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09/02/2024
Ecem Kural Mangit

YL isansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina Iliskin Yonerge”
(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma stirecinin devam etmesi durumunda,
tez danigmaninin Onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii iizerine enstitl veya fakilte yonetim kurulu iki
il siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye dontismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmamus ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek
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OZET

Kural Mangit, E., Desminin Cekirdege Tasmmmmn  Potansiyel
Mekanizmalarinin  Arastirllmasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Tibbi Biyoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2024. Yapilan caligmalar
temel olarak sitoplazmada konumlanan ara filament proteinlerinin ¢ekirdege
tasmabildigini ve ¢ekirdek icerisinde de dnemli gorevler Ustlendiklerini géstermistir.
Cekirdek sitoplazma arasi tagmim gekirdek por kompleksi araciligi ile gerceklesir.
Proteinler cekirdek por kompleksinden (zerlerinde bulunan 6zel bir sinyal dizisi
araciligi ile tagmabilecegi gibi (karyoferin bagimli taginim), yapisal degisime ugramak
suretiyle dogrudan ¢ekirdek por kompleksi elemanlariyla etkilesime girerek de gecis
saglayabilirler (karyoferin bagimsiz tasinim). Desmin ¢ogunlukla yapisal goérevler
ustlenen bir ara filament proteinidir. In silico analizler desmin tzerinde gekirdek-
sitoplazma arasinda taginimindan sorumlu olabilecek sinyal dizileri olabilecegini
gostermektedir. Tum ara filament proteinleri gibi desmin de amfifilik 6zellikte bir
proteindir ve cekirdek por kompleksinde konumlanan, tasinimdan sorumlu proteinler
ile de etkilesim halindedir.

Tez ¢alismasinda desminin cekirdek-sitoplazma arast tasinim mekanizmalari
arastirtlmigtir. Desmin Uzerinde bulunan aday sinyal dizilerinin desmin dizisinden
cikarilmasiyla olusturulan mutant ifade vektorleri ile insan ve fare iskelet kasi
hiicrelerine transfeksiyon gergeklestirilmis ve konfokal mikroskop gorintilerinin
analiz edilmesi ile sitoplazmadan ¢ekirdege tagimimdan sorumlu sinyal dizilerinin
islevsel oldugu gosterilmistir. Ardindan karyoferin bagimli tasinim yolag: bir kiiglik
molekil (ivermektin) araciligiyla baskilanarak desminin ¢ekirdek icerisine karyoferin
bagimli olarak tagindigi gosterilmistir. Tasmimuin karyoferin  bagimsiz olarak
gergeklesip gerceklesmediginin anlagilmasi amaciyla ¢ekirdek i¢ine taginim deneyleri
gerceklestirilmis ve desminin sitoplazmadan ¢ekirdege tasinimda karyoferin bagimsiz
yolagi tercih ettigine dair bulgu elde edilememistir. Ancak, desminin amfifilik 6zelligi
dolayisiyla cekirdek por kompleksi gibi hidrofobik ortamlarda yapisal degisim
gecirebildigi ylzey hidrofobiklik tayini deneyleri ile gosterilmistir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda desminin ¢ekirdek ve sitoplazma arasindaki taginim
mekanizmalar1  arastirilmigtir.  Bu  mekanizmalarin  aydinlatilmasi, desminin
cekirdekteki islevlerinin belirlenmesi yaninda, hastaliklarla ilgili yeni tedavi
hedeflerinin gelistirilmesi agisindan da 6nem tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Desmin, iskelet kasi, ¢ekirdek, sitoplazma, tasinim, karyoferin

Bu tez ¢alismasi Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)
ARDEB-1001 (120Z946) ARDEB-1002 (1202351, 2227281) ve Hacettepe
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: THD-2022-19971).
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ABSTRACT

Kural Mangit E., Investigation of Potential Mechanisms for Nuclear Transport
of Desmin. Hacettepe University, Graduate School of Health Sciences, Ph.D.
Thesis in Medical Biology, Ankara, 2024. Studies have shown that cytoskeletal
proteins, which are primarily located at the cytoplasm, can be transported to the
nucleus and play significant roles within the nucleus. The nucleocytoplasmic transport
occurs with different mechanisms through the nuclear pore complex. Proteins can be
transported through the nuclear pore complex via a specific signal sequence on their
surface (karyopherin-dependent transport) or by directly interacting with elements of
the nuclear pore complex through structural changes (karyopherin-independent
transport). Desmin is an intermediate filament protein specific to muscle cells that
mostly have structural functions. In silico analyzes showed that desmin has special
signal sequences that ara necessary for nucleocytoplasmic transport. In addition,
desmin is an amphiphilic protein that interacts with proteins responsible for transport
in the nuclear pore complex.

Within the scope of this thesis, the nucleocytoplasic transport mechanisms of desmin
were investigated. Mutant expression vectors created by removing the potential signal
sequences on desmin were transfected into the human and mouse skeletal muscle cells,
and the signal sequences responsible for nucleocytoplasmic transport were proven to
be functional via confocal imaging. Subsequently, the karyopherin-dependent
transport pathway was inhibited by a small molecule (ivermectin), and it was shown
that desmin can be transported into the nucleus in a karyopherin-dependent manner.
The findings of nuclear import assay did not substantiate a preference for a
karyopherin independent mechanism for the translocation of desmin into the nucleus.
However, hydrophobicity measurements have shown that desmin can undergo
conformational changes in order to adapt hydrophobic environments, such as nuclear
pore complex.

In conclusion, the transport mechanisms of desmin have been investigated.
[lluminating these mechanisms is not only important for elucidating the nuclear
functions of desmin but also for developing novel treatment targets related to diseases.

Key Words: Desmin, skeletal muscle, nucleus, cytoplasm, transport, karyopherin

This study was supported by the Scientific and Technological Research Council of
Turkey (TUBITAK) ARDEB-1001 Scientific and Technological Research Projects
Support Program (Project No: 1202946), the ARDEB-1002 Rapid Support Program
(Project No: 1202351, 2227281), and the Scientific Research Projects Coordination
Unit of Hacettepe University (Project No: THD-2022-19971).



ICINDEKILER
ONAY SAYFASI
YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI BEY ANI
ETIK BEYAN
TESEKKUR
OZET
ABSTRACT
ICINDEKILER
SIMGELER VE KISALTMALAR
SEKILLER
TABLOLAR

1. GIRIS

2. GENEL BILGILER

2.1 Cekirdek por kompleksi

2.2 Cekirdek-sitoplazma arasi1 taginim

2.3 Cekirdek-sitoplazma arasi1 taginimin biyolojik dnemi
2.4 Desmin proteinin iglevi ve yapist

2.5 Tez ¢alismasinin temel aldig1 hipotez ve amaclar1

3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg
3.1.1  Hucre kaltart
3.1.2  Hucre dongist senkronizasyonu ve analizi
3.1.3  Immiinfloresans Boyama ve Gériintiileme
3.1.4  Transfeksiyon
3.1.5  Canlilik testi
3.1.6  Protein izolasyonu ve western blot
3.1.7  Transport baskilanmasi
3.1.8  Cekirdek igerisine taginim deneyleri

3.1.9  Yiizey hidrofobikligi 6l¢iimii

Vi
vii

viii

xii
XVi

XX

10
11
18
20

20
20
21
21
22
22
22
24
24
25



3.2

4.

3.1.10 Molekiler dinamik simiilasyonlari
3.1.11 Antikorlar

Yontem

3.2.1  Hucre kilttru

3.2.2  Hiicre dongsu senkronizasyonu

3.2.3  Immiinfloresan boyama ve gériintiileme

3.24  Farklilasma ve fiizyon oranlarinin hesaplanmasi
3.2.5  Transfeksiyon calismalari

3.2.1  Protein izolasyonu ve western blot

3.2.2  Cekirdek igerisine taginim deneyleri

BULGULAR

25
25

26
26
26
27
27
29
30
32

34

4.1 Desminin Karyoferin Bagimli Mekanizma ile Cekirdek ve Sitoplazma Arasinda

4.2

5.

6.

6.1

6.2

7.

8.

