugtine kadar desmin geninde 60 kadar farkli mutasyon tespit edilmistir. Klinik
ozellikleri iskelet miyopatisi, kardiyomiyopati, solunum yetmezligi, néropati, diiz kas

bozukluklar1 gibi, bir yada birkag karakteristik belirti ile ¢esitlilik gosterir.
112 amino asit iceren ekson 1 tarafindan kodlanan bas domaininde 6 mutasyon

tespit edilmistir. Ekson 1’in kodladigi 1A heliksinde ve ekson 4 ve 5’in kodladigi 2A

heliksinde mutasyona rastlanmamastir.
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Sekil 2.2 Bugiine Kadar Tanimlanan Desmin Geni Mutasyonlar: ve Yerlesimleri (30)

Biiytik bir kismi nokta mutasyonlar1 olmakla birlikte az sayida delesyon,
insersiyon ve exon-skipping tirl mutasyonlar gozlenmistir (28). Goériilen mutasyonlarin
%50’si proteinin olduk¢a korunmus alfa- helikal domaininde 2B segmentinde, az sayida
mutasyon ara filament proteinleri arasinda uzunluk ve amino asit dizisi ag¢isindan

farklilik gésteren kuyruk domaininde bulunur (20).



Desmin 1B heliksinde 21 nukleotitin homozigot delesyonuyla 7 amino asitin
(Argl73_Glul79) kaybi, mRNA okuma cergevesini bozmamakla birlikte hastada bir¢ok
semptom gézlenmistir. Ancak, in vitro mutagenez c¢alismasi, hlcre kiltirinde desminin
ara filament olarak yapilandigin1 g0Ostermistir (31). Bununla birlikte p.Ala213Val
mutasyonu desminin ifade edilmedigi SW13 hiicrelerinde filamentdz ag olusturmustur.
C2C12 fare miyoblast hiicre hattinda ise varolan filament agin1 bozmamistir (32). 239.
kodonu takiben godzlenen adenin insersiyonu ise, mMRNA okuma cercevesini bozarak,
243. kodonun dur kodonuna doniismesine ve 27 kDa agirliginda erken sonlanmis bir
protein olusumuna neden olmustur. Transfeksiyon ¢aligmalar1 bu mutasyonun hiicrede
varolan desmin aginin bozulmasina sebep oldugunu gostermistir. Hatali kas hiicrelerinde
mutasyonun mitokondrinin hiicrei¢i dagilimini ve biyokimyasal 6zelliklerini etkiledigi
gbzlenmistir (33).

Desminin 96 baz (32 kodon) iceren 3. eksonunun verici ve alict splice site
bolgelerinde gozlenen baz degisiklikleri bir ¢ok amino asitin kaybina neden olur.
p.Asp214 Glu245 mutasyonu, 32 amino asidin eksikligi ile ekson 3’Un ortadan
kalkmasina neden olmakla birlikte mRNA’nin okuma c¢ergevesi bozulmadigindan
desmin polipeptidi sentezlenmistir (34). Ancak, heptat tekrari bozuldugundan sarmal
yapist korunamaz. Delesyonun varligi RNA seviyesinde de kamtlanmistir. Islev
analizleri SW13 hcrelerinde 32 amino asiti eksik olan desminin filamentéz ag
olusturma yeteneginde olmadigini gostermistir (34). Bunun nedeni, bircok proteinin
baglanma bolgesinin bu segmentte bulunmasidir.

2B heliksinde gozlenen yanlis anlamli mutasyonlarin ¢ogunlugu prolin amino
asidinin olusumuna neden olmustur. Prolin desmin helikal rod domainin normal
yapisinda bulunmaz, nedeni ise prolinin heliks yapisinda biikiilme yaratmasidir (35).
Prolinin alfa-heliks tizerindeki destabilize edici etkisinin yaninda hidrojen bagi
olusturma yetisi de yoktur. Mutagenez g¢alismalari, mutasyon sonucu prolin tasiyan
proteinin kisa, zayif ve kirilmis anormal filament yapilanmasi oldugunu gostermistir
(36).

Heliks yapisinda olmayan ve heptat tekrarlarindan yoksun olan desmin kuyruk

domaini diger hiicre iskeleti proteinleri ile etkilesimi saglayarak sitoplazmik ara filament
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agmin kurulmasinda rol alir. Bu proteinlerle etkilesimin kurulamamasi hastalik
gelisimini tetikler. Kuyruk domaini mutasyonlarmin SW13 hiicrelerindeki ifadesi
normal filament agiin olusumuyla sonuglanir. p.Thr442lle, p.Lys449Thr, p.lle451Met,
p.Val469Met mutasyonlarini tasiyan vektorler, C2C12 hiicre hattina transfeksiyon
yapildiginda desminin alfa-helikal domaininde bulunan mutasyonlarin aksine, varolan
ara filament organizasyonu iizerinde dominant negatif etki gdostermedigi gozlenmistir.
Bununla birlikte kuyruk domaini mutasyonlar1 alfa-helikal domaini mutasyonlar1 gibi,

agir kalp ve iskelet miyopatisine sebep olur (18).

2.7. Miyofibriller Miyopati

Miyofibriller miyopati genetik olarak heterojen bir hastaliktir. Desmin, alfa-B
kristallin, Bag 3, Miyotilin, ZASP ve Filamin C proteinlerini kodlayan genlerde gorulen
mutasyonlar miyofibriller miyopati fenotipini olusturur. Bu fenotip en temel olarak kas
zay1fligl, kardiyomiyopati ve hiicre i¢i agregat olusumunu igerir (37) Miyofibriller
miyopatinin alt gruplari mutasyonun bulundugu proteine gore desminopati, alfa-B
kristallinopati, Bag3opati, Miyotilinopati, Zaspopati, Filaminopati olarak adlandirilir.
Alfa-B kristallin, desmin proteinini dogru konformasyonda tutarak agregat olusumunu
engelleyen bir saperon proteinidir (38). p.Argl20Gly mutasyonu bulunan alfa-B
kristallin SW13 ve BHK21 hiicrelerinde ve transgenik fare kardiyomiyositlerinde ifade
edildiginde desmin ve alfa-B kristallin i¢eren agregatlarin olustugu gézlenir (39).

Miyotilin, Z-disklere baglanan iskelet kasinda yuksek, kalp kasinda zayif ifade
edilen bir proteindir. Hidrofobik ve serince zengin amino ucu, Ig benzeri iki domain ve
karboksil ucu kuyruk boélgesi icerir. Miyotilin, aktin filamentleri, filamin C ve periferal
Z disk proteinleri ile gapraz bag yapan ve temel Z disk komponenti olan alfa aktinine
baglanir. Miyotilin aktin filamentlerine ¢apraz baglanir ve ge¢ donem miyofibrilogenez
sirasinda miyofibrillerin uzamasinda rol oynar (40). Miyotilin mutasyonu LGMD1A
fenotipiyle iliskilendirilirken, bazi hastalarin klinik bulgularinda bazi kas fibrillerinde
sadece Z disk bozukluklar1 olmasi mutasyonun miyofibriller miyopati fenotipine de

sebep oldugunu gostermistir (41).
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ZASP (Z band alternatively spliced PDZ-motif containing protein) ¢ogunlukla
kalp ve iskelet kasinda ifade edilir (42). ZASP, Z filament yapisal bileseni olan ve bitisik
sarkomerin ince filamentlerine capraz baglanan alfa aktinine baglanir. Miyofibriller
miyopati fenotipi gosteren 11 hastada ZASP geninde heterozigot yanlis anlamli
mutasyon tespit edilmistir (43) . Hastalarin ¢ogu kas zayifligi gosterirken bir tanesinde
carpint1 ve yiikksek CK (Creatin Kinase) seviyesi tespit edilmistir (43).

Filaminler, aktin filamentlerinin organizasyonu ve zar stabilizasyonu yaninda
sinyal proteinleri icin scaffold gorevi gorir. Filamin C pek ¢ok Z disk proteini ve
sarkolemmada y- ve d-sarkoglikanlarla iliskidedir (44). Filamin C’nin son eksonunda
bulunan p.Trp2710X mutasyonu genis bir Alman ailesinin 17 ferdinde tespit edilmistir.
Baslangic yasi 24 ila 60 arasindadir. Tim hastalarda gelisen kas zayifligi,
kardiyomiyopati, solunum yetmezligi ve normalden 10 kata kadar degisen CK seviyesi
gozlenir (45).

Bag3 (Bcl-2 associated athanogene 3) pekgok polipeptitle etkilesimi olan gok
domainli bir proteindir. Iskelet ve kalp kasinda yiiksek seviyelerde ifade olurken diger
dokularda ifadesi diisiiktiir. Bag3 geninde p.Pro209Leu mutasyonu tasiyan ii¢ hastada
agir gelisen kas zayiflifi gozlenmistir. Kardiyomiyopati ve solunum yetmezligi ileriki
sathada ortaya c¢ikmis, serum CK seviyeleri normal limitin 3 ila 15 kat istiinde
gozlenmistir. Cekirdeklerin %8&’inde apoptoz go6zlenmesi Bag3’in antiapoptotik

etkisinin ortadan kalktigin1 gostermektedir (46).

2.8. Desminle Etkilesen Proteinler

Ara filament proteinleri 10 nm ¢apinda homopolimerik ya da heteropolimerik
filamentler olusturabilirler. Desmin pekgok ara filament proteiniyle heterofilament
olusturur. Homotipik ara filamentlerin heterolog alt Unitelerle biitiinlesmesi mekanik
direnci artirir. Desminin kas hucresindeki organizasyonunda birlikte bulundugu tiim
proteinler sekil 2.3 ve tablo 2.1°de gosterilmistir. Bu proteinlerden nestin, sinemin ve
sinkoilin desminle heterofilament olustururlar. Sinemin hiicre iskeleti yapilanmasinda

onemli bir protein olup iki izoformu vardir (47). Desmin ve sinemin kas fibrillerindeki
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inkliizyon Kkitlelerinde birlikte bulunurlar. Iskelet kas1 Z ¢izgilerinde de birliktedirler.
Sinemin alfa-aktinin ve vinculine de baglanir. Yapilan bir ¢alismada desmin proteinini
kodlayan gende 14 farkli mutasyonun varliginda sinemin proteininin yerlesimi
incelenmistir. Desmin proteininin rod domainindeki korunmus bir bolge disindaki
mutasyonlarda Sinemin proteininin agregat olusumuna katildigr gézlenmistir. Desmin
geninde p.Glu401Lys, p.Arg406Trp, p.Glu413Lys mutasyonlar1 sonucunda hiicre iginde
agregat olusumu gozlenirken, sinemin antikoruyla yapilan immunfloresan boyamalarda
sineminin filament yapisi ig¢inde yer aldigi gosterilmistir. Bu durum mutasyonlarin
bulundugu bu bolgenin sinemin ile heterofilament olustururken tuz kopriileri kurdugu
oOne siiriilerek agiklanmistir (48).

Sinkoilin distrofin ile iliskili glikoprotein kompleksinin bir Gyesidir. Kas
sarkomer yapilarinin hiicre zar ile baglandigi1 kostamer bolgelerinde distrofin ile iliskili
glikoprotein (DAG) kompleksi bulunur (49). Bu kompleks distroglikanlar ve
sarkoglikanlar gibi integral ve periferal pek ¢ok proteini icerir. Bu proteinler hiicre
iskeleti elemanlarina baglanarak hiicre dis1 matrisde bulunan yapisal proteinlerle
miyofibrillerin iliskisini saglarlar. Desmin bu kompleksle baglantisin1 sinkoilin proteini
yardimiyla saglar. Sinkoilin iskelet ve kalp kasinda bulunan bir ara filament proteini
olup DAG kompleksinde bulunan distrobrevin proteinine baglanir (50). Sinkoilin alfa-
distrobrevin ile sarkolemmada ve noromuskiler bileske boélgelerinde, desmin ile
sarkolemma ve Z disklerde birliktedir. Tip 4 ara filament proteinlerinin yapisina sahip
olsa da sinkoilin, homo- ya da hetero- filament formunda olmadig: igin tipik bir ara
filament proteini gibi gorev yapmaz. Distrofin eksikligi olan kas dokusunda sinkoilin
ifadesinin arttig1 ve bu artigin rejenere liflerin artisina paralel oldugu gosterilmistir. Bu
bulgular sinkoilinin miiskiiler distrofi patogeneziyle iliskili oldugunu gdstermektedir
(51).
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Sekil 2.3 Desminin Hiicre i¢gindeki Organizasyonu (52)

Paranemin Oncelikle ara filament ile iliskili bir protein olarak tanimlanmis (53)
daha sonra tip VI ara filament sinifina alinmistir. Paranemin, desmin filament aginin
olusumu icin gereklidir (54).

Desmin M g¢izgisi etrafinda sikelemine baglanir (55). Sikelemin, internal miyosin
baglanma bdlgesi veya amino ya da karboksil ucunda iki desmin baglanma bolgesi
icerir. Boylece desmin hem Z ¢izgisine, hem de M ¢izgisine baglanmis olur.

Desmin ve nebulin arasindaki direk baglanti *“Yeast two hybrid’” analiziyle ortaya
konmustur (56). Nebulin A bandinin aktine baglandigi bélgenin boyutunu kontrol eder.

Kalpain proteazlar ve kaspazlar 6zellikle apoptoz ve hiicre boliinmesi sirasinda
desmine baglanir. Kaspaz 6, farklilasmay1 kontrol eden serum miktarinin degisimiyle
indiklenerek desmini 6zgil bolgesinden fosforiller (57) . Desminin kasa 6zgl kalpainler

tarafindan proteolize ugradigi bilinmektedir (58).
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Aurora-B  hiicre donglisii  boyunca sitokinezin gelisimi ve kromozom
segregasyonu icin ihtiyag duyulan bir protein kinazdir. Desmin ve GFAP (Glial
Fibrillary Acidic Protein) proteinlerinin Aurora-B tarafindan fosforillenmesi sonucunda
filament olusturma egilimi azalir. Thrl6 ve Ser59 amino asitlerinden fosforillenen
desmin hiicre bdliinme siireci baslangicinda dagilarak boliinmeye yardimcr olur, yeni
hiicrelerde tekrar olusur (9).