Taginiminin Arastirilmast

4.1.1  Hdcre dongisu senkronizasyonu

4.1.2  Immiinfloresan boyama ile farklilasma ve fiizyon oranlarinin
hesaplanmasi

413  Transfeksiyon caligmalari

4.1.4  Desminin ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda taginiminin incelenmesi
415  (Cekirdek ve sitoplazma arasinda tasinim mekanizmalarinin

baskilanmasi

Desminin karyoferin bagimsiz mekanizma ile taginiminin arastirilmast
4.2.1  Cekirdek igerisine taginim deneyleri

4.2.2  Desminin ylizey hidrofobikliginin arastirilmasi
TARTISMA

SONUC VE ONERILER

Sonuglar

Oneriler

KAYNAKLAR

EKLER

34
34

36
39
46

49

55
55
59

62

72

72

72

74



EK-1: Tez Calismasi Orijinallik Raporu

9. OZGECMIS

Xi



%

°C

A

ANN
APS
ARM
ATP
BCA
BCA
bFGF
BioGRID
Bis-ANS
BSA
cDNA
CPK
CREB
CRM1
DAPI
DES
dH20
DMEM
DMSO

DNA

SIMGELER ve KISALTMALAR

Yizde

Santigrat derece

Angstrom

Artificial neural network

Amonyum persulfat

Armadillo tekrarlari

Adenozin trifosfat

Bicinchoninic Acid Assay

Bicinchoninic acid assay

Basic Fibroblast Growth Factor

The Biological General Repository for Interaction Datasets
4,4'-Dianilino-1,1'-binaphthyl-5,5'-disulfonic acid
S1g1r serum albiimini

Complementary DNA

Creatine Phosphokinase

cyclic AMP-response element binding protein
Chromosomal Maintenance 1

4' 6-Diamidino-2-Phenylindole

Desmin

Distile su

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Dimetil stlfoksit

Deoksiribonikleik asit

Xii


https://tr.wikipedia.org/wiki/Anders_Jonas_%C3%85ngstr%C3%B6m

Xiii

DTT Dithiothreitol

EBV DNase Epstein-Barr viriis DNase

EDTA Ethylenediamine tetraacetic acid

EGTA Ethylene Glycol-Bis(f-Aminoethyl Ether)-N,N,N',N'-Tetraacetic Acid
FBS Fetal bovine serum

FG Fenilalanin-glisin

GAP Guanine activating protein

GDP Guanozin difosfat

GFP Yesil floresan protein

GTP Guanozin trifosfat

HCI Hidroklorik asit

HEAT Huntingtin, Elongation Factor 3, Protein Phosphatase 2A, and TOR1
hEGF Human Epidermal Growth Factor

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazineethanesulfonic Acid

HIV-1 Human immunodeficiency virus 1
HMM Hidden Markov Model
INOS8O INO80 kompleksi ATPase alt Unitesi

INTERFIL The Intermediate Filament Database

LB Lysogeny broth

MARS Matrix attachment regions
MDa Mega dalton

mg miligram

MHC Miyozin agir zincir proteini

mHLH Myogenic helix-loop-helix



mL
mM
MRF4
MYOD
MYOG
NacCl
NAMD
NES
ng

NLS
Nup

p
PANTHER
PBS
PFA
pH
PTM
Ran
RFU
RIPA
RMSD
RNA
RPM
SDS

STAT1

mililitre

Milimolar

Myogenic regulatory factor
Myoblast determination protein 1
Myogenin

Sodyum klortr

Nanoscale Molecular Dynamics
Nuclear export signal
Nanogram

Nuclear localization signal
Nucleoporin

Olasilik

Protein Analysis Through Evolutionary Relationships

Phosphate-Buffered Saline
Paraformaldehit

Hidrojen potansiyeli

Translasyon sonrast modifikasyon
RAs-related Nuclear protein
Bagil floresans birimi
Radio-immunoprecipitation assay buffer
Root-mean-square deviation
Ribonukleik asit

Round per minute

Sodyum dodesil sulfat

Signal transducer and activator of transcription 1

Xiv



TBS-T
TEMED

TRUBA

VMD
Wnt
Mg

pl

pm

Tris-buffered saline with 0.1% Tween 20 detergent
N,N,N',N'-Tetramethyl ethylenediamine

Turk Ulusal Bilim e-Altyapisi

Unite

Volt

Visual Molecular Dynamics

Wingless-related integration site

Mikrogram

Mikrolitre

Mikrometre

XV



Sekil
2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

SEKILLER

XVi

Sayfa

Cekirdek por kompleksi mimarisi. A. Sitoplazmik bolgeden iist bakis
genel gorinim. B. Merkezi kanalin kesit goriintiisii. Lin ve ark.
(25)’tan uyarlanmgtir (25).

Cekirdek-sitoplazma arasi protein tagmimini goésteren sema. A.
Sitoplazmadan ¢ekirdege tasinim. NLS dizisine sahip kargo
proteinler (NLS) importin o (o) ve importin B (B) ile sitoplazmada
bir kompleks olusturur. Kargo c¢ekirdek por kompleksinden
gectikten sonra RanGTP'nin importin B'ya baglanmasi ile kompleks
dagilir ve importin-a, ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinimda gorevli
bir protein araciligiyla sitoplazmaya geri taginirken importin 3
RanGTP’ye Dbaglh olarak tasmir. Sitoplazmada RanGAP,
RanGTP’nin RanGDP’ye doéniismesini saglar ve importin ’nin
serbest kalmastyla a ve § importinler yeni bir kargo dongiisiine hazir
olur. B. Cekirdekten sitoplazmaya tasinim. Cekirdek iginde
exportin’e RanGTP baglanir ve ardindan exportin-RanGTP
kompleksi NES dizisi tasiyan kargo proteine (NES) baglanir.
Kompleks cekirdek pro kompleksinden gectikten sonra RanGAP,
RanGTP’nin RanGDP’ye doniismesini saglar ve kompleks dagilir.

Desmin yapilanmasinin sematik goriintiisii. Desmin dort segmentten
olusan (1A, 1B, 2A ve 2B) merkezi bir rod domaini ile amino ve
karboksil u¢larindan olusur. Bu domainlerin arasinda 3 adet baglayici
(linker) domain (L1, L12 ve L2) bulunur. 2 monomer paralel bir
sekilde bir araya gelerek dimer yapisini ve iki dimer antiparalel
sekilde bir araya gelerek tetramer yapisini olusturur (Tang’dan
uyarlanmistir (2008) (85)).

Desminin baglanma partnerlerinin proteomik analizi. A. EnrichR’de
desminin  ¢ekirdekteki  baglanma  partnerlerinin  hiicresel
lokalizasyonunu temsil eden ontoloji analizi. X ekseni (¢ubugun
uzunlugu) ontoloji analizinde 6ne ¢ikan terimlerin énemini temsil
etmektedir. Daha acik kirmizi tonlar1 daha anlamli sonuglar1 gosterir.
En iistten baslayarak p degerleri sirasiyla: 7,8 7E-04; 3.50E-03; 4.89E-
03; 6.28E-03; 7.67E-03; 1.25E-02; 1.39E-02; 1.39E-02; 1.53E-02;
1.60E-02. B. Desmin ve nuplarin iligkisi. Kirmiz1 kesikli ¢izgiler
tarafimizca tanimlanan etkilesimleri gostermektedir (17,101).

Cevrimigi veri tabanlari kullanilarak tespit edilen NLS ve NES dizileri.
A. cNLS Mapper veri tabaninda insan desmin dizisi kullanilarak
yapilan taramada tespit edilen NLS dizileri. Desmin i¢in a-sarmal rod
domaininde 3 skorunu asan olas1 bir sinyal dizisi oldugu goriilmiistiir.
Ayni zamanda amino terminalinde esik degerin hemen altinda (2.9)
potansiyel bir sinyal daha bulunmaktadir B. NetNES 1.1 veri
tabaninda desmin i¢in olas1 NES.

7

12

15

17



2.6.

4.1.

4.2.

4.3.

44.

4.5.

4.6

Expasy- ProtScale’de desmin icin olusturulan Abraham & Leo
hidrofobiklik 6l¢egi (114—116). 0’1 lizerinde skora sahip bolgeler
hidrofobik olarak degerlendirilmektedir. Desminin 109-412. amino
asitler arasma tekabiil eden a-sarmal rod domaini kirmizi dikey
cubuklar ile simirlandirilmistir.

Hiicre dongiisii senkronizasyonu sonrasi hiicreler. A. Senkronizasyon
yapilmayan hiicrelerin ve senkronizasyonu yapilan hiicrelerin farkli
yogunluklarda, 151k mikroskobu gériintiileri. Ustte insan iskelet kas1
hiicreleri, asagida fare iskelet kas1 hiicreleri. Olgek: 1 cm. B. Akim
sitometrisi sonuglari. Ustte senkronizasyonu yapilan hiicrelere, altta
kontrol hiicrelere ait histogramlar goriinmektedir. Histogramlar
hiicrelerin basarili bir sekilde senkronize oldugunu gostermektedir.

Farklilag sonras1t TO033 hiicreleri. A. Farklilagma ve fiizyon oranlarini
gosteren histogramlar. Farklilasma besi yeri eklendikten sonra fiizyon
ve farklilagsma orami diizenli bir artis gostermektedir. B. Farklilagma
besi yeri eklendikten sonraki 24, 28, 32 ve 48. saatlerde MHC
boyamasi. Fotografin sol alt kosesinde yer alan rakamlar farklilagma
besi yeri eklendikten sonra gecen siireyi saat olarak ifade etmektedir.
Olgek 10 uM.

eGFP etikenin desminin amino ve karboksi uc¢larinda yer aldig:
tasarimlar kullanilarak yapilan transfeksiyon calismasina ait
goruntiler. Hicreler transfeksiyondan sonra 72 saat boyunca takip
edilmistir. Fotograflar 10X objektif kullanilarak ¢ekilmistir. S: Saat,
DES-eGFP: eGFP etiketinin desminin karboksi ucunda yer aldigi
tasarim, eGFP-DES: eGFP etiketinin desminin amino ucunda yer
aldig1 tasarim.

Transfeksiyon sonras1 desmin proteininin ifadesi. Ustte des antikoru
isaretlenen membran. Altta, yiikleme kontrolii olarak membranin
ponceau S boyamasi. %60: Ekim sonrast %60 yogunlukta olup
transfeksiyon yapilmayan hiicrelerden toplanan protein lizati; %90:
Ekim sonrast %90 yogunlukta olup transfeksiyon yapilmayan
hiicrelerden toplanan protein lizati; D 24: eGFP isaretli desmin
kodlayan vektor ile transfeksiyonu yapilan hiicrelerden transfeksiyon
sonrasi 24 saatte toplanan protein lizati. D_48: eGFP isaretli desmin
kodlayan vektdr ile transfeksiyonu yapilan hiicrelerden transfeksiyon
sonrasi 48 saatte toplanan protein lizati. G_24: yalnizca eGFP ifade
eden vektor ile transfeksiyonu yapilan hiicrelerden transfeksiyon
sonras1 24 saatte toplanan protein lizati. G_48: yalnizca eGFP ifade
eden vektor ile transfeksiyonu yapilan hiicrelerden transfeksiyon
sonrasi 48 saatte toplanan protein lizati.

Insan (A) ve fare (B) iskelet kas1 hiicrelerinde desminin cekirdekte
konumlanmasin1 gosteren fotograflar. Desmin, c¢ekirdekte erken
farklilasma  doneminde  goOriilmiistir.  Goriintiiler  konfokal
mikroskopta, 63X objektif kullanilarak ¢ekilmistir. Olgek 10 uM

NLS ve NES dizileri ¢ikarilmig mutant desmin dizileri ile yabanil tip
desmin dizisi ile transfeksiyon yapilan hiicrelere ait konfokal
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4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

goruntiisti. A. Insan miyoblast hiicreleri. B. Fare miyoblast hiicreleri.
Yabanil tip hiicrelerde desmin yogun sekilde DAPI sinirlart icin
konumlanirken, mutant dizilerin ¢ok az ya da hi¢ konumlanmadig:
gozlenmektedir. NLS 2.9 ve NLS 3.2 sirastyla skorlar1 2.9 ve 3.2 olan
NLS’leri dizileri ifade etmektedir.

NLS ve NES dizileri ¢ikarilmig mutant desmin dizileri ile yabanil tip
desmin dizisi ile transfeksiyon yapilan hiicrelerde es lokalizasyon
degerlendirilmesi. A. Insan iskelet kas1 hiicre hatti. B. Fare iskelet
kas1 hiicre hatti. Yabanil tip ve mutant diziler ile transfeksiyonun
gerceklestirildigi hiicrelerin Pearson degerlerinin karsilastirilmast
icin Mann-Whitney U testi kullanilmistir. (*: p<0.05; **: p<0.01; ***:
p<0,001)

Insan miyoblast hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda ivermektin
uygulamasi sonras1 E2F (yesil) ve DAPI (mavi) boyamasi.

Ivermektin uygulamasi sonras1 es lokalizasyon analizi sonuglarini
gosteren grafikler. A. insan iskelet kasi hiicre hattinda uygulama
sonrast  Pearson  degerlerinin  karsilagtirilmast  (nkontroi=89;
Nivermektin=93) B. Fare iskelet kasi hiicre hattinda uygulama sonrasi
Pearson degerlerinin karsilastirilmast (nkontroi=61; Nivermektin=64).
(Kontrol: ivermektin uygulamasi yapilmayan hiicreler) C. Insan
iskelet kasi hiicrelerinde ivermektin uygulanan ve uygulanmayan
hlcrelerin gorintlsu. D. Fare iskelet kasi hiicrelerinde ivermektin
uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerin goriintiisii. Istatistiki olarak
anlamliligin ~ karsilastirilmas:  i¢gin -~ Mann-Whitney U testi
kullanilmistir. (**: p<0.01; ***: p<0,001). Olgek: 5 uM.

Digitonin ile permeabilizasyonu yapilan (Digitonin +) ve yapilmayan
(Digitonin -) hiicrelerde emerin boyamasi.

Cekirdek icerisine tasinim deneyleri. Solda rekombinant desmin ve
dekstran uygulamasi yapilan hiicrelere ait kesitler, sagda desmin ve
dekstran igin es yerlesim analizi sonuglari. A. Insan iskelet kasi
hicreleri (T0033) (Ndesmin=60; Ndekstran=53), B. Fare iskelet kasi
hticreleri (C2C12), (Ndesmin=57; Ndekstran=65), C. Insan servikal kanser
hiicre hatt1 (HeLa), (ndesmin=53; Ndekstran=41). Karsilagtirmada Mann-
Whitney U testi kullanilmistir. Yesil: desmin veya dekstran, Mavi:
DAPI ile ¢ekirdek boyamasi.

Hidrofobik ortamda desminin yapisal degisimi. A. %0 ve %55 etanol
varliginda desmin ve BSA i¢in floresan sinyal yogunluklar1 (RFU*).
Ug farkl1 8l¢iimiin degerleri ortalama + sd olarak temsil edilmistir. B.
Desmin sarmallarinin sarmal tekerlek gosterimleri* (RFU: Bagil
floresans birimi). Hidrofobik amino asitler sar1 renkle gosterilmistir.
Gri, kirmiz1 ve mavi sirasiyla polar, asidik ve bazik amino asitleri
temsil etmektedir.

Desminin fizyolojik kosullarda ve artan alkol konsantrasyonlarinda
RMSD degerleri.
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5.1.

Desmin iizerinde NLS'lerin, NES'in ve PTM'lerin konumlanmasi.
Desmin 470 amino asitten olusur ve a-sarmal rod domaini ile amino
ve karboksil uglar1 olmak {izere ii¢ bolgeden olusur. a-sarmal rod
domaini sarmal 1A, sarmal 1B, sarmal 2A ve sarmal 2B ile sarmallar
arast baglayict bolgelerden (L1, L12, L2) olusur. Alt simge
numaralar1 amino ucu, a-sarmal rod domaini ve karboksil uglarinin
hangi amino asitte baslayip bittigini gdstermektedir. Sekilde acik gri
ucgenler NLS'lerin, mavi (cgen ise NES'in desmin proteini
iizerindeki lokalizasyonunu gdstermektedir. Asagiya uzanan gri
cizgiler fosforilasyonu, mavi cizgiler asetilasyonu ve yesil ¢izgiler
ubikltinlenme  bdlgelerini  gostermektedir.  PTM  verileri
PhosphoSitePlus veri tabanindan elde edilmistir (157). A: Alanin; E:
Glutamat; G: Glisin; K: Lizin; L: Losin; P: Prolin; R: Arjinin; S:
Serin; T:treonin; Y: Tirozin. Kural-Mangit ve ark. (158)’dan
uyarlanmistir.
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1. GIRIiS

Yaygin olarak sitoplazmada konumlanan ara filament proteinlerinin (1)
cekirdek icerisinde de konumlanabilecekleri ve burada ©onemli gorevler
ustlenebilecekleri pek ¢ok farkli ¢alismada gosterilmistir (1,2).

Arafilament proteinleri sitoplazmada, ¢evreden gelen sinyallerin algilanmasini
ve iletilmesini saglayan bir sensor gorevi goriirken, bu proteinlerin ¢ekirdek ve
sitoplazma aras1 dinamik tagimnimlarinin hiicresel yanitlarin basarili bir sekilde
diizenlenmesinde 6nemli oldugu diistiniilmektedir. Hiicrede devamli olarak ¢ekirdekte
bulunan proteinlerin aksine, ¢ekirdek ve sitoplazma arasi tasian sinyal molekiillerinin
hlcresel yerlesimleri gelen sinyale gore siirekli degismek zorundadir. Bu nedenle, bu
biyomolekdllerin yerlesimleri sik1 denetim altinda olmalidir. Cekirdek ve sitoplazma
arasinda gidip gelen proteinlerin hucresel dagiliminin dengesi, bu proteinlerin
cekirdek icerisine ve cekirdekten sitoplazmaya tagimimui ile iligkili proteinler ile
etkilesimde olup olmamasi gibi faktorler tarafindan etkilenir. Hicresel dagilim
dengesinin degismesiyle ¢ekirdek-sitoplazma arasinda tasinan protein ¢ekirdek icinde
birikebilir ya da cekirdek icerisinde hi¢ bulunmayabilir ki bu durum proteinin

cekirdekteki iglevinin artmasina ya da baskilanmasina sebebiyet verebilir (2).