Hicre iskeleti elemanlar1 olan mikrotubiller, mikrofilamentler ve ara
filamentlerin birbiriyle baglantisini plektin proteini saglar. Plektin hiicre-baglayici plakin
ailesinin bir tyesidir. Tip | ¢capraz-baglama proteini olan plektin, Z-disklerde desmin ile
birlikte bulunur ve miyofibrillerin ardarda gruplagmasina aracilik eder (59,60). Desmin
plektin araciligiyla kontraktil sistem ile baglant1 kurar (61,62). Desminin merkezi rod
domaininin 1B helikal bélgesinin plektin i¢in baglanma bolgesi oldugu saptanmistir
(63,64).

Desmin ara filamenti desmoplakin proteinine baglanarak desmosomlara tutunur,
boylece hiicre iskeleti ile hiicre baglant1 bolgeleri arasinda iletisim kurulmus olur.
(26,27). Desminin farkli amino asitlerinin delesyona ugratilmasi sonrasinda yapilan
yeast two hybrid ve in vitro baglanma analizi ¢alismalar1 ile desminin kuyruk
domaininin desmoplakin i¢in baglanma bdolgesi oldugunu gostermistir (65) Mayalarda
yapilan ¢aligmalar p.lle451Met mutasyonunu igeren desminin desmoplakin ile
baglantisinin  bozuldugunu, rod domaini mutant (p.Leu358Pro) desminin ise bu
baglantiy1 korudugunu gostermistir (65). Yanlis anlamli desmin mutasyonlarmin, kalp
kas1 hiicrelerinin 6zellesmis desmozom yapilar1 olan intercalated disk proteinleri
tizerindeki etkisini arastiran bir baska c¢alismada ise desmin p.Asn342Pro ve
p.Argd54Trp mutasyonu tasiyan hastalarin desmozoma oOzgii farkli proteinleri
immunfloresan boyamalarla arastirilmistir. Desmoplakin proteininin kontrol kalp kasina
gore belirgin bir sekilde ifadesinin azaldigi gézlenmistir (66).

Desmin filamentleri ardisik Z bantlar iizerinde yerlesmis olup hicre zarmnin
altindan ¢ekirdek zarma kadar uzanir. Aym zamanda fibriller arasi1 bolgede bulunan
mitokondrilerle de baglanti halindedir. Desminin hiicre, ¢ekirdek ve mitokondri zarlar

ile baglantisin1 saglayan farkli proteinler bulunur. Desmin hicre zarina ankrin (67)
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proteini ile baglanir. Ankrin proteini integral zar proteinlerini hiicre iskeleti elemanlarina
baglayan adaptor proteindir (68).

Desmin cekirdek zari ile baglantisin1 lamin B proteini ile saglar. Bu baglanti
1987 yilinda Georgatos ve arkadaslarinin yaptiklari in vitro baglanma analizi
calismasiyla kanitlanmistir. Bu ¢alismada desmin proteinini ¢esitli enzimler araciliyla
bas ve kuyruk domaininden keserek elde edilen tlrevlerinin lamin B ve ankrin
proteinlerine baglanma affinitesi arastirilmistir (69). Calisma desmin proteininin kuyruk
domaininindeki 413-434. amino asitleri arasindaki bolgeyi lamin B proteinine baglanma
bolgesi olarak tanimlamaktadir. 1992 yilinda sican kalp kasinda yapilan elektron
mikroskobu ¢aligmasinda ise desmin-lamin B etkilesiminin ¢ekirdek zerinde bulunan

cekirdek gozenek bolgelerinden oldugunu gostermistir (70).

Tablo 2.1 Desminle etkilesimde oldugu bilinen proteinler

Kanitlanmis baglanma bdolgeleri

Alfa-B Kristallin -

Plektin Merkezi rod domaini(64)
Sinemin Merkezi rod domaini(71)
Sinkoilin -

Aurora-B -

Nebulin Merkezi rod domaini(72)
Lamin B Kuyruk domaini(69)
Desmoplakin Kuyruk domaini(65)
Paranemin -

Nestin -

CAPN1 -

Miyotubularin Merkezi rod domaini(73)

Desminin birden fazla protein {iizerinden c¢ekirdege baglandigin1 gosteren
caligmalar, desminin bu baglantisin1 plektin iizerinden sagladigini, plektinin ise LINC

kompleksi proteinlerinden ¢ekirdegin i¢ ve dis zarinda yerlesmis olan proteinlere
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baglandigim1 gostermistir (74). LINC (linkers of the nucleocytoskeleton to the
cytoskeleton) adi verilen protein kompleksi lamina ile hiicre iskeleti iletisimini ve
¢ekirdegin pozisyonunu korumasini saglar (75) (Sekil 2.4). LINC kompleksinin temel
elemanlar1 SUN (S. pombe Sadl proteininin ve C. elegans UNC-84 proteininin ortak
SUN domaini) ve Nesprin (nuclear envelope spectrin repeat), proteinleri olmakla
beraber ¢ekirdek zar1 proteinlerinden emerin de bu kompleksin bir Gyesidir. Desminin
plektin araciligiyla nesprin-3’e baglanmasiyla ¢ekirdek ve hiicre iskeleti arasinda
mekanik baglanti kurulur. Nesprin 3’iin baglandig1 SUNI1 proteini ¢ekirdek zarfinin i¢
zar proteini olup, ¢ekirdek ara filament proteinlerinden lamin A ile baglanirken lamin B
ile etkilesimde degildir (76). LINC kompleksi proteinlerinin ¢ekirdek plazmasinda hem

mekanik hem de yapisal gorev iistlendikleri diistiniilmektedir.

ANC-1
MSP-300
i Syne/Mesprin-1 and 2

Microtubules nr:(e:rn»‘_-mat—:-

filaments

Centrosome

——

Cytoplasm

a b c d e f 9 s VA

Lamm =

Nucleus

Sekil 2.1 LINC Kompleksi (77)

Bu doktora tez caligmasi molekiiler genetik tani amaciyla 2006 yilinda
béliimiimiize basvuran ve SBAK-1774 nolu TUBITAK arastirma projesi kapsaminda
calisilmis olan LGMD?2 klinik fenotipine sahip, akraba evliliginin yapildig1 6 kisilik bir
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aile Gzerinedir. Belirtilen proje kapsaminda aile bireyleri, LGMD?2 i¢in tanimlanan tiim
lokuslar i¢in genotipleme ¢aligmasina alinmig ve bilinen LGMD?2 lokuslarina baglantili
olmadiklar1 gosterilmistir. Yeni bir mutant genin hastaliga sebep oldugu diislincesiyle
50K Xbal SNP calismasmna alinan hasta bireyin homozigot haritalama ve haplotip
analizi sonucu 2g35-936.3’de 216-230Mb aralig1 i¢in homozigot oldugu gosterilmistir.
Bu aralikta bulunan 151 gen arasinda bulunan desmin geni hasta bireyde tarandiginda
€.1289-2A>G splice site mutasyonu bulunmustur. Bu tezin amaci mutasyonun desmin

proteini Uzerindeki etkisinin ve neden oldugu molekiiler patogenezin agiklanmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Cahismada Analiz edilen Aile

Doktora tez ¢alismasi kapsaminda otozomal resesif kas distrofisi gorulen 2’si
hasta ve 3’ saglikli/tagiyici, akraba evliligi goriilen aile ile calisilmistir. Bu tez
caligmasi1 kapsamindaki tiim ¢alismalar 11:4 no’lu hastaligin ilk teshis edildigi bireyin
biyolojik materyaliyle yapilmistir. Tez metninin tamaminda ¢alismalarin yapildigi bu
bireyden “hasta” seklinde bahsedilmistir.

Hastalarin klinik ve patolojik degerlendirmeleri Hacettepe Universitesi, Tip
Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali, Noromuskiiler Hastaliklar Arastirma Laboratuvar ve
Cocuk Hastaliklar1 Anabilim Dali Patoloji Unitesi’nde yapilmis ve hastalara otozomal
resesif limb-girdle kas distrofisi tanis1 konmustur.

Tim calismalar aileden “Bilgilendirilmis Onam Formu” ve Ankara 3 no’lu
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun onayi alinarak (17.12.2009 tarihli LUT09/136,
Karar no:40) ger¢eklestirilmistir.

V%)

Sekil 3.1  Analiz Edilen Aile Agaci. Ok isareti hastaligin teshis edildigi ilk bireyi
gOstermektedir.



19

3.1.2. Polimeraz zincir reaksiyonu
Taq DNA polimeraz (5u/ul), Promega
5X Enzim Tamponu, PromegaMgCl, (25mM), Promega
dNTP (2,5mM), Fermentas
PCR Primer (10pmol/pul)
GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystem

3.1.3. DNA Agaroz Jel Elektroforezi (TAE ile)

Agaroz, molekiiler biyoloji kullanim1 safliginda, Prona

Tris, asetik asit, EDTA (TAE) tamponu: (pH 8,0)  Tris baz, (MERCK) 2M
Glasiyel Asetik Asit (Merck) 1,14ml
Na,EDTA (Merck) 0,5M
Yukleme tamponu:  Gliserol (Merck) 5,5ml
1XTAE Tampon 4,5ml
Orange G boya (Merck) 0,01 gr
Etidyum Bromir (Sigma) 10mg/ml distile su

100 bg (baz cifti) DNA molekdler agirlik belirteci, NEB

3.1.4. DNA Dizi Analizi
Big Dye Terminator v3.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosystems)
Primer (F) ya da (R) Spmol/ul
Sodyum Asetat (3M)
Etanol

Hi-Di Formamid (Applied Biosystems)



3.1.5. RNA Izolasyonu
Fast prep RNA Pro-green kit, QBiogene

Trizol Reagent, invitrogene
Kloroform, Sigma

DEPC, Sigma

Etanol

RNase Zap (Ambion)

3.1.6. cDNA Sentezi
Calismada “QuantiTect® Reverse Transcription” kiti (Qiagene) kullanilmstir.
5X Quantiscript RT Tamponu, (Qiagene)
7X g DNA Wipeout Tamponu, (Qiagene)
RT Primer Karisimi (Qiagene)
Quantiscript® Reverse Transcriptase (Qiagene)

3.1.7. immunfloresan Boyama

PFA, Sigma

1X PBS (pH 7,4), Sigma

Triton X-100, Sigma

Primer Antikor: Anti-Desmin mAB- Mouse monoclonal (Enogene)
Anti-Plectin Rabbit Monoclonal (Cell Signalling)
Anti-Sinemin Rabbit Polyclonal (Onnik Agbulut’un armaganidir.)
Anti-Sincoilin Rabbit Polyclonal (Kay Davies’in armaganidir.)
Anti-Lamin B Goat Polyclonal (sc-6261; Santa Cruz)
Anti-HP1 Rabbit Polyclonal (Abcam)
Anti-Lamin A/C Mouse monoclonal (Novacastra)
Anti-Emerin Mouse monoclonal (Novacastra)
Anti-Nup153 Rabbit Polyclonal (ab27400;Abcam)

Sekonder antikor: Alexa Flour 488, Alexa Flour 568

DAPI, (Img/ml stok)
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Prolong Gold Antifade Reagent, Invitrogene
Dakocytomation Pen

Leica DFC 320 floresan mikroskop

3.1.8. Protein izolasyonu
Koruyucu Tampon (pH 7,4): Trizma baz,
NaCl
EDTA
Triton-X-100
Proteaz inhibitori tablet 1 adet
BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., NH, USA)

3.1.9. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi
% 12 Poliakrilamid Jel: Akrilamid bisakrilamid (%30)

Tris Baz 1M pH:8.8
dH,0

SDS (%20) pH:7.2
APS (%25)
TEMED

3.1.10. Western Blot
Yikleme Tamponu:  NUPAGE® Rediiksiyon Ajani (10X) (Invitrogen)
LDS yiikleme solusyonu (4X)

Yduratme Tamponu (pH 8.6):  Tris baz
Glisin (Sigma)
dH,0O’ ile 1000ml’ ye tamamlanur.

21

10 mM
300 mM
2 mM
% 0,5

:3.13 ul
;2.5 ul
:1.91 pl
:37.5 ul

20 pl
5 ul

2 ul
5l

130

1 14.4 g
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Transfer Tamponu (pH 8.3):  Tris baz :5.82¢
Glisin :2.93¢
SDS (%10) :3.75ml
Metanol (%100) :200 ml

dH,0 ile 1000 ml’ye tamamlanir.

Yikama Tamponu (Tris-buffered saline, TBS) (pH 7.4):
Tris baz 20mM :2.429
NaCl (Carlo Erba) 137 mM 1840
dH,0 ile 1000 ml’ye tamamlanir.

TBS-T: TBS : 1000 ml
Tween 20 (%0.1, Sigma) :1ml
Bloklama Tamponu: BSA :0.05¢
Sut Tozu :0.5¢
TBS-T ;10 ml
Primer Antikor: Anti-Desmin  (Mouse monoclonal clone DEU-10-Sigma)

Seconder Antikor: Anti-mouse 1gG peroksidaz konjuge

Goruntuleme Solusyonu: Femto Goruntiileme Kiti (Pierce)

3.2. Yontemler

3.2.1. DES Aday Geni i¢in Yapilan PZR ve DNA Dizi Analizi Calismalari

50K Xbal SNP genotipleme ¢alismasi sonucunda baglanti analizi ve homozigot
haritalama ile belirlenmis hastaliktan sorumlu 2035-036.3’de 216-230Mb’lik aralik kasa
0zgu proteinlerden desmin proteinini kodlayan desmin genini icermektedir. Desmin geni
9 eksondan olusur. Bu eksonlari g¢ogaltmak igin gerekli primerler Tablo 3.1°de

verilmistir. Bu primerler Dr. Duygu Selcen (Mayo Clinic College of Medicine,



Department of Neurology,USA) tarafindan laboratuarimiza gonderilmistir. Bazi

primerler birden fazla ekson i¢in tasarlanmistir. Reaksiyon kosullari belirtilmistir.

Tablo 3.1. Desmin Geni PZR Primer Dizileri

Ekson Primer Dizileri PZR Uriund (bc)
1 F Primer 5" GATACAAATAGTGCCGACGG 3’

1 R Primer 5 ACAGGAGGCTAGGCCTGG 3’ 725 bg
2-5 F Primer 5TTCCACTGCCAGCTTTATCAC 3’

2-5 R Primer 5TGGATGCTAAGGAATCAG 3’ 1117 bg
6 F Primer S’AAGCTTTCTTTGGGCTGCTA 3’

6 R Primer 5’GTCCATTTCTGTCCCCAGGA 3’ 353 bg
7 F Primer 5’CCGATGGGAGGGTTCTTAAC 3’

7 R Primer 5’ATTTACCATGTCCCCTGCAC 3’ 340 bg
8-9 F Primer 5’GTGGCCCCAGATGGACTC 3’

8-9 R Primer 5’ACATAGCCCATCCCTGCC 3’ 588 b¢
DES PZR Calismasi

EKSON 1,2-5,6,7,8-9 Son Konsantrasyon

5X Tampon (Promega) 1X

MgCl, (25mM ) 1.5mM
dNTP (2,5mM) 0,1mM
Primer F (20pmol/ul) 0,8mM
Primer R (20pmol/ul) 0,8mM

DNA (100pmol/ pl) 2pmol/ pl
Taq Poly (5U/ ul) 0,2U

DMSO

%10
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Reaksivon Kosullari

94°C 5dk.

94°C 20 sn.

57-56°C 20 sn. X2*

55°C 20 sn. x20 (" x24
72°C 30 sn.

72°C 2 dk.

*Her iki dongiide bir sicaklik disiiriilerek touch-down PZR ¢alismas1 yapilmistir.

PZR Orneklerinin Saflastirilmasi

PZR orneklerinin saflastirilmasi amaci ile EZ-10 Spin PZR Saflastirma Kiti

asagida belirtilen protokole gore kullanilmistir.

1.

Tum PZR 0Orneklerinin tzerine iirlin miktarinin 3 kati kadar “Baglama Tamponu”
eklenmistir. PZR {irtin miktar1 50 pl oldugu i¢in 150 ul baglama tamponu
kullanilmistir. Sonrasinda her bir 6rnek i¢in hazirlanan kolona toplam 200 pl’lik
karisim eklenmis ve 2dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

Ornekler 10.000 rpm’de 2 dk. siire ile ¢okeltilmis ve DNA’nmn kolona
baglanmasi saglanmistir.

Cokeltme sonrast tiipte kalan (st faz atilmis ve kolonun tizerine 500 ul “Yikama
Cozeltisi” eklenmistir. Sonrasinda ornekler 10.000 rpm’de 2 dk. santrifiij ile
coktiiriilmiistiir.

COkeltme sonrasi Ust faz atilmig ve ornekler tekrar 500 ul “Yikama Cozeltisi” ile
10.000 rpm’de 2 dk. santriftij ile cokturulerek yikanmstir.

Kolona baglanan DNA’dan yikama ¢dzeltisini ve etanolii uzaklastirmak icin
ornekler tekrar 10. 000 rpm’de 2 dk. ¢oktiiriilmiistiir.

Cokeltme sonrasinda her bir kolon ependorf tiipe aktarilmistir. Oncelikle her bir
ornegin kolonuna 35 pl elisyon tamponu eklenerek 10.000 rpm’de 2dk.

¢cOktlrilmiistiir.
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7. Saflastirma sonras1 6rnekler Nanodrop ND1000 spektrofotometrede cihazinda

miktarlar1 Olglilerek 30-40 ng olacak sekilde sulandirilmigtir.

DNA Dizi analizi icin reaksiyon kosullar:

Son Konsantrasyon
3.1 BigDye Terminator (ABI):2 ul

5X reaksiyon Tamponu: 4 ul 1X
Primer FyadaR : 1l 5pmol/ul
DNA (15ng/ul): 2 ul

dH,0: 11 ul

Toplam: 20 pl

94°C 5 dk.

94 °C 15 sn.

50 °C 15 sn. x25

60 °C 4 dk.

60 °C 1 dk.

DNA dizi analizi sonuglari Chromas (versiyon2.33) programu ile analiz edilmistir.

3.2.2. Hasta ve Kontrol Kanindan Lenfosit izolasyonu

Mutasyon i¢eren bolgenin RNA dizisindeki degisiklikleri gozlemlemek i¢in anne
ve hastadan alinan periferik kandan lenfosit izole edilmistir.
Asit sitratli tiiplere aliman 10 ml kan 6rnegi, oda sicakliginda 5 ml PBS igeren
tiipe steril ortamda aktarild1 ve karistirildi.
1. Diger bir 15 ml’ lik tiipe, oda sicakliginda 10 ml Ficoll-Hypaque eklendi.
2. PBS ile karistirilan kan, 10 ml Ficoll-Hypaque iizerine pastor pipeti yardimiyla
yavas ve dikkatli bir sekilde yayildu.
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. 1500 rpm’ de 30 dk. yavas durma ayarinda (soft stop) santrifiij ile ¢okttruldu.
(Kendro Varifuge 30 ORS).

. Coktlirme sonrasi olusan ara fazdaki lenfositler pastor pipeti yardimiyla toplandi
ve yeni tiipe alindi.

. 1200 rpm de 10 dk. santriftj ile ¢oktlrildikten sonra st faz atildu.

. Eritrositlerden arindirmak amaciyla pelet, 5 ml PBS ile 1200 rpm de 5 dk.
santriflj ile cokturulerek yikandi.

. Ust faz kismi atilarak tizerine 1 ml trizol eklendi ve —20°C’de saklandi.

3.2.3. Hasta ve Kontrol Lenfosit dokusundan RNA izolasyonu

Izole edilen lenfosit dokularindan RNA izolasyonu yapilmustir.

. RNA izolasyonu sirasinda kullanilacak pipet uglar1 ve tiipler % 0,1’lik DEPC
(Diethylpyrocarbonate)’den gegirilip tum gerecler RNase Zap ile silinerek ortam,
riboniikleazlardan arindirilmistir.

. —20°C’de saklanmakta olan kandan izole edilmis lenfosit dokular1 buz iceisinde
cozildikten sonra igerisine 1 ml RNApro ¢ozeltisi bulunan ependorf tiplere
dagitilmistir.

Dokular tuplere konulduktan sonra FastPrep FP120 cihazina yerlestirilerek
(Hiz:6 Stire: 45 sn.) dokunun parcalanmasi saglanmaistir.

Fastprep sonrasi tiipler 12.000 g’de 5 dk. 4°C’de santrifiij ile ¢oktiirilmiistiir.
Cokturme sonrasi tiiplerdeki iist faz yeni bir tiipe alinmis ve oda sicakliginda 5
dk. bekletilmistir.

Bekleme sonrasi tiiplere 300 ul kloroform ilave edilmis, 10 sn. karistirilmis ve
oda sicakliginda 5 dk. bekletilmistir.

. Takiben 12.000 g’de 5 dk. . 4°C ye ayarlanan sogutmali santrifujde
¢cOktlrilmiistiir.

Cokturme sonrasi iist faz yeni bir tiipe alinmis ve {izerine 500 ul % 100 etanol
eklenmistir. Tiip 5 defa alt-iist edilerek ¢alkalandiktan sonra —20°C’de 2 saat 30
dk. bekletilmistir.



27

9. Bekleme sonrasinda 12.000 g’de 15 dk. 4°C’de santriftj ile ¢okturme
yapilmistir. COKtlirme sonrasi Ust faz atilmistir.

10. Hazirlanan % 75 etanol ile tiipler igindeki ¢Okelti ¢alkalama yapilarak yikanmis
ve 12.000 g’de 4 dk. 4°C’de ¢Oktlirme yapilmistir.

11. Ust faz cekilerek uzaklastirilmis ve cokelti icinde kalan etanoliin, 60 °C’de
ucmasi saglanmistir. Pelet, DEPC ile muamele edilmis 20 pl distile suda
¢Ozilmiistiir.

12. Aynistirilan RNA’nin miktari, Nanodrop ND1000 spektrofotometrede 230, 260
ve 280 nm dalga boylarinda 6l¢iilerek RNA miktar1 ve safligi hesaplanmaistir.

13. RNA saklanmak tizere -80°C’ye kaldirilmistir.

3.2.4. cDNA Sentezi

Bu asamada kullanilan malzemeler RNase Zap ve % 0,1 DEPC ile
riboniikleazlardan armmdirilmistir  ve c¢DNA  sentezi i¢in Quantitech Reverse
Transcription Kit kullanilmastir.

Oncelikle karisim A hazirlanmstir:

Karisim A

RNase free dH,0 211l
gDNA wipeout buffer 2 ul
RNA (Hasta ve kontrol) 2 ul
Toplam 14 ul

42°C’ de 5 dk. bekletilen drnekler sonrasinda buza alinmustir.

Karisim B

Quantiscript RT 21l
Quantiscript RT buffer : 4 ul

RT primer Mix 1l

Toplam 16 ul
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A ve B karigimlart (toplam 20 pl) bir araya getirilerek Gene Amplification PCR
System 9700 (Applied Biosystems) cihazinda 42°C’de 30dk. ve 95°C’de 5dk.
inkiibasyona alimmustir. Sentezlenen cDNA (zerine nikleaz icermeyen 60 pl dH,O

eklenerek 1/4 oraninda sulandirilmis ve -20 °C’de saklanmustir.

3.2.5. cDNA’den Desmin Mutasyon Bolgesinin PZR Calismasi

Mutasyon iceren bolgenin RNA dizisindeki degisiklikleri gozlemlemek i¢in anne
(I:2) ve hastadan (Il:4) alinan periferik kandan lenfosit izole edilmistir. Lenfosit
dokusundan RNA izole edilmis ve RNA cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. ¢.1289-2A>G
mutasyonunun bulundugu bolgeye 0Ozgiil primerlerle (Tablo 3.2) PZR c¢alismasi
yapilmustir.

Tablo 3.2 Desmin Geni Mutasyon iceren Bélge icin cDNA Primer Dizileri

Ekson Primer Dizileri PZR Urunu
(bg)

DES 7-8-9 F Primer 5" ACCTGCTCAACGTGAAGAT 3’

DES 7-8-9 R Primer 5" GGAAGAAGGCTGGCTTCA 3’ 318b¢

EKSON 7-8-9 Son Konsantrasyon

10X Tampon (Promega) 1X

MgCl, (25mM ) 1.5mM

dNTP (2,5mM) 0,1mM

Primer F (20pmol/ul) 0,8mM

Primer R (20pmol/ul) 0,8mM

DNA (100pmol/ pl) 2pmol/ pl

Taq Poly (5U/ ul) 0,2U
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Reaksivon Kosullari

94°C
94°C
59 °C
72°C
72°C

5dk.

30 sn.

30 sn. X35
45 sn.

3 dk.

3.2.6. Iimmunfloresan Boyama

Hasta ve kontrol kas dokularinda desmin proteini yerlesimi mouse monoclonal

anti-desmin (Enogene) antikoru kullanilarak analiz edilmistir. Immunfloresan boyama

caligmasinda asagida belirtilen protokol izlenmistir.

Bu ¢alismada hasta ve kontrol kas dokularindan 7 pum’lik transvers Kesitler

halinde lam tzerine alinmis ve -80 °C’de muhafaza edilmis 6rnekler kullanilmistir.

Desmin immunfloresan boyama protokolii

-80 °C dolaptan ¢ikarilan kesitler 30 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.
Preparattaki doku Dakopen ile isaretlenmistir.

Dokular 15 dk. oda sicakliginda % 4’liik PFA ¢6zeltisinde bekletilmis ve
dokunun lam {izerine fiksasyonu saglanmistir.

Fiksasyon islemi sonrasinda PFA ortamdan uzaklagtirilmis ve dokular
2’ser kez 5 dk. 1X PBS ile yikanmustir.

Dokular permeabilizasyon tamponunda (1X PBS iginde hazirlanmis % 0,2
Triton X-100 ¢o6zeltisi) ve oda sicakliginda 10 dk. bekletilmistir.
Permeabilizasyon sonrasi 3 kez 5 dk. 1X PBS ile yikama yapilmaistir.
Preperatlarin iizerine bloklama ¢6zeltisi uygulanmis ve 2 saat oda 1sisinda
bekletilmistir.

Bloklama Cozeltisi:

1X PBS +% 0,1 Tween 20 800 pl
BSA (0.1 gr/ml) 100 pl
Kegi serumu 100 pl

Toplam 1000 pl
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Bloklama isleminden hemen sonra yikama yapmadan primer antikor ile
isaretleme iglemine gecilmistir.

Primer antikor 1/100 oraninda sulandirildiktan sonra hazirlanan
sulandirim preparatlara uygulanmis ve +4°C’de gece boyu bekletilmistir.

Primer antikor sulandirim solusyonu:

e 1XPBS +%1 Tween 20 450 pl
e Kegi serumu 50 pl
e Toplam 500 pl

Bu islemin sonunda 1X PBS ile 3 defa 5’er dk. yikanmustir.

Yikama sonrasi preparatlar sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat
muamele edilmistir.

Calismada kullanilan sekonder antikor Alexa Flour 488 Goat anti-mouse
IgG 1/1000 oraninda sulandirilarak kullanilmstir.

Sekonder antikor sulandirma ¢ozeltisi:

1X PBS +%1 Tween 20 450 pl
Kegi serumu 50 pl
Toplam 500 pl

3 kez 5’er dk. 1XPBS c¢ozeltisi ile yitkama yapilmistir.

Cekirdek boyamasi yapmak iizere DAPI 1X PBS cozeltisi ile 1/1000
oraninda seyreltilerek uygulanmistir. Oda sicakliginda 1 dk. inkiibe
edilmistir.

Preparatlar 1 kere 5 dk. 1X PBS ile yikanmustir.

Kesitlere lamel kapatma ¢ozeltisi Prolong Antifade damlatilarak {izerine
lamel kapatilmistir.

Preparatlar 151k gormeyecek sekilde +4 °C de saklanmustir.