Cekirdek-sitoplazma arasinda protein tasinimi i¢in birden fazla yol olmakla
beraber, en iyi tanimlanan karyoferin bagimli tasinimdir. Karyoferin bagimli tasinimda
kargo proteinler, karyoferinler tarafindan taninan 6zel bir sinyal dizisi aracilig1 ile
(nuclear localization signal, NLS ve nuclear export signal, NES) ¢ekirdege ya da
sitoplazmaya taginir.

Son yillarda gekirdek-sitoplazma arasi tasinimda 6ne ¢ikan mekanizmalardan
bir digeri de karyoferin bagimsiz tasimimdir. Karyoferin bagimsiz tasimnimda proteinler,
herhangi bir araciya ihtiya¢ duymadan, tipki karyoferinler gibi, dogrudan gekirdek por
kompleksi ile etkilesime girer ve yuzey hidrofobikligini degistirerek cekirdek-
sitoplazma arasinda taginirlar (3-6).

Kas hucrelerine 6zgul bir ara filament proteini olan desmin iskelet kasinda Z-
disklerde yerlesim gosterir ve baglantili oldugu diger ara filament proteinleri ile ag
yapist olusturarak miyofibrillerin ¢ekirdege, mitokondriye ve sarkolemmaya

baglantisin1 saglayarak hiicrenin kasilip gevsemesi esnasinda hiicresel biitiinligin



korunmasini1 saglar ve gii¢ aktarimimni kolaylastirir (7,8). Desminin sitoplazmik
gorevlerine ek olarak ¢ekirdek icerisinde de gorev aldigini gdsteren bulgular mevcuttur
(9-16). Desminin gekirdekte gorev alabilecegini ve konumlanabilecegini gosteren
literatiir verileri olsa da desmin icgin heniiz ¢ekirdek-sitoplazma arasinda bir tagmim
yolagi tanimlanmamustir.

In silico analizlere gore desmin, iki farkli NLS ve bir NES dizisi tasimaktadir.
Bu dizilerin islevsel olmasi, desminin gekirdek sitoplazma arasinda karyoferin bagimli
olarak tasinabilecegini gosterir.

Desminin ¢ekirdek-sitoplazma arasi taginimin kontroliinii saglayan ¢ekirdek por
kompleksi elemanlarindan nup88, nupl53 ve nup2l4 ile etkilesimde oldugu
gosterilmistir (17,18) ve amfifilik Ozellikte bir rod domainine sahiptir. Amfifilik
ozellikteki proteinler ortam hidrofobisitesi arttiginda, yapisal degisim gegirerek degisen
hidrofobik kosullara uyum saglayabilirler. Desmin ¢ekirdek-sitoplazma arasinda
tasinmak i¢in dogrudan cekirdek por kompleksi elemanlar: ile etkilesime girerek,
yapisal degisim (conformational change) gegirerek yiizey hidrofobikligini arttirir ve
cekirdek-sitoplazma arasinda tasmabilir.

Tim bu bilgiler 1s518inda bu tez ¢alismasinin amaci desminin ¢ekirdek-
sitoplazma aras1 tasinim mekanizmalarimin aydinlatilmasidir. Bu baglamda tez
calismalar1 kapsaminda NLS ve NES dizileri desmin dizisinden ¢ikarilarak olusturulan
mutant desmin dizilerinin taginim Oriintlileri incelenmis ve desmin iizerindeki NLS
dizilerinin islevsel oldugu ve desminin sitoplazmadan ¢ekirdege karyoferin bagimli bir
mekanizma ile tagindig1 gosterilmistir. Desminin ¢ekirdek-sitoplazma arasinda taginim
icin yapisal degisim gecirip gecirmediginin incelenmesi i¢in desmin proteini
davranislar1 yiiksek ve diisiik hidrofobisite kosullarinda incelenmis ve desminin yapisal
degisimler gecirebilecegi gosterilmistir. Bu yapisal degisimlerin sitoplazmadan
cekirdege degil, ¢ekirdekten sitoplazmaya taginim ile iliskili olduguna isaret eden en
onemli veri desminin ¢ekirdekten-sitoplazmaya karyoferin bagimsiz tasinimda gérev
aldig1 bilinen ¢ekirdek por kompleksi elemanlariyla olan etkilesimidir (17,18).

Sonug olarak tez kapsaminda desminin sitoplazmadan cekirdege karyoferin

bagimli mekanizmayla, tagindig1 gosterilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Cekirdek por kompleksi

Cekirdek por kompleksi ¢ekirdek zarfinda konumlanan ve ¢ekirdek-sitoplazma
arasinda buyuk molekillerin taginimini kontrol eden blyk bir protein kompleksidir.
Cekirdek-sitoplazma arasinda tasinim hiicre dongiisii ve gen ifadesi kontrolii gibi
onemli gorevlerin idame ettirilmesinde Onem tagimaktadir (19,20). Cekirdek-
sitoplazma arasi tagmimin yani sira gekirdek por kompleksinin DNA tamiri, gen
ifadesi, yaslanma ve apoptoz gibi hiicresel olaylarda da gorev aldigi belirtilmistir (21).
Yaslanma, kanser, otoimmiin hastaliklar ve viral enfeksiyonlarda c¢ekirdek por
kompleksi elemanlarinda goriilen islevsel bozukluklar da, ¢ekirdek por kompleksinin

hiicre sagkalimi i¢in 6nemini vurgulamaktadir (22,23).

Insanlarda, cekirdek por kompleksi niikleoporin (nup) adi verilen, evrimsel
olarak korunmus yaklasik 1000 adet protein alt tinitesinden olusmaktadir (24). Tim
nuplarin bir arada oldugu bir gekirdek por kompleksi yaklasik 110 MDa boyutuyla en
biiyiik molekiiler olusumlardan biridir (24). Cekirdek por kompleksinin dis ¢ap1
yaklasik 1200 A, i¢ cap1 425 A ve yiiksekligi ise 800 A’dur (25,26) (Sekil 2.1).

Cekirdek por kompleksi dort temel yapisal kisimdan olugmakla beraber bu
yapilar literatiirde farkli isimlerle anilmaktadir. Gu ve ark. (27) bu yapisal kisimlari
merkezi destek bdlgesi (core scaffold), ¢ekirdek kisminda yer alan sepet yapisi
(nuclear basket), ¢ekirdek zarfi halkasi (membrane ring) ve segici gegirgen bariyer
(selective barrier) olarak adlandirirken (27), Beck ve ark. (28) por i¢ halkas1 (inner
pore ring), cekirdek ve sitoplazmik halkalar (nuclear and cytoplasmic rings), ¢ekirdek
kisminda yer alan sepet yapisi ve sitoplazmik filamentler (cytoplasmic filaments)
olarak tanimlamaktadir (28). Yapilarin adlandirilmasi farkli olsa da atfedilen islevler

arasinda bir farklilik bulunmamaktadir.
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Sekil 2.1. Cekirdek por kompleksi mimarisi. A. Sitoplazmik bolgeden iist bakis genel
gorinim. B. Merkezi kanalin kesit gorlntiisii. Lin ve ark. (25)’tan
uyarlanmistir (25).

Merkezi destek bolgesi i¢ ve dis halka komplekslerini (inner and outer ring
coplexes) icermektedir. i¢ halka kompleksi gekirdek por kompleksinin orta kisminda
yer alir ve biiyiik yapisal nuplardan olusur. Dis halka kompleksi Y-sekilli, tiirler arasi
korunmus Nup107/160 kompleksinden olusur ve i¢ halka kompleksini gevreler (27).
Cekirdek kisminda yer alan sepet yapisi merkezi destek bolgesinden cekirdek icine

dogru uzanan sekiz adet filamentten olusur. Cekirdek zarfi halkasi, bazilar1 merkezi



destek bolgesi ile etkilesim halinde olan, membrani boylu boyunca gegen
(transmembrane) nuplardan olusmaktadir. Segici gegirgen bariyeri olusturan nuplar
fenilalanin-glisin (FG) amino asitlerince zengin proteinlerdir ve bu sebeple FG nuplar
olarak adlandirilirlar. FG nuplar, ¢ekirdek por kompleksinin merkezi kisminda yer alir
ve dinamik bir bariyer olusturarak taginimin segici gecirgenligini saglar. FG nuplarin
yapisal esnekligi ve c¢oklu baglanma boélgesine sahip olmalari, tasinimdan sorumlu
proteinlerle etkilesimlerini kolaylagtirir ve cekirdek-sitoplazma arasi taginimin

diizenlenmesini saglar (29-32).