Preparatlar floresan mikroskobunda goriintiilenmis ve fotograflar Leica

application suite yazilimi kullanilarak ¢ekilmistir.
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Cift immunfloresan boyama icin vapilan calisma protokolii

Desmin-plektin, Desmin-sinkoilin, desmin-sinemin, desmin-lamin A/C ve

desmin-emerin igin ayni protokol uygulanmustir.

-80 °C dolaptan ¢ikarilan kesitler 30 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.
Preparattaki doku Dakopen ile isaretlenmistir.

Dokular 15 dk. oda sicakliginda % 4’liik PFA ¢o6zeltisinde bekletilmis ve
dokunun lam {izerine fiksasyonu saglanmistir.

Fiksasyon islemi sonrasinda PFA ortamdan uzaklastirilmis ve dokular
2’ser kez 5 dk. 1X PBS ile yikanmustir.

Dokulara permeabilizasyon islemi uygulanmamastir.

Preperatlarin iizerine bloklama ¢ozeltisi uygulanmig ve 1 saat oda 1sisinda

bekletilmistir.

e Bloklama isleminden hemen sonra yikama yapmadan primer antikor ile

isaretleme iglemine gecilmistir.

Hazirlanan sulandirim solusyonunda iki antikor diliisyon oranlarinda
karistirilarak ayni1 anda gece boyu +4°C’de inkiibe edilmistir. Desmin
1/100, Plektin 1/10, Sinemin 1/300, Sinkoilin, 1/100 lamin A/C 1/100 ve
emerin1/20 oraninda sulandirilmistir.

Bu islemin sonunda 1X PBS ile 3 defa 5’er dk. yikanmustir.

Yikama sonrasi preparatlar sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat
muamele edilmistir.

Calismada kullanilan sekonder antikor Alexa Flour 488 Goat anti-mouse
IgG 1/1000 ve Alexa Flour 568 Goat anti-rabbit IgG 1/500 oraninda
sulandirilarak kullanilmastir.

3 kez 5’er dk. 1XPBS c¢ozeltisi ile yikama yapilmuistir.

Cekirdek boyamasi yapmak iizere DAPI 1X PBS c¢ozeltisi ile 1/1000
oraninda seyreltilerek uygulanmistir. Oda sicakliginda 1 dk. inkiibe
edilmistir.

Preparatlar 1 kere 5 dk. 1X PBS ile yitkanmustir.
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o Kesitlere lamel kapatma ¢ozeltisi Prolong Antifade damlatilarak tizerine
lamel kapatilmistir.
e Preparatlar 151k gérmeyecek sekilde +4 °C de saklanmistir.
Preparatlar floresan mikroskobunda goriintiilenmis ve fotograflar Leica

application suite yazilimi kullanilarak ¢ekilmistir.

Desmin-Lamin B cift immun boyama protokoli

e -80 °C dolaptan ¢ikarilan kesitler 30 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

e Preparattaki doku Dakopen ile isaretlenmistir.

e Dokular 10 dk. oda sicakliginda % 4’liikk PFA ¢ozeltisinde bekletilmis ve
dokunun lam {izerine fiksasyonu saglanmistir.

e Fiksasyon islemi sonrasinda PFA ortamdan uzaklastirilmis ve dokular 1
kez % 0,1’lik Glisin iceren PBS’de ve 2’ser kez 5 dk. 1X PBS ile
yikanmistir.

e Dokular permeabilizasyon tamponunda (1X PBS i¢inde hazirlanmis % 0,5
Triton X-100 ¢o6zeltisi) ve oda sicakliginda 10 dk. bekletilmistir.

e Permeabilizasyon sonrasi 3 kez 5 dk. 1X PBS ile yikama yapilmistir.

e Preperatlarin iizerine bloklama ¢0zeltisi olarak PBS’de ¢oziinmiis %5
BSA (Sigma A7030) uygulanmis ve 1 saat oda 1sisinda bekletilmistir.

e Bloklama isleminden hemen sonra yikama yapmadan primer antikor ile
isaretleme islemine gecilmistir.

e Ilk olarak lamin B primer antikoru kullanilmistir. Sulandirim solusyonu
PBS’de ¢o6ziinmiis %5 BSA kullamilmigtir. Lamin B 1/50 oraninda
sulandirilmistir. 1 saat oda 1sinda inkiibe edilmistir.

¢ Buislemin sonunda 1X PBS ile 3 defa 5’er dk. yitkanmustir.

e Sekonder antikor Alexa Flour 568 Goat anti-goat IgG 1/500 oraninda
%5’lik BSA’da sulandirilarak kullanilmigtir. Oda sicakliginda 1 saat
muamele edilmistir.

¢ Buislemin sonunda 1X PBS ile 3 defa 5’er dk. yikanmistir.
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Ikinci olarak desmin antikoru ile muamele edilmistir. Sulandirim
solusyonu PBS’de ¢6ziinmiis %5 BSA kullanilmistir. Desmin 1/100
oraninda sulandirilmigtir. 1 saat oda 1sinda inkiibe edilmistir.

Bu igslemin sonunda 1X PBS ile 3 defa 5’er dk. yikanmustir.

Calismada kullanilan sekonder antikor Alexa Flour 488 Goat anti-mouse
19G 1/1000 %5’lik BSA’da sulandirilarak kullanilmigtir. Oda sicakliinda
1 saat muamele edilmistir.

Bu islemin sonunda 1X PBS ile 3 defa 5’er dk. yikanmustir.

Cekirdek boyamasi yapmak iizere DAPI 1X PBS c¢ozeltisi ile 1/1000
oraninda seyreltilerek uygulanmistir. Oda sicakliginda 1 dk. inkiibe
edilmisgtir.

Preparatlar 1 kere 5 dk. 1X PBS ile yitkanmustir.

Kesitlere lamel kapatma ¢ozeltisi Prolong Antifade damlatilarak tzerine
lamel kapatilmistir.

Preparatlar 151k gdrmeyecek sekilde +4 °C de saklanmuistir.

HP1, Nup153 boyama protokolt

-80 °C dolaptan ¢ikarilan kesitler 30 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.
Preparattaki doku Dakopen ile isaretlenmistir.

Dokular 10 dk. oda sicakliginda % 4’liikk PFA ¢ozeltisinde bekletilmis ve
dokunun lam {izerine fiksasyonu saglanmistir.

Fiksasyon islemi sonrasinda PFA ortamdan uzaklastirilmis ve dokular 1
kez % 0,1’lik Glisin iceren PBS’de ve 2’ser kez 5 dk. 1X PBS ile
yikanmuistir.

Dokular permeabilizasyon tamponunda (1X PBS i¢inde hazirlanmis % 0,5
Triton X-100 ¢6zeltisi) ve oda sicakliginda 10 dk. bekletilmistir.
Permeabilizasyon sonrasi 3 kez 5 dk. 1X PBS ile yikama yapilmistir.
Preperatlarin iizerine bloklama c¢ozeltisi olarak PBS’de ¢ozinmiis %5

BSA (Sigma A7030) uygulanmis ve 1 saat oda 1sisinda bekletilmistir.
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¢ Bloklama isleminden hemen sonra yikama yapmadan primer antikor ile
isaretleme iglemine gecilmistir.

e Primer antikor HP1 ve Nupl53 icin 1/200 oraninda %5 BSA’da
sulandirildiktan sonra hazirlanan sulandirim preparatlara uygulanmis
+4°C’de gece boyu bekletilmistir.

¢ Buislemin sonunda 1X PBS ile 3 defa 5’er dk. yikanmistir.

e Calismada HP1 icin sekonder antikor Alexa Flour 568 Goat anti-rabbit
IgG 1/500, Nup153 ic¢in Alexa Flour 488 Goat anti-mouse 1gG 1/1000
%35’lik BSA’da sulandirilarak kullanilmistir. Oda sicakliginda 1 saat
muamele edilmistir.

e (ekirdek boyamasi yapmak iizere DAPI 1X PBS c¢ozeltisi ile 1/1000
oraninda seyreltilerek uygulanmistir. Oda sicakliginda 1 dk. inkiibe
edilmistir.

e Preparatlar 1 kere 5 dk. 1X PBS ile yikanmustir.

o Kesitlere lamel kapatma ¢ozeltisi Prolong Antifade damlatilarak tizerine
lamel kapatilmistir.

Preparatlar floresan mikroskobunda goriintiilenmis ve fotograflar Leica

application suite yazilimi kullanilarak ¢ekilmistir.

3.2.7. Protein izolasyonu

Klinik tanmin belirlenmesi amaciyla hasta bireyden alinmis 2-3 mm3
biyiikliigiindeki kas biyopsi materyalinden protein izolasyonu yapildi. Belirgin bir kas
patolojisi gostermeyen (klinik tani amagh alinmig olan ancak normal histopatolojik
bulgular1 olan) biyopsi materyali kontrol kas olarak kullanilmaistir.

70 ul koruyucu tampon ¢o6zelti igerisine alian doku buz igerisine koyularak
sonikatore yerlestirildi. Hlcreler 20 sn siresinde %50 amplitiidde, 10 kere sonike
edilerek hticre zarlar1 pargalandi. 13200 rpm’de 3 dk. santrifiigasyon yapilarak
pargalanmis zarlarmn ve organellerin ¢okmesi saglandi. Ust faz 1.5 mI’lik temiz tlplere

aktarilarak buza alindi ve protein miktarlar1 6l¢tlda.
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3.2.8. Protein Konsantrasyon Tayini
Hucrelerden izole edilen proteinlerin miktarlari bicinchoninic asit (BCA, Pierce)

yontemiyle tayin edildi.

1. Standart egrinin olusturulmasi amaciyla, 0.1, 0.4, 0.8, 1.2 mg/ml miktarlarda
BSA sulandirimlar1 % 10 SDS igerisinde hazirlandi.

2. 45 ul %10 SDS igeren tlplere, izole edilen protein 6rneklerinden 5 pl koyularak
pipetaj yapildu.

3. A ve B solusyonlarindan 50A:1B oraninda karistirilarak c¢alisma solusyonu
hazirlandi. Her tiipe 1ml c¢alisma solusyonu eklenerek, tiipler asagi-yukari
karistirlldi ve 37°C etiivde 30 dk. inkibe edildi.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda 2 ul &rnek ile Nanodrop ND1000 spektrofotometrede
(Thermo Scientific) 6lglim yapilarak proteinlerin miktarlari tayin edildi.

5. Spektrofotometrede BCA protein assay kit ile yapilan 6l¢iim sonucunda protein

miktar1 300ng/pl olarak belirlendi.

3.2.9. Western Blot

SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Proteinler iki katmanli jel (resolving ve stacking) sistemi hazirlanarak SDS
poliakrilamid jel elektroforezinde ile molekiiler agirliklarina gore ayrildilar.

1. Dikey elektroforez sisteminin camlari etanol ile temizlendikten sonra
sabitlenerek camlar arasinda pipet yardimiyla % 12 akrilamid jel dokiildii ( Mini
Trans-Blot Electroforetic Transfer Cell BIORAD). Jelin iizerinde yaklasik 3cm
bosluk birakildi ve bu bu bosluga dH,O eklenerek jel yiizeyinin diizglin olmasi
saglandi. Jel polimerize olduktan sonra pipet yardimiyla % 3 akrilamid jel
dokiildii ve camlar arasina tarak yerlestirildi. Ust kismindaki jel de polimerize
olduktan sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartildi ve kuyucuklar elektroforez
tamponu ile yikanarak hava kabarciklar1 uzaklastirildi.

2. Her oOrnekten 20 pg protein, rediiksiyon ajani ve yiikleme tamponu ile

karistirtlarak toplam hacim 20 pl olacak sekilde dH,O eklendi. Tlp icerikleri
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vorteks ile karigtirildiktan sonra 4dk.kaynar su i¢inde birakildi. Kaynama siiresi
sonunda Ornekler ¢okeltilerek buza alindi.

Ornekler kuyucuklara yiiklenmeden nce jel bos bir sekilde 80 voltta yurGtild.
Daha sonra 6rnekler kuyucuklara yiklendi ve 80V da 20 dk.boyunca % 3’luk
akrilamid jelde elektroforeze edildi. Ornekler ayristirict olan %12 akrilamid jele

ulasinca voltaj arttirilarak 100V 3 saat daha elektroforez gerceklestirildi.

Western Blot

Elektroforez sonrasi jeller cam igerisinden ¢ikartildi. % 3 jel kesilip atildiktan sonra

proteinlerin bulundugu % 12°lik jel transfer tamponu igerisine alindu.

1.

1 adet nitroseliilloz membran (BioRad) ve 5 adet Whatman Kagidi 6 cm eninde
ve 9 cm boyunda olacak sekilde kesilerek transfer tamponu igerisine alind.
Semi-dry blotlama cihazinin (BioRad) iist ve alt plakalar1 transfer tamponu ile
1slatildiktan sonra alt plaka {izerine 2 adet Whatman kagidi konuldu. Kagitlarin
Uzerine membran, jel ve tekrar 3 adet Whatman kagidi yerlestirilerek sandvig
hazirlandi. Bu islemler sirasinda plastik pipet ile hava kabarcigi olugmasi
engellendi. Blotlama aparatinin iist plakasi kapatilarak 1 saat boyunca 15V, 0.7
mA’de protein drneklerinin jelden membrana transferi gerceklestirildi.

Transfer tamamlandiktan sonra membran Ponceau S (Sigma) soliisyonu ile
boyanarak transfer kontrol edildi.

Membran bloklama sollisyonu igerisinde 1 saat boyunca oda sicakliginda
calkalayict iizerinde birakilarak bloklama islemi gergeklestirildi. Siirenin
sonunda membran anti- Desmin primer antikoru (Sigma clone DE-U-10; 1/400)
ile 16 saat +4°C galkalayici tizerinde inkiibe edildi. Ertesi giin membrana yikama
yikama tamponu ile 3 kez 10’ar dk. yikanarak baglanmayan antikorlar
uzaklastirildi. Yikamalarin ardindan membran, horseradish peroksidaz (HRP)
isaretli sekonder antikor ile 1 saat oda sicaklifinda calkalayicida inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda membran 4 kez 10’ar dk. yikanarak baglanmayan

sekonder antikorlar uzaklastirildi.
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5. ECL kemiliiminesans kit solusyonlar1 olan A ve B, 40:1 oraninda karistirilarak
goriintlileme karisimi hazirlandi. Membran goriintiileme karisimi ile karanlik
ortamda 4 dk. inkiibe edildi. Membran kaset igine alinarak ftizerine film
(KODAK) kapatildi ve film 5-30 dk. kaset iginde birakildi. Film banyo (KODAK
Developer ve Fikser) edilerek proteinlere ait bantlar film (izerinde otoradyografik
olarak goruntulendi.

Kas proteininin kontrol ve hastada esit yiiklendigini géstermek amaciyla miyozin

proteini kullanildi.

3.2.10. Hasta Biyopsi Materyalinin Elektron Mikroskobunda
Degerlendirilmesi

Elde edilen doku Ornekleri Sorenson fosfat tamponu icindeki % 2.5’lik
gluteraldehit ile bir gece oda 1sisinda tespit edildikten sonra tampon soliisyonunda
yikand1. Ornekler daha sonra fosfat tamponlu %1’lik ozmiyum tetroksit icinde 4°C’de
iki saat streyle ikinci kez tespit edildi. Sabit ¢alkalamali doku takip cihaziyla dereceli
etil alkollerden gegirilerek araldite gomiildii. Yar1 ince kesitler, metilen mavisi-azur Il ile
ince kesitler uranil asetat-kursun sitrat ile boyandiktan sonra Hacettepe Universitesi Tip
Fakultesi Temel Bilimler Bolum, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dalinda bulunan
Jeol JEM-1400 model transmisyon elektron mikroskobuna baglantili Orius marka dijital

kamera ile ¢izgili kasin ince yap1 diizeyinde bozulma kriterleri agisindan degerlendirildi.

3.2.11. Hasta kas biyopsi materyalinin konfokal mikroskopta
degerlendirilmesi
Yaptigimiz goriintiilemede her pikselin boyu ~140 nm’dir. Pinhole araligi 1AU
(Airy Unit), numerik acikli ise 1,4 olarak se¢ilmistir. Kirmiz1 ve yesil floresan sinyal
alabilmek icin kesite iki farkli dalga boyunda 1s1ik uygulanmistir. Flouresance Bleed
Through denen iki floresan lazerin ayn1 anda ag¢ilarak goriintii alinmasiyla, kirmizi ve

yesil lazerin dalga boylar1 karistig1 i¢in pek ¢ok alanda sari rengin olustugu goriintiiler



38

yalanci pozitifliktir. Flourecence Bleed Through hatasindan kaginmak igin Multitrack

yontemi ile ardisik gorintileme yapilmistir. (Sekil 3.2)

Sekil 3.2 Flouresance bleed through goriintiisii A) Yesil ve kirmizi filtre ayn1 anda
acilarak kirmizi boyanmanin olmadigi sitoplazmik alanlarda kirmizi ve
yesilin ¢akismasi ile olusan sar1 rengin goriilmesi yalanci pozitifligin
gostergesidir.B) Multitrack yontemiyle alinan goriintide ayni1 alanda

kirmiz1 ve yesil renk ayr1 ayri sinyaller seklinde gozlenmektedir.

Calismamizda konfokal mikroskobunda yapilan “birlikte —yerlesim” analizinde
desmin-lamin B etkilesimi olmasi durumunda, sar1 renkli piksel sayisinin gekirdek
gozenek sayisiyla dogru orantili olarak elde edilmesi beklenmektedir. Konfokal
mikroskobunda goriintiileme i¢in kullanilan kesit kalinligi 0.6 pm’dir. Bir ¢ekirdegin
alan1 ise konfokal mikroskobunda Ol¢iilmis ve 33 um bulunmustur. Hesaplanan
cekirdek alaninin kesit kalinligi ile carpilmasi kesit i¢ine diisen cekirdek hacmini
(yaklasik 20 um®) ortaya koymustur. Bir ¢ekirdegin hacmi ortalama 100 um® olduguna
gore bir ¢ekirdekte bulunan 2000’e yakin ¢ekirdek gozeneginin yaklagik 1/5°1 (400 adet)
0.6 um’lik kesite diiser. Konfokal mikroskopda gorintilenen en Kkiglk alan
141x141x650 nm® olup bu alandan bir voksellik bir sinyal alinir.

Kontrol kasa ve hastaya ait kas kesitlerinde desmin/lamin B ve desmin/plektin

proteinleri ¢ift immunfloresan boyama yapilarak konfokal mikroskopta incelenmistir.
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Desmin proteini yesil floresanla ve lamin B ve plektin proteinleri kirmizi floresanla
isaretlenmistir. Kullanilan yag immersiyon, 63X objektifin NA degeri 1.4, pin hole (PH)
acikligi 1 AU olup bu sartlarda lateral ¢oziiniirliikk 200-250 nm olarak hesaplanmistir.
Daha iyi goriintiileme amaciyla resimlerin hepsinde zoom fonksiyonu kullanilarak
cozunurluk iyilestirilmistir. Dikey ¢ozliniirliigiin 650 nm civarinda oldugu belirlenmistir.
Ancak bu sartlarda dahi minumum ¢oziiniirlik yaklasik 50 nm kalinligindaki ¢ekirdek
zarmin iki tarafina yerlesmis olan desmin ve lamin B proteinlerini ayr1 ayri
goriintiileyecek ¢Oziiniirlikte degildir. Bu durumda elde edilen resimlerde proteinler
goriintii piksellerine stokastik olarak dagilacaktir. Baz1 piksellere yesil floresan emisyon,
bazilarina da kirmizi1 floresan emisyon diisecektir. Ancak daha az sayida piksele ikisi
birlikte katilacagi i¢in sar1 floresan emisyon en az siklikta gézlenecektir. Bu durumda
korelasyon analizi yapmak uygun degildir. Ancak, 1sik mikroskopisinin elverdigi
smirlarda ¢oziliniir olan mevcut goruntileme verileri oldukga yol gosterici ve 6zgil olup,
ciddi 6lgtide anlamlidir.

Cift immun boyama yapilan kesitler, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Temel
Bilimler Boliimii, Biyofizik Anabilim Dali’nda bulunan Carl-Zeiss LCM-510 model

konfokal mikroskop kullanilarak goriintiilenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

SBAK-1774 nolu TUBITAK arastirma projesi kapsaminda calisilmis ve bilinen
hichir LGMD2 lokusuna baglanti gostermeyen bu ailedeki hasta birey (11:4) 39
yasindadir. (Sekil 3.1) Yaklasik 15 yasina kadar herhangi bir klinik problemi olmayan
hasta, o yastan itibaren ortaya c¢ikan kol ve bacak kaslarinda giigsiizliik sikayetiyle
klinige bagvurmustur. 2010 yilinda yapilan nérolojik muayenesinde suuru acik olan ve
hafif genizden konusan hastamizda, hafif derecede fasial giigsiizliigli, boyun 6ne ve
arkaya hareketlerinde %40 kuvvet kaybi1 ve alt ve Ust proksimal kaslarinda ise % 80
kuvvet kaybi1 mevcuttur. Tek destekle diiz zeminde kisa mesafe yiirliyebilen hasta,
tekerlekli sandalye kullanir durumdadir. Nefes darligi ve derin nefes alisinda gogus
stkismasi sikayeti olmakla beraber belirgin bir kalp problemi yoktur. Yapilan
ekokardiyografi (EKO) hastanin normal kalp anatomisine ve islevine sahip oldugunu
gostermektedir. Zeka dlzeyi normaldir. 2011 yilinda CK seviyesi 123 U/l (n<191)
bulunmusgtur. Nefes darligi konusma ve yutma giigliigii ve kalp problemi yoktur.

Ailede hastaligin ilk tespit edildigi birey disindaki diger hasta birey (11:2) 45
yasindadir. Hastanin ablas1 olup benzer kas giigsiizliigli bulgularina sahiptir. 27 yasina
kadar klinik bir problemi olmayan hastada, 35 yasindan sonra merdiven ¢ikmada zorluk
ve yiirimede yavaglama baglar. 43 yasinda tekerlekli sandalyeye bagimli hale gelir. 2011
yilinda CK 112 U/1, kalp kas1 CK MB seviyesi ise normalin 5 kati fazladir. EKG
sonuglarina gore kalp kasmin tutulumuna dair bir bulgu bulunmamakla birlikte, 2011

muayanesinde ritim diizensizligi vardir.

4.2. ¢.1289-2A>G Mutasyonunun Aile Bireylerinde Analizi

Aile bireylerinden alinan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapildi. Bu DNA
ornekleri kullanilarak desmin geninin tim eksonlar1 PZR ile ¢ogaltildi ve DNA dizi

analizi yapildi. ¢.1289-2A>G splice site mutasyonun saglikli fenotip gosteren anne ve
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babada heterozigot, hasta olan iki kardeste homozigot, saglikli goriinen iki kardesten

birinde heterozigot olarak kalitildig: gosterildi (Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5)

INE =
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Sekil 4.1 I.1 no’lu bireyin DNA dizi analizi. Ok isareti bireyin €.1289-2A>G

mutasyonunu heterozigot olarak tasidigini gostermektedir.
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Sekil 4.2  I:2 no’lu bireyin DNA dizi analizi. Ok isareti bireyin €.1289-2A>G

mutasyonunu heterozigot olarak tagidigini géstermektedir.



42

Sekil 4.3  II:1 no’lu bireyin DNA dizi analizi. Ok isareti bireyin €.1289-2A>G

mutasyonunu heterozigot olarak tasidigini géstermektedir.
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Sekil 4.4  11:2 no’lu bireyin DNA dizi analizi. Ok isareti bireyin €.1289-2A>G
mutasyonunu homozigot olarak tasidigini géstermektedir.
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Sekil 4.5 11:4 no’lu bireyin DNA dizi analizi. Ok isareti bireyin €.1289-2A>G

mutasyonunu homozigot olarak tasidigini géstermektedir.

SBAK-1774 no’lu TUBITAK arastirma projesi kapsaminda ¢alisilmis olan ancak
bilinen highir LGMD2 lokusuna baglant1 gostermeyen ailelerdeki LGMD2 fenotipi
gosteren bireyleri DNA dizi analiziyle tarayarak mutasyonu tasiyan baska bireylerin
varhigim arastirdik. Yaptigimiz ¢alismalarda 120 kromozom (60 birey) DNA’s1t DNA
dizi analizi ile taranmis ve bu bireylerde DES ¢.1289-2A>G mutasyonu bulunmadigi
tespit edilmistir.

Calismamizda ¢.1289-2A>G splice site mutasyonu yalnizca kasta ara filament
gorevi olan desmin proteininde olusmus olup 60 hastada mutasyonun gézlenmemis
olmast, bu bolgenin turlerde korunmuslugu ve dbSNP (SNP veri bankasi), 1000 Genome
ve HapMap (Haplotype Mapping) proje verilerine gore bu bdlgede A>G varyasyonu

saptanmamis olmas1 bu mutasyonun patojenik oldugunu diisiindiirmiistiir.

4.3. RNA Dizisi Bulgulari

€.1289-2A>G mutasyonunu homozigot olarak tasiyan hasta (11:4) ve heterozigot
olarak tasiyan annenin (I:2) lenfosit cDNA’larindan uygun primerlerlerle mutasyon
iceren bolge PZR ile ¢ogaltilarak, mutasyonun RNA dizeyindeki etkisi arastirilmistir.
Bu amacla bireylerden alinan kan 6rneklerinden lenfosit izolasyonu yapildi. Elde edilen

lenfositlerden RNA izolasyonu yapilarak cDNA’ya doniistiiriildii. Mutasyonu homozigot
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olarak tasiyan hasta DNA dizi analizi yontemiyle incelendiginde DNA diizeyinde
saptanan ¢.1289-2A>G mutasyonunun, 7. ekson ile 8. ekson arasindaki introndan 48

bazin RNA dizisine eklenmesine sebep oldugu gosterilmistir (Sekil 4.6).

48 bp. uzunlugundaintron refention
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Sekil 4.6 Mutasyon bolgesinin cDNA dizi analizi. Mutasyon ile, hastanin desmin
Y g y
geninin 7. intronundaki 48 baz mRNA’nin okuma cergevesine dahil

olmustur.

Mutasyonu heterozigot olarak tasiyan annenin (1:2) lenfosit cDNA’s1 kalip olarak
kullanilarak mutasyonu i¢eren bolge cogaltildiginda bu bdlgede 48 bazin eklendigi (366
bg) ve eklenmedigi (318 bg) iki farkli amplikon gézlendi. Mutasyonu homozigot olarak
tasiyan hasta (I11:4) ve annenin (1:2) cDNA 0rnegi ile birlikte yiiriitiilmiistir (Sekil 4.7).
Bu sekilde ailede hastaligin desminopatide ender rastlanan kalittm modeli olan otozomal
resesif kalitildig1 gosterilmistir.

Sekil 4.8°de DES ¢.1289-2A>G mutasyonun gen, RNA ve protein diizeyinde
yaptig1 degisiklik sematize edilmistir.
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100bp
marker 1:4 1:2

400byp ——
300bp ——

200by m—

318bp

100bp

Sekil 4.7  Lenfosit cDNA’den PZR ile mutasyon bélgesinin gogaltilmasi. Heterozigot
bireyin (I:2) bir alleli 318 bg¢’lik, diger alleli ise 48 b¢’nin eklendigi 366
b¢’lik bir amplikon olusturmustur.

( l 2q35 insan
( j 1C3 Fare
G,
El E2E3EAES E6 E7 ' E9
A ‘ DES geni
mRNA
i 212 299 | 456!
1 414 | 4
|AQPGLGQAECAMDPVT |
i i T Y 1 T
1248 5 Z —
1 90 142 154 | M va 468 AA (53 KDa) Desmin proteini
- \ /
vV
Bas Merkezi rod bolgesi Kuyruk

Sekil 4.8  ¢.1289-2A>G mutasyonunun RNA ve protein tizerindeki yerlesimi
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4.4. Western Blot Bulgular:

Hastadan alinan biyopsi materyalinden elde edilen protein ile yapilan western
blot ¢alismasinda desmin proteinin hastada bulundugu gosterildi (Sekil 4.9). Kullanilan

desmin antikoru—Monoclonal anti-desmin Clone DEU-10 (Sigma)’dar.