2.2 Cekirdek-sitoplazma arasi tasimim

Cekirdek por kompleksinden taginim farkli sekillerde gergeklesmektedir. 45
kDa’dan daha kiigiik molekiiller cekirdek por kompleksinden pasif tasimayla
gecebilmektedir (33). 45 kDa’dan daha biiyiik proteinlerin ¢ekirdek-sitoplazma arasi
tasimimi, kargo proteinler Uzerindeki c¢ekirdek lokalizasyon sinyali (NLS) ve
cekirdekten ¢ikis sinyalinin (NES) karyoferin ailesi tasiyici proteinler tarafindan
taninmasi ile gerceklesir (34). Bu tip tasinim karyoferin bagimli taginim olarak da
adlandirilmaktadir.

Karyoferin ailesi iki alt gruptan olusmaktadir: karyoferin o ailesi ve karyoferin
B ailesi (34). Karyoferin ailesi proteinler, genetik programlamada ve hiicre
adaptasyonunda rol oynayan temel proteinlerin c¢ekirdek-sitoplazma arasinda
taginimindan sorumludur (35-38). Karyoferinler bir yandan kargo proteinleri tasirken,
diger yandan FG nuplarla etkilesime girerek ¢ekirdek-sitoplazma arasindaki trafigin

devamliligini saglarlar.

B-karyoferin ailesi Uyelerinden ve ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinimda gorevli
CRM1, ardisik HEAT tekrarlarindan olusmaktadir (39). HEAT tekrarlari bir tarafi
hidrofobik, diger tarafi hidrofilik amino asitlerce zengin iki amfifilik o-sarmal
olusturan yaklasik 30-40 amino asitten olusan motiflerdir (29). HEAT tekrarlar
cekirdek-sitoplazma arasi taginimda olduk¢a Onemlidir. B-importin tasidigi kargo
proteinle beraber cekirdek por kompleksinden gecerken, bir yandan FG nuplarla
etkilesime girer, diger yandan kargo proteini tasir. HEAT tekrarlar1 proteine
dinamiklik ve esneklik saglayarak bu zorlu gorevin gergeklestirilmesini saglar (39).

Karyoferin ailesi tastyict proteinler yapisal degisimlere (conformational change) ek



olarak, bulunduklar1 ortam kosullarina bagl sekilde artan hidrofobisiteyle uyumlu
olarak hidrofobik yiizeylerini agiga ¢ikardiklar1 bi¢imsel degiskenlige (structural
fluctuation) de giderler (40). Bu esneklik sitoplazma ve cekirdek por kompleksinin
degisken kosullarina adaptasyonu kolaylastirabilir.

Karyoferin ailesi Uyelerinden importin-o ise armadillo (ARM) tekrarlari
tasimaktadir (41). ARM tekrarlar1 da tipki1 HEAT tekrarlar gibi ¢ok sayida hidrofobik
rezidilye sahiptir ve importin-a tizerinde c¢ekirdek por kompleksinden gegisi
kolaylastiracak bir alan olugmasini saglar.

Cekirdek igerisine tasinim esnasinda bir por kompleksinden 1 dakika icinde
yaklagik 100-1000 protein gecer (42). Klasik bir NLS tasiyan kargo proteinler
karyoferin ailesi Uyelerinden importin-a/importin-p  heterodimer kompleksi
araciligiyla ¢ekirdek igerisine tasinir. Cekirdek icinde RanGTP, importin-f'ya
baglanarak kompleksin dagilmasini saglar ve kargo serbest kalir. RanGTP ile
kompleks olusturan importin-p, sitoplazmaya geri donerken, importin-a ise
cekirdekten sitoplazmaya tasinimda gorevli yardimci proteinler ile kompleks
olusturarak sitoplazmaya tasmnir (30,43-45) (Sekil 2.2). Cekirdekten sitoplazmaya
tasinimda ise exportin ailesi proteinler, kargo protein (izerinde yer alan NES dizisini
tanir ve RanGTP ile bir kompleks olusturarak sitoplazmaya taginirlar (Bkz. Sekil 2.2).
Sitoplazmada RanGTP’nin RanGDP’ye donistiiriilmesiyle kompleks dagilir.
Karyoferin bagimli tasinim olarak bilinen bu mekanizmada taginimin yonii hiicredeki
Ran gradiyentine baglidir. RanGDP sitoplazmada yogun olarak bulunurken RanGTP
cekirdekte daha yogun olarak bulunmaktadir.
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Sekil 2.2 Cekirdek-sitoplazma arasi protein taginimini gosteren sema. A.
Sitoplazmadan ¢ekirdege taginim. NLS dizisine sahip kargo proteinler
(NLS) importin a (o) ve importin  (B) ile sitoplazmada bir kompleks
olusturur. Kargo c¢ekirdek por kompleksinden gectikten sonra
RanGTP'nin importin B'ya baglanmasi ile kompleks dagilir ve importin-
a, ¢ekirdekten sitoplazmaya taginimda gorevli bir protein araciligiyla
sitoplazmaya geri tasiirken importin § RanGTP’ye bagl olarak tasinir.
Sitoplazmada RanGAP, RanGTP’nin RanGDP’ye doniismesini saglar ve
importin B’nin serbest kalmasiyla a ve B importinler yeni bir kargo
dongiisiine hazir olur. B. Cekirdekten sitoplazmaya tasmim. Cekirdek
icinde exportin’e RanGTP baglanir ve ardindan exportin-RanGTP
kompleksi NES dizisi tagiyan kargo proteine (NES) baglanir. Kompleks
cekirdek pro kompleksinden gectikten sonra RanGAP, RanGTP’nin
RanGDP’ye doniismesini saglar ve kompleks dagilir.

Cekirdek lokalizasyon sinyali (NLS) ve ¢ekirdekten ¢ikis sinyali (NES)
Endoplazmik retikulum ya da mitokondride yerlesim gosteren proteinlerin
hedef organele varinca kesilip atilan sinyal dizilerinin aksine NLS ve NES dizileri,

protein ¢ekirdege tagindiktan sonra kesilip atilmaz ve proteinin herhangi bir yerinde



konumlanabilir (46). Bu durum c¢ekirdek-sitoplazma arasi taginimin birden fazla defa
gergeklestiginin gostergesidir (46).

En iyi tanimlanan NLS’ler, klasik NLS’lerdir. Klasik NLS'ler, importin-a
tarafindan taninabilen tek parcali (monopartite) veya iki parcali (bipartite) diziye
sahiplerdir (47). Tek pargali sinyal dizileri 4-8 bazik amino asitten olusur ve 4 ya da
daha cok pozisyonda arjinin (R) veya lizin (K) amino asitlerinden birine sahiptir.
Karakteristik NLS motifi K(K/R)X(K/R) olarak tanimlanmaktadir ve sinyal dizisinde
‘X’ bu pozisyonda herhangi bir amino asitin konumlanabilecegi anlamina gelmektedir
(48). Tek parcali NLS ilk defa mutant simian virusi 40 (SV40) Uzerinde
tammlanmistir ve yedi amino asitten olusmaktadir (PKKKRKYV) (49). iki parcal
sinyal dizileri ise 9-12 amino asitlik bir baglayici bolge ile birbirinden ayrilan 2-3 adet
pozitif yliklii amino asitten olusan iki farkli grup olarak karakterize olmaktadir ve ¢ok
sayida proline (P) rezidiisii mevcuttur (47). Karakteristik motifi R/K(X)10-12KRXK
seklinde gosterilmektedir (48).

Ancak, literatiirde klasik bir NLS tasimayan (50) ya da alternatif ucbirlestirme
ile (alternative splicing) ile gen dizisinde var olan NLS dizilerini kodlamayan
proteinlerin de (51) ¢ekirdek icerisine taginabildigine dair 6rnekler mevcuttur. Prolin-
tirozin NLS (PY-NLS), klasik olmayan NLS’ler arasinda en ¢ok ¢aligilanlardan biridir.
PY-NLS, amino ucunda hidrofobik ya da bazik amino asitler tagiyan, karboksi ucunda
ise R/K/H(X)2- sPY motifine sahip, 20 ile 30 amino asit dizisinden olusan diizensiz
yapiya sahip bir dizidir (52). Literatiirde bahsi gecen bir diger klasik olmayan NLS,
dimerizasyon sonrasi her bir alt {initenin katkisi ile klasik bir NLS olusturan STAT1
proteinine aittir (53,54). STAT1’in klasik bir NLS dizisi yoktur. Protein-protein
etkilesimleri ile ikizlesme sonrasi her bir alt linitenin bazik amino asitleri bir araya
gelerek, ¢ekirdek icerisine tasinimdan sorumlu proteinler tarafindan taninabilen bir
NLS dizisi olusturur (53). Bir diger klasik olmayan NLS, kriptik NLS’dir. Kriptik NLS
tastyan proteinler ¢ekirdek igerisine tasinimdan sorumlu proteinlere 6zel bir sinyal
aktivasyonu olmadan baglanamazlar. Sinyal aktivasyonu ile birlikte, kriptik NLS
tasinimdan sorumlu proteinler tarafindan tanmacak sekilde teshir edilir ve protein
tasimimi gergeklesir (55). Son olarak, bazi proteinler birden fazla NLS ya da ¢oklu
NLS tasimaktadir. Ancak bir molekiiliin neden birden fazla NLS dizisine sahip oldugu

belirsizligini korumaktadir. Literatiirde ¢oklu NLS’nin ¢ekirdege tasinim etkinligini



arttirmaya yonelik olduguna dair ¢alismalar mevcut olmakla beraber (56,57) farkli
calismalarda farkli NLS dizilerinin degisik hiicre tiplerinde, farkli sekilde ifade edilen
sitozolik reseptorler tarafindan tanman baglanma oOzellikleri sergileyebilecegini
belirtmektedir (58).