Kontrol
Hasta

DESMIN 53kDa

Miyozin 223kDa

Sekil 4.9  Desmin proteinine 6zgl antikorla yapilan western blot analizi. Kontrolde
ve hastada desmin proteinin ifadesi gdzlenmektedir. Miyozin internal

kontrol olarak kullanilmistir.

4.5. Histopatolojik Bulgular

Hasta kas patolojisini degerlendirebilmek i¢in Oncelikle Hematoksilen Eosin
(H&E) boyamasi yapilmistir. Bu boyama sonuglarina gore hasta kas dokusunda kas
fibrilleri arasinda doku harabiyeti nedeniyle bag dokusunun gelistigi ve yag dokusu
infiltrasyonu oldugu gozlenmistir. Nekrotik ve atrofik hiicrelerin varhigi goze
carpmaktadir. Gomori trichrome boyamasinda ise desminopati karakteristik 6zellikleri
icinde yeralan koyu renkli boyanan, hicre ici birikimlerin bulunmadig1 gosterilmistir.
(Sekil 4.10)
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Sekil 4.10 Hasta iskelet kas biyopsi kesitinin histopatolojik boyamasi. A) Hastaya ait
kas biyopsisi Hematoksilen Eosin boyamasi farkli biiytikliklerde kas
hiicrelerini, bag dokusu artisin1  (Siyah okla gdosterilmistir.), yag
hiicrelerinin varligin1 (Kirmiz1 okla gdsterilmistir.), doku biitiinliigiiniin
bozuldugunu gostermektedir (40X). B) Hastaya ait kas biyopsisinde
yapilan Gomori Trichrome boyamasi hiicre igi birikimlerin olusmadigini
gOstermektedir (40X).

4.6. immiinfloresan Boyama Bulgular

Hastadan alinan ve taze-dondurulmus kas biyopsisinden 7-8um kalinliginda
kesitler alinarak desmin proteinini taniyan antikor ile immin boyama yapild.

Immunfloresan boyama icin Mouse-Monoclonal anti-desmin antikoru kullanildu.
Kontrol kas dokusu ile karsilastirildiginda western blot sonucunu destekler sekilde

desmin proteininin pozitif boyandigi gozlendi. (Sekil 4.11)
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Sekil 4.11 Hasta iskelet kasi biyopsi kesitinde desmin antikoruyla yapilan
immunfloresan boyama. A) Kontrol kasin desmin antikoru ile yapilan
boyamas: (40X). B) Kontrol kas kesitinde (DAPI) ¢ekirdek boyamasi
(40X). C) Hasta kasinda desmin proteininin ifade edildigini gosteren 6zgil
desmin antikoru ile yapilan boyama (40X). Ok isareti kas hiicresini

gostermektedir. D) Hasta kas kesitinde (DAPI) ¢ekirdek boyamasi (40X)

4.7. Elektron Mikroskobu Bulgular:

Desminle iligkili miyopati hastalarinda elektron mikroskobuyla yapilan
caligmalarda gozlenen karakteristik bozukluk, kaymis Z diskleri ve desmin ve iliskide
oldugu proteinlerin yikilamamasi sonucu olusan birikimlerdir. Hastaya ait kas biyopsi
orneginden 50nm kalinliginda alinan Kkesitler elektron mikroskobunda goriintiilendiginde
Z disklerin normal morfolojide oldugu gozlendi (Sekil 4.12). Kesitin bir¢ok bdlgesi

ayrintili  incelendiginde sitoplazmik agregat olusumlarina rastlanmadi. Cekirdek,
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mitokondri, sarkolemma boélgelerinde yapilan ayrintili goriintiilemeler sonucunda

patolojiye yol agabilecek bir yapisal bozukluk goriilmemektedir.

Sekil 4.12 Hasta iskelet kasinin boyuna kesitinin elektron mikroskobu goruntisu. A)
Z disklerin organizasyonunun bozulmadigi gézlenmektedir. (Okla Z disk
cizgisi gosterilmistir.) B) Cekirdek morfolojisi bozulmamistir. (Ok isareti

cekirdegi gostermektedir.)

4.8. Protein Veri Tabanlan Kullamilarak Aday Proteinlerin Belirlenmesi

Desmin proteinini kodlayan gende olusan €.1289-2A>G mutasyonunun desmin
ifadesini etkilememesi, kas patolojisinin nedeninin desminin iliskili oldugu proteinlerle
etkilesiminin bozulmasi oOlabilecegini diisiindiirmiistiir. Desminin hangi proteinle
etkilesiminin bozulmus olabilecegi sorusunun cevabini bulmak i¢in 1slak laboratuvar
calismalarina gegmeden Once gerek normal ve mutant desminin tgboyutlu analizini
gerekse de desmin-protein etkilesimini in-siliko olarak gosteren veri bankalarindan
yararlanilmak istenmistir. Bu ¢alismada hedef, normal desminle etkilesime giren, ancak
16 amino asitin protein yapisina eklenmesine bagli olarak ii¢ boyutlu yapisi degistigi

icin mutant desminle etkilesime giremeyen protein/proteinleri belirlemektir.



50

Desminin {i¢ boyutlu yapist bilinmemektedir. Bu durumda yapilmasi gereken
dogada protein dizisi olarak desmine en ¢ok benzerlik gosteren ve kristalografi yapisi
deneysel olarak kanitlanmis bir proteini saptamak ve referans protein olarak
kullanmaktir. Vimentin amino asit dizisi %62,61 benzerlikle desmine benzeyen ve
referans olarak kullanilabilen tek proteindir. Ancak, vimentin proteininin yalnizca
merkezi rod domaininin ti¢ boyutlu yapisi bilinmektedir. Desmin geninde saptadigimiz
mutasyon ise, proteinin kuyruk domainindedir. Bu nedenle vimentin, referans protein
olarak kullanilamamustir.

www.swissmodel.expasy.org adresindeki otomatik modelleme araci kullanilarak

desmin proteininin tahmini bir ii¢ boyutlu yapisi ve bu yapinin kodlandigi pdb dosyasini
elde edebilmek desmin proteininin ii¢ boyutlu yapisina yakin bir protein bulunamadigi
icin gercege en yakin modelleme yapmak miimkiin olmamistir. Bunun yerine

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2 adresinden PHYRE sunucusu kullanilarak desminin

iic boyutlu yapisi igin bir tahmin elde edilmeye calisilmistir. PHYRE (Protein
homology/Anology Recognition Engine) protein kitiiphanesinde Protein Data Bank
(www.pdb.org) protein veritabanindan baska SCOP (Structural Classification of Protein)
veritabanindan da faydalanir (78). Desmin ve mutant desminin protein dizi bilgisi
PHYRE sunucusuna verildiginde proteinin {i¢ boyutlu yapisi ve bu bilgiyi i¢ceren pdb
dosyast e-posta olarak gonderilmektedir. Bu sekilde elde edilen desmin ve mutant
desminin {i¢ boyutlu yapisini igeren pdb dosyalarinin Pymol 3D viewer programinda
elde edilen goruntusi Sekil 4.13’de gosterilmistir. Bu yapida, mutasyon sonucu g
boyutlu yapiya katilan 16 amino asitin olusturdugu ¢ikinti kirmizi okla gdsterilmistir.
PHYRE sunucusundan elde edilen pdb dosyalarinin sundugu {i¢ boyutlu yapinin normal
ve mutant desmin arasindaki farkliligi agik olarak ortaya koymakla birlikte protein-
protein etkilesimini analiz edilebilecek duyarlilikta bir ii¢ boyutlu yap1 sunmadigi i¢in bu

sonucu protein-protein etkilesim ¢aligmasina tasimak miimkiin olmamustir.


http://www.swissmodel.expasy.org/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2
http://www.pdb.org/
http://www.pdb.org/
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Sekil 4.13 Desmin ve mutant desmin proteinlerinin  U¢ boyutlu yapisinin
karsilastirilmasi. Farklilik gosteren ¢ikinti bolgesi okla gosterilmistir. A)
Desmin proteininin ti¢ boyutlu yapist B) ¢.1289-2A>G mutant desmin

proteininin {i¢ boyutlu yapisi

4.9. Aday proteinlerin belirlenmesi ve Immunfloresan Boyama Bulgular

Hastada saptanan ve desminin normal ifadesini etkilemeyen ¢.1289-2A>G splice
site. mutasyonunun desmine baglanan hangi protein ya da proteinlerin baglanmasini
engelledigini belirlemek igin baz1 proteinleri aday proteinler olarak belirleyip, desmine
baglanamama durumunda ifadelerinin degisip degismedigine bakilmistir. Desminle
etkilesimi olan proteinlerden bazilari alfa-B kristallin, ankrin, aurora-B, miyotubdlarin,
desmoplakin, spektrin, sinemin, sinkoilin, lamin B, plektin, nebdlin, disferlindir
(50,56,64,65,67,69,73,79,80).

Hasta kas dokusunda desminopati fenotipi goérilmemekle birlikte distrofik
degisikliklerin bulunmasi, patolojinin DAPC proteinlerinin desminle etkilesimlerinin
bozulmast sonucu olustugu OngOrilmiistir. Bu nedenle, desminin mutant olmasi
durumunda desmin ile etkilesime giren proteinlerin bu etkilesimi bozulacaktir.
Etkilesimi bozulan bir protein, degredasyon yolaginda ortadan kaldirilabilir, hiicre icinde

farkl1 yerlesim gosterebilir, ya da ayni yerde ifade edilir. Hatta mutant desmin bugtine
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kadar desminle baglandigi gosterilmemis bir proteine de baglanabilir. Bu ¢alismada,
belirledigimiz desminle etkilesen aday proteinlerin, desmin mutasyonu sonucu,
etkilesimin olamamasi nedeniyle yikilma olasiliklar1 degerlendirilmistir.

Sinemin proteini desminle heterofilament olustururken ayni zamanda distrofin ile
iligkili proteinlerden distrobrevine baglandigi icin aday protein olarak diisiiniilmiistiir.
Hasta ve kontrol kas biyopsisinde desmin-sinemin ¢ift immunfloresan boyamasi
yapilmistir. Hasta kas biyopsisinde kontrol kasa benzer sekilde iki proteinin ayni yerde
bulundugu goriilmektedir (Sekil 4.14).



Sekil 4.14 Desmin ve sinemin proteinlerinin hasta ve kontrol kas dokusunda cift
immunfloresan boyamasi. A), B) Kontrol kas kesitinde yesil isaretlenen
desmin antikoru (40X) ve kontrol kas kesitinde kirmizi isaretlenen sinemin
antikoru (40X) ile yapilan boyama sonucunda proteinlerin ayni yerde
yerlesim gosterdigi gozlenmektedir. C), D) Hasta kas kesitinde yesil
isaretlenen desmin antikoru (40X) ve hasta kas kesitinde kirmizi
isaretlenen sinemin antikoru (40X) ile yapilan boyama sonucunda

proteinlerin ayni yerde yerlesim gosterdigi gozlenmektedir.

Sinkoilin iskelet kasinda desmin ve alfa-distrobrevin ile etkilesimde olan ara
filament benzeri bir proteindir. Hasta kas biyopsisinde ¢ift immunfloresan boyama ile

sinkoilinin ve desminin hiicrede ayn1 yerde ifade edildikleri gosterilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Desmin ve sinkoilin proteinlerinin hasta ve kontrol kas dokusunda cift
immunfloresan boyamasi. A), B) Kontrol kas kesitinde yesil isaretlenen
desmin antikoru (40X) ve kontrol kas kesitinde kirmizi isaretlenen
sinkoilin antikoru (40X) ile yapilan boyama sonucunda proteinlerin ayni
yerde yerlesim gosterdigi gézlenmektedir. C), D) Hasta kas kesitinde yesil
isaretlenen desmin antikoru (40X) ve hasta kas kesitinde kirmizi
isaretlenen sinkoilin antikoru (40X) ile yapilan boyama sonucunda

proteinlerin ayni yerde yerlesim gosterdigi gozlenmektedir.

Plektin proteininin kasa 0zgu 1f izoformunun LGMD2’ye neden oldugu
gosterilmistir (81). Ayni1 zamanda co-immunprecipitation ve in vitro baglanma analizi
calismalar1 sonucunda plektinin DAPC i¢inde yer alan distrofin ve beta- sarkoglikan
proteinleriyle etkilesim halinde oldugu gosterilmistir. Plektin, sarkomer ile hiicre zar
iligkisinin kurulmasma aracilik eden bir protein oldugu icin desminle etkilesim

bozuklugu distrofik bir fenotipe sebep olabilir. Plektin-desmin etkilesimi ¢ift
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immunfloresan boyamay: takiben konfokal mikroskobu ile goriintiilendiginde kontrol ve
hasta dokusunda sitoplazmik desmin proteininin yesil ve plektin proteininin kirmizi
floresanla isaretlenmesi sonucu sari rengin olustugu gézlenmektedir. Bu bilgiler iki

proteinin ayni yerde bulundugunu ve ifade edildiklerini gdstermektedir (Sekil 4.16).

Sekil 4.16 Hasta ve kontrol kas dokusunda desmin ve plektin proteinlerinin cift
immunfloresan boyamasmin konfokal mikroskobu goriintisu. (Desmin
yesil, plektin kirmizi isaretlenmistir.) A) Kontrol kas kesiti (63X) B) Hasta
kas kesiti (63X) Oklar kas hiicresini gostermektedir.

Bu tez kapsaminda desmin genindeki ¢.1289-2A>G splice site mutasyonu sonucu
bu boélgeye eklenen 16 amino asitin lamin B’nin desmine baglanmasini etkileyip
etkilemedigi arastirilmigtir. Mutant desminin amino asit dizisi ve lamin B nin baglanma
bolgesi asagida gosterilmistir (Sekil 4.17) Desmin ve lamin B proteinleri ¢ift

immunfloresan boyama yapilarak konfokal mikroskopta incelenmistir.
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MSQAYSSSQRVSSYRRTFGGAPGFPLGSPLSSPVFPRAGFGSKGSSSSVTSRVYQV
SRTSGGAGGLGSLRASRLGTTRTPSSYGAGELLDFSLADAVNQEFLTTRTNEKVEL
QELNDRFANYIEKVRFLEQQNAALAAEVNRLKGREPTRVAELYEEELRELRRQVEV
LTNQRARVDVERDNLLDDLQRLKAKLQEEIQLKEEAENNLAAFRADVDAATLARI
DLERRIESLNEEIAFLKKVHEEEIRELQAQLQEQQVQVEMDMSKPDLTAALRDIRA
QYETIAAKNISEAEEWYKSKVSDLTQAANKNNDALRQAKQEMMEYRHQIQSYTC
EIDALKGTNDSLMRQMRELEDRFASEASGYQDNIARLEEEIRHLKDEMARHLREY
QDLLNVKMALDVEIATYRKLLEGEESRINLPIQTYSALNFRAQPGLGQAECAMDP
VTETSPEQRGSEVHTKKTVMIKTIETRDGEVVSEATQQQHEVL

* Lamin B’nin desmine baglanma bolgesi

* Mutasyon sonucu eklenen 16 aminoasit

Sekil 4.17 ¢.1289-2A>G splice site mutasyonu sonucu desmin proteinine eklenen 16
amino asitin ve lamin B’nin desmine baglanma bdlgesinin desmin proteini

lzerinde gosterilmesi

Desmin/lamin B konfokal mikroskopi goruntuleri (Sekil 4.18, 4.19, 4.20, 4.21).
incelendiginde desminin kas hiicresinin sitoplazmasinda, lamin B’nin ise g¢ekirdekte
yerlestigi goriilmektedir. Farkli yerlesimli bu iki protein yalnizca g¢ekirdekteki gozenek
bolgelerinde etkilesmektedir. Saglikli  kas hicrelerinde c¢ekirdekler periferde
yerlesmistir. Yesil floresan, desminin ifade edildigi kas hicrelerini, bu htcrelerin
periferinde gozlenen kirmizi renk ise lamin B’nin ifade edildigi ¢ekirdekleri
gostermektedir. Tek bir kas ¢ekirdegine odaklanildiginda, ¢ekirdekte desmin-lamin B
etkilestiginde cekirdek Uzerinde sar1 renk olusmaktadir. Kontrol kasta cekirdeklerde
kirmizi ve yesil rengin birlikte 151ma verdigi sar1 bolgeler sekil 4.18‘da gosterilmistir.
Sekonder antikor ile boyama yapilarak sar1 renk olusumunun yalanci pozitiflik olmadig:
gosterilmistir (Sekil 4.22).

Calismamizda, desmin-lamin B etkilesiminin konfokal mikroskobunda
incelenmesi i¢in kontrol kasin biyopsi kesitlerinde 6 farkli alanda, 13 kas cekirdegi
secilip 63X blyltmede incelenmis ve 12’sinde sar1 renk olusumu gosterilmistir. Bununla

birlikte hasta kas biyopsisinden elde edilen konfokal gorintilerinde kas hiicrelerine ait
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10 ¢ekirdek sayilarak bunlarin 8’inde desmin ve lamin B’nin etkilesimde olmadigi
gozlenmistir (Sekil 4.19, 4.20, 4.21). Ozellikle hastada bir kag ¢ekirdegin birlikte oldugu
alanda (Sekil 4.21) ve rejenere bir kas hiicresinde goézlenen merkezi ¢ekirdegin
goriildiigii  sekil 4.20’de desmin-lamin B etkilesiminin olmadigi agik olarak
gozlenmektedir. Hastada kas hiicresi disindaki hiicrelerde de gozlenen c¢ekirdek
boyamasinin nedeni hasta kas dokusunda patolojiye bagli olarak bag ve kan dokusu
hiicrelerinin de godzlenmesidir. Bu hiicrelerde desmin ifade edilmez. Ancak, lamin B
ifade edilir.

Sekil 4.18 Kontrol kas biyopsi kesitinde desmin (yesil) ve lamin B (kirmizi) cift
immunfloresan boyamasi. Yesil ve kirmizi rengin ¢akismasiyla olusan, iki
proteinin etkilesimini gdsteren sar1 renkli pikseller goriilmektedir (63x).

Beyaz ok kas hiicresi zarini, mavi oklar ise kas ¢ekirdegini gostermektedir.



Sekil 4.19

Sekil 4.20
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Hasta kas biyopsi kesitinde desmin (yesil) ve lamin B (kirmizi) ¢ift
immunfloresan boyamasi (63x). Desmin-lamin B etkilesiminin bozulmasi
nedeniyle sar1 piksellerin gozlenmedigi c¢ekirdek bdlgesi gortlmektedir.

Beyaz ok kas hiicresi zarini, mavi oklar ise kas ¢ekirdegini gostermektedir.

Hasta kas biyopsi kesitinde rejenere bir kas hiicresinde gdzlenen merkezi
cekirdekte desmin (yesil) ve lamin B (kirmizi) ¢ift immunfloresan
boyamasi (63x). Desmin-lamin B etkilesiminin bozulmasi nedeniyle sari
piksellerin gozlenmedigi c¢ekirdek bolgesi gorilmektedir. Beyaz ok kas

hiicresi zarini, mavi oklar ise kas ¢ekirdegini gostermektedir.
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Sekil 4.21

Sekil 4.22

Hasta kas biyopsi kesitinde desmin (yesil) ve lamin B (kirmizi) cift
immunfloresan boyamasi. (63x). Desmin-lamin B etkilesiminin bozulmasi
nedeniyle sar1 piksellerin gézlenmedigi cekirdek bolgesi goriilmektedir.

Beyaz ok kas hiicresi zarini, mavi oklar ise kas ¢ekirdegini gostermektedir.

«10 pm

Kontrol kas biyopsi kesitinde sekonder antikor ile boyama 6zgiilliigiiniin
kontrolli. Isik mikroskobu altinda yesil ve kirmizi lazer goriintiisl
alindiginda, sekonder antikorlarin 6zgul primer antikor olmadan sinyal

olusturmadig1 gosterilmistir (63X).
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Hastada desmin-lamin B etkilesiminin bozulmasinin ¢ekirdek morfolojisi
uzerindeki etkilerini gozlemek igin hasta biyopsi materyalinden alinan kesitlerde bir ¢ok
alan elektron mikroskobu ile taranmis ve higbir alanda gekirdek morfolojisinde ve

yerlesiminde bozukluga rastlanmamistir (Sekil 4.23).

Sekil 4.23 Hasta iskelet kas kesitinde c¢ekirdek yapisimi (okla gosterilmistir) ve
yerlesimini gosteren elektron mikroskobu goriintiisii. A) 200nm blyitmede
¢ekirdek morfolojisinin  saglikli  oldugu goriilmektedir. B) 0,5um

biiylitmede ¢ekirdek yerlesiminin normal oldugu gozlenmektedir.

Cekirdekte yerlesmis olan proteinlerin immunfloresan yontemiyle varliklarinin
arastiritlmasiyla c¢ekirdek yapisinda bozukluk olmadigi bilgisi desteklenmistir (Sekil
4.25, 4.26). Bu proteinler ¢ekirdek gozenek bilesiginde Nupl53, heterokromatin
bolgesinde HP1, cekirdek zarinin integral zar proteini olan emerin ve c¢ekirdek

laminasinin temel elemani olan Lamin A/C’dir (Sekil 4.24).



Cytoplasm

microtubules

7 Intermediate
filaments

.....

Nucleus

Sekil 4.24 Cekirdek proteinlerinin yerlesimi

Kontrol Hasta
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Sekil 4.25 Kontrol ve hasta kas biyopsi kesitinde Lamin A/C ve Emerin yerlesimini

ve ifadesini gosteren immunfloresan boyama. (Lamin A/C ve Emerin yesil,

desmin kirmizi isaretlenmistir.).Oklar kas hucresini gostermektedir (40X).
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Kontrol Hasta

HP1

Nup153

Sekil 4.26 Kontrol ve hasta kas biyopsisinde HP1 ve NUP153’iin yerlesimini ve
ifadesini  gosteren immunfloresan boyama. Oklar kas ¢ekirdegini

gostermektedir (40x).



63

5. TARTISMA

Miskiiler distrofi ana basligi altinda dokuz farkli tipte hastalik tanimlanmustir:
Duchenne kas distrofisi (DMD); Becker kas distrofisi (BMD); Emery-Dreifuss kas
distrofisi (EDMD); Limb-Girdle kas distrofisi (LGMD); Facioscapulohumeral kas
distrofisi (FSHD); Myotonic distrofi (MMD); Oculopharyngeal kas distrofisi (OPMD);
Distal kas distrofisi (DD); and Congenital kas distrofisi (CMD) (82) . Muskduler
distrofilerden otozomal resesif kalitilan limb-girdle kas distrofisi tipi olan LGMD2’ye
sebep oldugu bilinen 16 lokus belirlenmistir. Bu tez ¢alismasina konu olan aileye klinik
ve histopatolojik degerlendirme sonucunda LGMD2 tanist konmus olup bugiine kadar
LGMD2’ye sebep oldugu bilinen lokuslar i¢in genotipleme yapilmis ve bilinen higbir
lokusa baglant1 vermedigi gosterilmistir. Bu ailede LGMD?2 fenotipinden sorumlu yeni
bir lokus tanimlamak icin 50K Xbal SNP mikrodizileme c¢alismasi yapilmis, ve
homozigotlugun gézlendigi aralikta bulunan 151 genden biri olan desmin geni aday gen
olarak secilerek DNA dizi analizine alinmigtir. Yapilan DNA dizi analizi sonucunda,
néromiiskiiler hastaliklardan miyofibriller miyopatinin bir alt grubu olan desminopati
hastaligina sebep olan desmin geninde €.1289-2A>G mutasyonu bulunmustur (Sekil
4.5). Desminopati karakteristik fenotipinde goriilen kalp kasi tutulumu, hiicreigi
agregatlarin olusumu, filament yapisinda bozulma, longitudinal iskelet kas1 kesitlerinde
Z disklerde kayma ve c¢ogunlukla goriilen otozomal dominant kalitim tipinin hastada
gozlenmemesi literatir icin ilging ve yeni bir durumdur. Ilk kez bir LGMD?2 hastasinda
desmin geninde mutasyon saptanmustir. Hastanin fenotipi, klasik desminopati
fenotipinden ¢ok farklidir, klinik tam1 LGMD2’dir. Bu durumda g0zOnlinde
bulundurulmas: gereken, LGMD?2 tanisi almis hastalarda mutant desmin geninin de ayni
fenotipe sebep olabilecegidir. Bu sonug, LGMD?2 tanisi alan hastalarda desmin geninin
de hastaliktan sorumlu genler arasina alinmasi gerekliligini ortaya koymustur. Ayrica,
tamimladigimiz DES ¢.1289-2A>G mutasyonunun olusturdugu patolojinin desminopati
kliniginden ¢ok farkli olmasi nedeniyle ayni genin farkli mutasyonlarindan kaynaklanan
desminopati ve desmin iliskili LGMD?2’yi allelik hastaliklar olarak siniflandirmak

mUmkuanddr.
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Desmin mutasyonlart  ¢ogunlukla otozomal dominant kalitilir. Yeni
mutasyonlarin olustugu vakalar da mevcuttur. Literatiirde hastaligin otozomal resesif
aktarildig1 yalnizca iki vaka bulunmaktadir. Tez ¢alismasinda tanimladigimiz bu vaka
ticlincii vakadir. Diger iki vakada hastaligin otozomal resesif aktarildigi bildirilmekle
beraber (29,31) tez kapsaminda tanimladigimiz bu vaka, mutasyonun aile iginde
tasindig1 haplotipin bireyler arasindaki segregasyonu (bu tez kapsaminda ¢aligilmadigi
icin haplotip analizi sonucu gosterilmemistir), anne ve babanin ortak haplotipi
tagimalarina ragmen klinik muayenelerinde saglikli olmalari, DNA ve cDNA dizi analizi
ile tasiyicilarin mutasyonu heterozigot tasidiklarinin gosterilmesi (Sekil 4.1, 4.2, 4.6) ile
otozomal resesif kalittm modelinin kesin olarak kanitlanmis oldugu ilk vakadir.
Otozomal resesif aktarilan desminopati vakalarinda hastaligin erken yasta baslamasi ve
bu hastalarin hepsinde agir kardiyomiyopati fenotipi gézlenmesi sonunda hastalar 20’li
yaslarin sonlarinda solunum yetmezligi ya da ani kalp yetmezligi ile kaybedilirler. Bu
calismada yer alan 39 ve 45 yaslarindaki iki hastada da kardiyomiyopati gdzlenmemesi
hastaligin daha hafif seyretmesine neden olmaktadir. Bu yoniyle Kklasik desminopati
kliniginden ayrilmaktadir. Buna ilaveten, fenotipin hafif seyirli olmasi1 desmin
proteininin ifade edilmesi ve islev gérmesiyle de ortiismektedir.

Hastada desmin geninde saptanan ¢.1289-2A>G mutasyonu desminin kuyruk
domaininde yer almaktadir. Kuyruk domaini mutasyonlarmin hastalik olusturma
mekanizmalarin1  arastiran ¢alismalarda, iki yaklasimdan bahsedilmistir. Birinci
yaklasimda, filamentin biyofiziksel 6zelllikleri, diger yaklasimda ise, filamentin baska
bir proteine baglanma 6zellikleri ve baglanmanin mutasyonlar sonucu degigebilecegi
diistintilerek protein-protein etkilesimleri incelenir. Bar ve arkadaglarinin 2007 yilinda
yaptig1 c¢alismalarda kuyruk domaninde bulunan desmin mutasyonlarinin desmin
filamentinin biyofiziksel Ozelliklerini ne sekilde etkiledigi arastirilmis ve filament
mimarisinin degistigi sonucuna varilarak filament mimarisinin degismesinin hastalik
fenotipini olusturacagi sonucuna varilmistir (19). Yaptigimiz bu tez ¢aligmasi, desminin
kuyruk domaininde ilk kez tanimlanan ¢.1289-2A>G mutasyonunun desminin ifadesini

etkilemedigini ve desmin aginin saglikli olarak olustugunu gostermistir (Sekil 4.9, 4.11).
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Bu durumda patolojinin nedenini ortaya koyabilmek icin ¢.1289-2A>G mutasyonunun

protein-protein etkilesimi tizerindeki etkisi arastirilmistir.