NES’ler kargo proteinlerin ¢ekirdekten sitoplazmaya tasmimi igin gerekli
sinyal dizileridir. ilk olarak HIV-1 Rev ve cyclical AMP-dependent protein kinase
inhibitor (PKIa) proteinlerinde tanimlanmistir (59,60). Ik tanimlanan sinyal dizileri
16sin agisindan zengin oldugu icin bu diziler 16since zengin sinyaller olarak da
bilinmektedir. Yillar igerisinde yapilan ¢aligmalarda 200°den fazla proteinde NES
dizisi tanimlanmistir ve bu proteinlerin ¢ogu, 16sin agisindan zengin dizilere sahip
olmamakla beraber genellikle hidrofobik bir oriintliye sahiptirler. NES dizileri 8-15
amino asit icermektedir ve c¢ogunlugu klasik 6runti modeline (pattern) uyum
saglamazlar. NES dizileri i¢in klasik ortintii modeli: ®1-X2,3-02-X2,3-03-X-®4 tiir
ve ‘@’ ile gosterilen pozisyonda 16sin, valin, izoldsin, fenilalenin veya metiyonin gibi
polar olmayan bir amino asit bulunurken, <X’ ile temsil edilen pozisyonda herhangi
bir amino asit bulunabilir (61-65). NES dizileri direkt olarak ¢ekirdekten sitoplazmaya
tasinimda sorumlu karyoferin olan CRM1’e (exportin 1 olarak da bilinir) baglanir (66—
71).

Ancak, karyoferin bagimli tasinim ¢ekirdekte bulunan tiim proteinlerin ¢ekirdege
nasil tagindiklarinin agiklanabilmesi i¢in yeterli degildir. Biyoinformatik analizler bira
mayasinda (Saccharomyces cerevisiae) yalnizca ¢ekirdekte yerlesim gosteren yaklasik
1500 proteinden yalnizca %57 sinin klasik bir NLS’ye sahip oldugunu gostermektedir
(53). Ozgiil olarak cekirdekte yerlesen proteinlerin yani sira, sitoplazmik proteinlerin
de cekirdek ve sitoplazma arasinda gidip geldigi gosterilmistir. Ilging bicimde hiicre
iskeleti proteinlerinin gekirdekte gorev yaptigina dair pek ¢ok kanit bulunmaktadir (2).
Ornegin actinin-4, INO80 kromatin diizenleyici kompleks (chromatin remodelling
complex) ile etkilesime girmekte ve gen ifadesinin diizenlenmesinde gorev almaktadir
(3). RB-catenin bir fokal adezyon bileseni olmasina ragmen Wingless-related
integration site (Wnt) yolaginin diizenlenmesinde gérev almaktadir (72). Bahsi gegen
proteinlerin ortak noktasi, tipki karyoferin ailesi yelerinde bulunan HEAT ve ARM
tekrarlar1 gibi amfifilik 6zellikte bir tekrar dizisi tasiyor olmalaridir. Normalde

cekirdek igerisinde bulunmayan, molekiiler agirligi1 yaklasik 69 kDa olan sigir serum
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albiimini (BSA, bovine serum albumin) yapisinda hidrofobik bir amino asit tagtyacak
sekilde kimyasal olarak degistirildiginde molekiiler yiizey hidrofobikligindeki artigin,
BSA’nin c¢ekirdek por kompleksinin secici gegirgen bariyerinden geg¢mesini
saglayabilecegi gosterilmistir (73). Farkli bir ¢alismada actinin-4, 3-catenin, ve BI-
spectrin proteinlerinin amfifilik Ozellikleri sayesinde hidrofobik ortamda bolgesel
olarak yapisal degisime ugrayip yiizey hidrofobikliklerini arttirarak cekirdek por
kompleksinden karyoferin bagimsiz bir sekilde tasmabildigi gosterilmistir (4).
Yukarida bahsi gegen 6rneklerde gorildiigii tizere, amfifilik 6zellige sahip proteinler
cekirdek-sitoplazma arasinda karyoferin’lere ihtiya¢ duyulmaksizin taginabilir. Bu tip

tasimim karyoferin bagimsiz tasinim olarak adlandirilmaktadir.

2.3 Cekirdek-sitoplazma arasi tasimmmn biyolojik 6nemi

Hiicrede devamli olarak ¢ekirdekte bulunan proteinlerin aksine, ¢ekirdek ve
sitoplazma arasi tasinan sinyal molekiillerinin hiicre i¢i dagilimlar1 gelen sinyale gore
stirekli degismek zorundadir. Bu nedenle, bu biyomolekiillerin yerlesimleri siki
denetim altinda olmalidir. Cekirdek ve sitoplazma arasinda gidip gelen proteinlerin
hiicre ici dagilimlarmin dengesi, bu proteinlerin g¢ekirdek igerisine ve g¢ekirdekten
sitoplazmaya taginimu ile iligkili proteinler ile etkilesimde olup olmamasi gibi faktorler
tarafindan etkilenir. Niikleositoplazmik dagilim dengesinin degismesiyle tasinan
protein c¢ekirdek icinde birikebilir ya da ¢ekirdek igerisinde hi¢ bulunmayabilir ki bu
durum proteinin g¢ekirdekteki islevinin artmasina ya da baskilanmasma sebebiyet
verebilir (2). Cekirdek-sitoplazma arasinda tasmimmin gen ifadesini nasil
diizenlediginin anlasilmasi kas biiylimesi ve idamesinin nasil oldugunun anlasilmasina
yardimci olabilir.

Her dokuda oldugu gibi kasta da proteinlerin hiicre i¢ci konumlanmalari
onemlidir zira konumlanmadaki sorunlar kas islevlerinin normal sekilde devam
ettirilmesini engeller. Kas islevinin saglikli sekilde devam edebilmesi transkripsiyon
faktorleri gibi cekirdek-sitoplazma arasi tasinan proteinler tarafindan kontrol edilen
gen ifadesinin mekansal ve zamansal kontroliiyle iliskilidir. Iskelet kas1 hiicreleri gok
cekirdeklidir ve ayni hiicre igindeki farkli cekirdeklerin gen ifade aktiviteleri ve
protein dagilimlarinin birbirinden farkli oldugu bilinmektedir. Ancak ortak bir

sitoplazma paylasan bu ¢ekirdeklerin gen ifade aktivitesi ve protein dagilimlar
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arasindaki farkliliklarin sebebi bilinmemektedir (74). Bu farkliliklarin agiklanmasi i¢in
one surllen teorilerden bir tanesi ¢ekirdek-sitoplazma arasi tasinimin kontroliidiir (74).
Nitekim Cutler ve ark. (74) tarafindan yapilan ¢aligmalar bir iskelet kas1 hiicresinde
farkli pozisyonlarda bulunan ¢ekirdeklerde farkli taginim mekanizmalarinin
kullanildigm1 ve hatta iskelet kasi gelisiminin farkli asamalarinda da cekirdek-
sitoplazma arasi tasinimda farkliliklar oldugunu gostermektedir (74).

Iskelet kas1 hiicrelerinde cekirdek-sitoplazma arasi tasinim mekanizmalarmin
aydinlatilmas1 yoniinde yapilacak ¢aligmalar iskelet kasi biyolojisinin anlasilmasina

yardimci olacaktir.

2.4 Desmin proteinin islevi ve yapisi

Ara filament proteinleri 10 nm ¢apinda fibroz yapili bir protein ailesidir. Ara
filament protein ailesi, dokuya 6zgii ifade edilen 70’ten fazla farkli proteine sahiptir
(75-78). Ara filament proteinleri temel olarak hiicre ve doku biitiinligiiniin
korunmasinda gorev almakla birlikte, geleneksel atfedilen isevleri disinda hiicre ici
organel ve protein dagiliminda da gorev alirlar (79,80). Human Intermediate Filament
Database (INTERFIL)’in 2021 verilerine (81) gore ara filament proteinlerindeki

mutasyonlar 119 farkli hastalik ile iliskilendirilmistir.