DES ¢.1289-2A>G mutasyonu sonucu desminle etkilesiminin bozulmasi olasilig
olan en gucli aday protein lamin B’dir. Bu 6ngérinun sebebi mutasyon nedeniyle
protein dizisine 16 aminositin eklendigi bolgenin, Georgatos ve arkadaglarinin 1987°de
yaptig1 caligmaya gore lamin B’nin desmine baglanma bolgesini bozmasidir (Sekil 4.17)
(69). Bununla birlikte desminin lamin B’ye baglandigi in vitro baglanma analizi
caligmalariyla kanitlanmistir (69). Ayrica, immungold isaretli desmin-lamin B
proteinleri elektron mikroskobu ile gortntilenerek sitoplazmik bir ara filament elemani
olan desminin, gekirdek i¢ zarmin altinda yerlesmis lamin B proteini ile yalnizca
cekirdek gozenek boslugundan etkilestigi gosterilmistir (70). Bu 0ngoriye dayanarak
kas biyopsisi kesitlerinde desmin-lamin B etkilesimi ¢ift immunfloresan boyama
sonrasinda konfokal mikroskobu ile goriintiilenmis ve hastada bu etkilesimin bozuldugu

gosterilmistir (Sekil 4.18-4.21).

Konfokal mikroskobunda hasta kas biyopsi kesitlerinde desmin ve lamin B
etkilesiminin bozuldugunun gdsterilmis olmasi, hiicrede ¢ekirdek morfolojisinin bu
durumdan etkilenip etkilenmediginin = gosterilmesini  gerektirmistir.  Elektron
mikroskobunda hasta kas hiicreleri incelendiginde ¢ekirdek morfolojisinde ve
yerlesiminde bozulma olmadig1 gosterilmistir (Sekil 4.23). Mutasyon olmasina ragmen
desminin normal diizeyde ifade edilmis olmasi ve mutasyonun proteinin G¢ boyutlu
yapisini degistirecek olan 16 amino asitin desmin yapisina katilmasina neden olmasi; bu
mutasyonun desminin baglandigi bir proteinle olan etkilesimini yiiksek olasilikla
bozacagimi gostermektedir. Bu etkilesimin bozuldugunun konfokal mikroskobu
gorlntiilerinde gosterilmis olmasina ragmen kas morfolojisinin bozulmamis olmasi
nedeniyle hastada gézlenen kas patolojisini destekleyecek morfolojik bir bulgu elde

edilememistir.

Hastaligin otozomal resesif aktarildig1 bu ailede iki kardes hastanin kliniklerinin

hafif seyirli olmas1 ve hastanin kas biyopsisinde hafif miyopatik dzelliklerin gézlenmesi,
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bu ailede saptanmig olan desmin mutasyonunun fenotipe etkisinin de hastalarin klinigi
ile uyumlu oldugunu gostermistir. Desmin degredasyonunun veya desmin
agregasyonunun olmamasi da bu nedenle beklenen bir durumdur. 16 amino asitlik
insersiyonun desminin yapisal biitiinliglinli bozmamas1 ¢ok sasirtict bir sonug
olmamakla birlikte bu insersiyonun desminin diger proteinlerle etkilesim domainlerini
degistirdigi asikardir. Konfokal analizi ile desmin agi ile ¢ekirdek zarfi arasinda
cekirdek gozenek boslugunda gozlenen etkilesim zayifliginin  nedeni desmin
mutasyonunun lamin B’ye baglanma domainini degistirmesidir. Elektron mikroskobu
gorunttlerinde Z disk yapisinin, mitokondrilerin ve ¢gekirdek yapisinin korunmus olmasi,
desmin ile lamin B arasindaki anormal etkilesimin major yapisal bir anormallik
olusturmaksizin gerceklestigini gostermektedir. Ancak, kasin normal morfolojik yapisi,
kasin iglevinin ve kas hiicrelerinin birbirleri arasindaki mekanik transdiksiyonun normal
olacag anlamina gelmemektedir. Hiicre dis1 ortamdan sitoplazmaya ve sitoplazmadan
cekirdege olan hiicre i¢i mekanik sinyal cevabinin hizi ve dogrulugu, sitoplazmik ara
filament proteinleri ile cekirdek ara filament proteinleri arasindaki sinyal iletiminin
giicliiliigiine baghdir. Kas hiicresinde hticre iskeleti ara filament proteini olan desmin ile
cekirdek ara filament proteini olan lamin B arasindaki etkilesimin zayiflamasi, kasin
fiziksel strese dayanikliligin1 azaltabilir. Bu durumda mekanik sinyalin kimyasal sinyale
cevrilmesi de etkileneceginden kas hiicrelerinde dejenerasyon ve kas yikimi1 g6zlenmesi

olasidir.

Desmin-lamin B etkilesiminin bozulmasina bagli olarak beklenen ¢ekirdek
morfolojisi bozuklugunun hastada gézlenmemis olmasi, desmin-lamin B diginda farkli
protein etkilesimlerinin sitoplazma ile ¢ekirdek arasindaki filament ag1 olusumuna
katildiklarini diisiindiirmektedir. Nitekim, son yillarda detayli olarak tanimlanmis ve dort
tiyeden olugsmus LINC kompleksinin ¢ekirdek iskelet yapisini hiicre iskeleti yapisina
bagladigi ve c¢ekirdek ile sitoplazma arasindaki mekanik baglantinin bu sekilde
kuruldugu gosterilmistir (75). LINC kompleksi proteinleri ¢ekirdek i¢ zarinda yerlesmis
olan SUN 1 ve SUN 2 proteinleri, ¢ekirdek dis zarinda yerlesmis olan Nesprin-1 ve

Nesprin-2 proteinleri, emerin ve laminlerdir. SUN proteinleri N ucu domainleri
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aracilifiyla lamin A/C’ye baglanir. Nesprin-1 ve 2, amino uclari, aktin baglama
domainleri ile aktin filamentlerine baglanirken, KASH domainleri ile SUN domain
proteinlerine ve direk olarak LaminA/C’ye ve emerine baglanirlar. Nesprin-3, aktine
baglanma domaini bulunmadig i¢in plektine baglanarak hiicre iskeleti ara filamentleri
ile etkilesime gecer (74). Calismamizda hasta kas biyopsi kesitlerinde yapilan konfokal
mikroskobu goriintiileri, desmin ile plektinin kasta birlikte yerlesim gosterdiklerini ve
etkilestiklerini saptamistir-Sekil 4.16) Nesprin-3 KASH domaini ile SUN proteinlerine
baglanir. SUN proteinlerinin ise genel olarak lamine baglandigi belirtilmistir. Ancak,
SUN proteinlerinin lamin B ye baglandig1 gosterilmemistir. Diger yandan, cekirdek
gozenek proteini olan Nup153’iin Xenopus yumurtasinda lamin B3 proteinine dogrudan
baglandig1 ve bu baglanmanin laminanin biitiinliigiiniin korunmasinda énemli oldugu,
Smythe ve arkadaslarmin 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada gosterilmistir (83). Bu
durumda sitoplazma ile ¢ekirdek arasindaki mekanik baglantinin olusturulmasinda tek
eksik olan lamin B ile hangi proteinin baglandiginin bilinmesidir. Bu tez ¢aligmasinda,
lamin B’nin desmin lizerindeki baglanma domaininde mutasyon olmasi nedeniyle
hastada desmin-lamin B etkilesiminin gergeklesmedigini saptayarak lamin B’nin
desmine dogrudan baglandigini gosterilmistir. Bu, Georgatos ve arkadaslarinin (69)
desmin ile lamin B’nin dogrudan etkilestigi sonucunu bir kez daha dogrulanmaktadir.
Bu durumda lamin B’nin bir yandan NUP-153 proteini ile ¢ekirdek goézenegine
baglandigini, bu tez calismasi ile de diger yandan dogrudan desmine baglanarak desmin
ara filamentleri ile etkilestigini ve boylelikle sitoplazmadan g¢ekirdege uzanan mekanik
iletinin daha kuvvetli kilindigimi1 séylemek miimkiindiir. Ancak, bu tez g¢aligmasi
sonucunda patolojinin nedeni olan desmin-lamin B etkilesiminin bozulmasinin, kasin
mekanik transduksiyonunu etkileyerek kasin mekanik strese karsi dayanikliligini
azaltacagim1 ve kas liflerinin bunun sonucunda dejenerasyona giderek yikilacaklarini

ongoérmek miimkiin olmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Doktora tez galismasi kapsaminda elde edilen bulgular asagida belirtildigi sekilde

Ozetlenmistir:

L3

DES ¢.1289-2A>G splice site mutasyonu RNA dizisinde 48 bazin intron
tutulumu sonucunda mRNA dizisine eklenmesiyle sonuclanmaktadir. Bu ek dizi
protein okuma ¢ercevesini kaydirmadan proteinin kuyruk domainine 428. amino
asitten sonra eklenmektedir.

Protein ifadesinin kantitatif olarak mutasyondan etkilenmedigi gosterilmistir.
Desminopati patolojisinde genellikle gozlenen gesitli proteinlerin birikimiyle
olusan agregatlar ve Z disk seviyesinde kayma, kardiyomiyopati fenotipi
g6zlenmemektedir.

Desminopati hastaligi genellikle otozomal dominant kalitilir. Bugiine kadar
desminopatilerde otozomal resesif kahtim tipinin gézlendigi 2 vaka
bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda hastaligin otozomal resesif kalitildigi, aile
bireylerinde mutant allelin dagilimina bakilarak kanitlanmistir.

Desminle etkilestigi bilinen sinemin, sinkoilin, plektin proteinleri ile yapilan ¢ift
immunfloresan boyamalar sonucunda mutasyonun bu proteinlerin desmine
baglanmasin etkilemedigi gosterilmistir.

Elektron mikroskobi bulgularina gore Z disklerde kayma gozlenmemektedir.
Cekirdek ve mitokondri morfolojisinde bozukluk g6zlenmemektedir.

Desminle etkilestigi bilinen lamin B proteininin mutasyon sonucu desmine
baglanma bolgesinin kaybolmasiyla desmin-lamin B etkilesiminin bozuldugu
bulunmustur.

Lamin B’nin etkilestigi cekirdek gbzenek kompleksinde yer alan NUP153,
Heterokromatin belirteci olan HP1, gekirdek laminasinin bir diger elemani olan
LaminA/C ve Emerin proteinlerinin hasta kas biyopsisinde ifade edildigi

gosterilmistir.
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& Bu tez calismasi sonucunda , LGMD2 fenotipi gosteren hastalarda CAPN3
(Calpain 3), SGCA, SGCB, SGCG, SGCD (alfa, beta, gamma, delta-
sarkoglikan), FKRP (Fukutin Related protein), FKTN (Fukutin), POMT1
(Protein O-Mannosyltransferase 1), POMGNT1 (Protein O-Mannose Beta-1,2-N-
Acetylglucosaminyltransferase), DYSF (Dysferlin), PLEC1F (PlectinlF),
TRIM32 (Tripartite motif-containing protein 32), TCAP (Telethonin), TTN
(Titin), POMT2 Protein O-Mannosyltransferase 1, ANO5 (Anoctamin 5), Dagl
(Dystrophin-Associated Glycoprotein 1); ile birlikte desmin proteinini kodlayan
desmin geninin de taranmasi gerekliligi ortaya konmustur.

& Yeni bir LGMD?2 lokusu tanimlanmustir.

& Desmin geninde ilk kez tanimlanan ¢.1289-2A>G mutasyonu sonucunda desmin-

lamin B etkilesimi bozulmustur.

Oneriler:
1. LGMD2 hastalarinda yeni bir LGMD2 lokusu olarak desmin geninin de

taranmasi Onerilmektedir.

2. Mutant desmini ifade eden hiicre hatlarinda DES ¢.1289-2A>G mutasyonunun

patolojik etkisinin gosterilmesi:

a) Calismadan eclde edilen sonuglar LGMD2 fenotipi gosteren desmin
mutasyonu  tasityan  hastaligimn  desmin-lamin B proteinlerinin
etkilesimindeki ~ bozuklugun  sebep  oldugu  bir  patolojiden
kaynaklanabilecegini gostermistir. Ancak etkilesim bozuklugu farkli
etkilesim calismalariyla desteklenmelidir. Bu nedenle hastadan alinan
fibroblast hiicre hatt1 kasa farklilastirilarak elde edilen hiicrelerden Co-IP
(Co-Immunprecipitation) yontemi ile kontrol ve hasta kas dokusunda

desmin-lamin B proteinlerinin etkilesimi test edilmelidir.

b) Kurulan kas hiicre kiiltiirinde mutant desminin olusturdugu filament ag1

biyofiziksel olarak incelenmelidir. Biyofiziksel inceleme,
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mekanotransdiiksiyonun etkilendiginin gosterilmesi agisindan OSnemli

olacaktir.

Yapilan tez ¢aligmasi kapsaminda mutasyon iceren desminin proteinlerle
iliskisi incelenmistir. Bunun yaninda ikinci bir yaklasim da desminin

olusturdugu filament aginin morfolojik olarak arastirilmasidir.

Desmin proteini yapisal gorevini c¢ok sayida proteine baglanarak
gerceklestirmektedir. Desmine baglanan ¢ok sayida proteinin ¢.1289-
2A>G mutasyonu igeren desmine baglanma ilgisini arastirmak i¢in Array
Based Yeast Two Hybrid System kullanilabilir. Yeast two hybrid
sistemden farkl1 olarak ikiden fazla proteinin etkilesimini tespit edebildigi
icin interaktom ¢alismalarinda kullanilanilmak tizere gelistirilen bir

metoddur.
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