Desmin Kas hiicrelerine 6zgul, sarkoplazmada Z-disklerde yerlesim gosteren 53
kDa agirhiginda bir tip III ara filament proteinidir. 2q35°te yerlesim gosteren DES
tarafindan kodlanir. Sitoiskelet mimarisinin korunmasini ve hiicrenin kasilip gevsemesi
esnasinda hiicresel biitiinkigiin korunmasini saglar ve gii¢ aktarimini kolaylagtirir (7,8).
Desmin ayni zamanda yapisal proteinler ve sinyal proteinler arasinda etkilesim
kurulmasina yardimci olur, organelleri sitoplazmik konumlanmalarimi destekler ve

mekanotransdiiksiyonda goérev alir (82).

Tipik bir ara filament proteini gibi desmin de amino ve karboksil uglarinda
bulunan bas ve kuyruk domainleri ile bunlarin arasinda korunmus, amfifilik 6zellikte
bir a-sarmal rod domainine sahiptir (Sekil 2.3). Amino ucunda yer alan bag domaini ara
filament proteinlerinin bir araya gelmesi icin gerekliyken karboksil ucunda yer alan
kuyruk domaini yatay etkilesimlerde ve ara filament aginin organizasyonunda gorev
almaktadir (83). Bas ve kuyruk domainleri ara filament proteinlerinin bir araya gelmesi-

dagilmasi ve hiicre i¢i konumlanmasinda gérevlidir (84).
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Sekil 2.3 Desmin yapilanmasinin sematik goriintiisii. Desmin dort segmentten olusan
(1A, 1B, 2A ve 2B) merkezi bir rod domaini ile amino ve karboksil
uglarindan olusur. Bu domainlerin arasinda 3 adet baglayici (linker) domain
(L1, L12 ve L2) bulunur. 2 monomer paralel bir sekilde bir araya gelerek
dimer yapisini ve iki dimer antiparalel sekilde bir araya gelerek tetramer
yapisini olusturur (Tang’dan uyarlanmistir (2008) (85)).

Memelilerde erken iskelet ve kalp kasi farklilasmasinda desmin, vimentin ve
nestin ile birlikte ifade olurken ileri gelisimsel evrelerde ise sinemin ve paranemin ile
birlikte konumlanmaktadir (86—89). Somitlerde ve kalpte bilinen en erken miyojenik
belirteclerden biridir (90-93). Kasa 0zgll pek cok genin aksine desmin, satelit
hiicrelerde (94) ve c¢ogalan iskelet kasi hiicrelerinde de (91) diisiik seviyede ifade
edilmektedir. Gelisim esnasinda desmin ifadesi, kasa 6zgil diger yapisal genlerden ve
Myoblast determination protein 1 (MYOD), Myogenin (MYOG), Myogenic regulatory
factor 4 (MRF4) gibi myogenic helix-loop-helix (mHLH) diizenleyicilerden dnce baslar
(13). Desmin genindeki mutasyonlar iskelet kasi miyopatileri ve kalp kasi
miyopatilerine (desminopatiler) neden olur. Desmin genindeki yaklagik 70 farklh

mutasyon, desminopatilerle iliskilendirilmistir.

Sitoplazmik gorevleri iyi tanimlanmis olan desminin ve farkli ara filament
proteinlerinin ¢ekirdekte konumlandigin1 gosteren ve burada iglev gordiigii ile ilgili
calismalar da mevcuttur. Desmin, bebek hamster bobregi hiicrelerinin ¢ekirdeginde,
baska bir ara filament proteini olan nestin ise beyin tiimori hiicrelerinin ¢ekirdeginde
gozlenmistir (9,95). Georgatos ve ark. (10) desminin kuyruk domaininde, ¢ekirdekte

konumlanan bir ara filament proteini olan lamin B’ye baglanma bdélgesi tasidigini
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gostermistir (10). Desmin ve baska bir tip III ara filament protein olan vimentinin in
vitro kosullarda DNA ile etkilesimde oldugu gosterilmistir (11,12). Desminin mHLH
ailesi uyeleri ve jun, fos, cyclic AMP-response element binding protein (CREB) gibi
transkripsiyon faktorlerinin 16sin fermuar (leucine zipper) domainleri ile kayda deger
oranda dizi benzerligi gosterdigi belirlenmis ve bu benzerligin desminin sinyal
iletimindeki gorevleri ve iskelet kasi ile iliskili faktorlerin gekirdek igerisine taginimi
ya da kromatin yapismin diizenlenmesiyle iligkili olabilecegi one siiriilmistiir (93).
Baska bir yayinda, desminin lamin B ile etkilesim araciligryla mHLH faktorlerini
aktiflestirebilecegi belirtilmistir (13). Lamin B, tipk1 desmin gibi, matrix attachment
region (MARS) baglayici protein olarak tanimlanmustir (96,97). MARs bdlgeleri,
kromozom uzerinde gekirdek matrisinin (nuclear matrix) baglandigi DNA dizileridir.
MARs bolgeleri ve matris proteinleri arasindaki etkilesimin  kromatinin
transkripsiyonel olarak aktif durumunun korunmasi veya transkripsiyon ve
replikasyon komplekslerine tutunma bolgesi olusturabilecegi belirtilmistir (97).
Ayrica, laminlerin sinyal iletiminde transkripsiyon faktorleri igin bir baglama noktasi
olarak rol aldigin1 gosteren kanitlar bulunmaktadir (98,99). Tim bu verilerin desminin
lamin B aracilig1 ile transkripsiyon faktorlerini aktiflestirebilecegine isaret etmektedir.
Yakin déonemdeki ¢aligmalarda ise desminin amino-terminalinin silinmesi ya da serin
rezidiilerinin alanine doniismesi durumunda embryoid body’lerde kalp olusumunda
gorevli bir transkripsiyon faktorii olan nkx2.5’ in erken ifadesinin kayda deger oranda
azaldig1 ve kalp kasi olusum siirecinde hasar oldugu tespit edilmistir (14,15). Bu
veriler degerlendirildiginde desminin erken kalp kasi olusum slrecinde yer alan
genlerin ifadesini diizenleyebilecegi diisiiniilmiis ve 2016 yilinda yapilan bir ¢aligmada
desminin kalp kast oncil hiicrelerinde nkx2.5 ile es zamanli olarak ifade oldugu,
nkx2.5 bildirici (reporter) gen ifadesini aktiflestirdigi ve nkx2.5” in erigkin kalp kasi

kok hiicre popiilasyonunda diizgiin ifade olmasini sagladigi tespit edilmistir (16).

2013 yilinda grubumuzca yapilan bir ¢alisma kapsaminda herhangi bir kas
hastaligina sahip olmadig1 bilinen bireye ait iskelet kasi kesitlerinde inceleme
yapildiginda desmin ve lamin B’nin ¢ekirdekte birlikte konumlandiklar1 goriilmiistiir
(100). Grubumuzca gerceklestirilen, TUBITAK tarafindan desteklenen (214S174)
farkl1 bir calismada, zebra baligi iskelet kas dokusunda desmin ve ¢ekirdekte yerlesim

gosteren tip V ara filament proteini olan lamin B’nin etkilesimde oldugu birlikte-
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immiingoktiirme ile gosterilmistir (17,101). Sonuclar proximity ligation assay (101)
ve kiitle spektroskopisi ile dogrulanmistir. Calismamizda ayrica c¢ekirdek por
kompleksinde konumlanan ve gekirdek-sitoplazma arasi taginimda gorev aldigi bilinen
FG grubu bir nup olan nup214 ve desmin arasinda da bir etkilesim oldugu birlikte-
immiingoktiirme yontemiyle tespit edilmistir (17,101). Kiitle spektroskopisi sonuglari
incelendiginde desminin ¢ekirdekte konumlanan histon proteinleri, bazi transkripsiyon
faktorleri (zinc finger and btb domain-containing protein 17, zinc finger protein 827,
remodeling and spacing factor 1) ve baska bir FG grubu nup olan nupl53 ile de
beraber ¢oktiigii tespit edilmistir. Kiitle spektroskopi sonucu elde edilen protein listesi
ProteomeXchange Consortium (PXD047121)’a yiiklenerek Protein Analysis Through
Evolutionary Relationships (PANTHER) veri tabaninda (102—104) Gene Ontology-
Cellular component ‘te analiz edildikten sonra hiicre i¢i konumlanmasi ¢ekirdek
(nuclear) olarak belirlenen proteinler Enrich R’de analiz edilmistir (105-107).
Desminin ¢ekirdekteki baglanma partnerlerinin, ¢ekirdek por kompleksi sitoplazmik
filamentleri, cekirdek por kompleksinin sitoplazmik cevresi ve cekirdek por
kompleksinin sitoplazmik tarafi bagliklar1 altinda toplanan, ¢ogunlukla ¢ekirdek por

kompleksi elemanlar1 oldugu tespit edilmistir (Sekil 2.4A).
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Sekil 2.4. Desminin baglanma partnerlerinin proteomik analizi. A. EnrichR’de
desminin ¢ekirdekteki baglanma partnerlerinin hiicresel lokalizasyonunu
temsil eden ontoloji analizi. X ekseni (¢ubugun uzunlugu) ontoloji
analizinde One ¢ikan terimlerin dnemini temsil etmektedir. Daha agik
kirmizi tonlar1 daha anlamli sonuclar1 gdsterir. En iistten baslayarak p
degerleri sirasiyla: 7,87E-04; 3.50E-03; 4.89E-03; 6.28E-03; 7.67E-03,;
1.25E-02; 1.39E-02; 1.39E-02; 1.53E-02; 1.60E-02. B. Desmin ve
nuplarin  iligkisi. Kirmizi  kesikli ¢izgiler tarafimizca tanimlanan
etkilesimleri gostermektedir (17,101).

Tim bu c¢aligmalara ek olarak The Biological General Repository for
Interaction Datasets (BioGRID) veri tabaninda (108) desminin baglanma partnerleri
incelendiginde desminin ¢ekirdek por kompleksi elemanlarindan olan nup88 ile de
etkilesimde oldugu goriilmiistiir (18). Ardindan, desmin ve nuplar arasindaki etkilesim
agmim anlasilmasi igin STRING veri taban1 (109) kullanilmistir. Beklenildigi iizere
nuplar arasinda yogun bir etkilesim goézlenirken, desminin de bu etkilesimde yer
alabilecegi goriilmistiir (Sekil 2.4B). Bu sonuglar desminin iskelet kasinda ¢ekirdek
icerisine girerek burada bir gorev iistlendigi ihtimalini gli¢lendirmistir.

Literatiirde desminin ¢ekirdekte konumlanmasi ve iistlenebilecegi gorevlerle
iligkili bilgiler mevcut olsa da ¢ekirdek-sitoplazma arasinda nasil tasindigini gésteren

bir veri bulunmamaktadir.
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Cevrimigi veri tabanlart incelendiginde desminin potansiyel NLS ve NES
dizilerine sahip oldugu gortlmiistiir (Sekil 2.5). Potansiyel NLS dizileri icin tarama
cNLS Mapper veri tabaninda gergeklestirilmistir (110-112). Bu veri tabaninda yalnizca
cekirdekte konumlanan proteinler icin skorun 8-10 arasi olmasi gerektigi belirtilmistir.
Skorun proteinler kismen ¢ekirdekte konumlandigi durumda 7-8, proteinler hem
cekirdek hem sitoplazmada konumlandiginda 3-5 arasi ve yalnizca sitoplazmada
konumlandiginda ise 1-2 arasinda oldugu belirtilmistir (111). Desmin dizisi Uzerinde,
282.pozisyondaki glutamat ve 313.poziyondaki alanin amino asitlerini kapsayan, skoru
3 olan bir dizi oldugu tespit edilmistir (Bkz. Sekil 2.5). Ek olarak 10.pozisyondaki
arjinin ve 42.poziyonundaki serin amino asitleri arasinda skoru 2.9 olan bir dizi daha
tespit edilmistir (Bkz. Sekil 2.5). Bu ikinci dizinin skoru g¢ekirdek sitoplazma arasi
taginim i¢in belirlenen limitin (3) altinda kalmakla (skor: 2.9) birlikte Fuchs ve ark. (16)
tarafindan yapilan ¢alismada, desminin amino ucundaki ilk 48 amino asitin silinmesi
durumunda, ¢ekirdekte konumlanmadigi gosterilmistir (16). Dolayisiyla bu sinyal
dizisinin de islevsel olmasi olasidir. NetNES 1.1 veri tabaninda (61) ise desmin
iizerinde NES dizisi olup olmadig1 arastirilmistir. Bu veri tabani yapay noral ag (ANN)
ve gizli Markov modelleri (HMM) kullanarak 6karyotik hiicrelerde l6since zengin NES
dizilerinin tahmin edilmesini saglamaktadir (61). Desmin dizisi NetNES 1.1
taratildiginda lizerinde potansiyel bir NES dizisi oldugu goriilmiistiir (Bkz. Sekil 2.5).
Desminin potansiyel NLS dizilerine sahip olmasi karyoferin bagimli mekanizma ile
cekirdek igerisine girebilecegini ve iizerinde potansiyel bir NES bulunmasi karyoferin

bagimli olarak ¢ekirdekten sitoplazmaya taginabilecegini diisiindiirmiistiir.
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cNLS Mapper Result

Predicted NLSs in query sequence Pos. Seq S
NSQAYSSSQRVSSYRRTFGGAPGF PLGSPLSSPVFPRAGPGSKGSSSSVT 50
SRVYQVSRTSGGAGGLGSLRASRLGTTRTPSS YGAGELLDPSLADAVNQE 100 10_| RVSSYRRTFGGAPGFPLGSPLSSPVFPRAGFGS | 2.9 | |
FLTTRTNEKVELQELNDRPANY IEKVRFLEQONAALAAEVNRLEGREPTR 150 139 | EVNRLKGREPTRVAELYEEELRELRRQVEVLT 2.1
VAELYEEELRELRRQVEVLTNQRARVDVERDNLLDDLQRLKAKLQEEIQL 200 142 | RLKGREPTRVAELYEEELRELRRQVEVLTNQRARVD | 2.2
KEEAENNLAAFRADVDAATLARIDLERRIESLNEEIAFLKKVHEEEIREL 250 186 D! Qm! nsgxgmmmmva 29
QAQLOEQQVQVEMDMSKPDLTAALRDIRAQYETTAAKNISEAEENYKSKY 300 e
T e ey i Sl | | 282 | ETIAAKNISEAEEWYKSKVSDLTQAANKNNDA : .2 1]
ELEDRPASEASGYQDNIARLEEETRELKDEMARHLREYQDLLNVKMALDY 400 375 | RALKDEMARHLREYQDLLNVKMALDVEIATYRKLLE | 2.5
EIATYRKLLEGEESRINLPIQTYSALNFRETSPEQRGSEVHTKKTVMIKT 450 390 | DLLNVKMALDVEIATYRKLLEGEESRINLPIQT 2.2
IETRDGEVVSEATQQQHEVL 470

B.

#50q-Pos-Res idue AN oo NES Predicted
it e g e e S0 e S
Sequence-1-M 0.152 0.000 0.000 -

Sequence-2-§ 0.084 0.000 0.000
Sequence-3-Q 0.110 0.000 0.000
NetNES 1.1 Server - prediction results Sogetnee-S- 8,908 < 4.900. (8:000
Sequence-5-Y 0.084 0.000 0.000
Sequence-6-5 0.087 0.000 0.000
€8s Tochnical University of Denmark Sequence-7-3 0.074 0,000 0.000
Sequence-8-§ 0.082 0.000 0.000
soounen Pa— Sequence-181- 0.127 0.062 0.000
- et - Sequence-184-L 0.098 0.144 0.000
......... Sequence 0.08% 0.144 0.000
- Sequence 0.103 0.144  0.000
ate —" Sequence 0.165 .20 0.000
Sequence 0.09 0.23% 0.000
Sequence 0.386 0.2 0.02)
Sequence-190- 0.157 0.413 0.2

Sequence-192-.

Yor ]

| equerce-T 5.1 .40
| Sequence-194-L 0.141  0.41)

ol . o 54 b N e | Sequence-195- 0.091 0.410
. Wit e e e e e e Sequence-196-E 0.120 0.410
o . Position 0.410

Sequence-197-E 0.077

Sekil 2.5. Cevrimigi veri tabanlar1 kullanilarak tespit edilen NLS ve NES dizileri. A.
cNLS Mapper veri tabaninda insan desmin dizisi kullanilarak yapilan
taramada tespit edilen NLS dizileri. Desmin i¢in a-sarmal rod domaininde
3 skorunu asan olas1 bir sinyal dizisi oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda
amino terminalinde esik degerin hemen altinda (2.9) potansiyel bir sinyal
daha bulunmaktadir B. NetNES 1.1 veri tabaninda desmin i¢in olas1 NES.

Desmin i¢in olasi tasinim mekanizmalarindan bir digeri ise karyoferin bagimsiz
tasinimdir. Diger ara filament proteinleri gibi desmin de amino ve karboksil uclarinda
bulunan bas ve kuyruk domainleri ile bunlarin arasinda bulunan olduk¢a korunmus
amfifilik bir a-sarmal rod domaini icermektedir (113) (Sekil 2.6). Desminin amfifilik
ozellikte olmasi, ¢ekirdek igerisine tipki1 actinin-4 ve B-catenin gibi molekiler ylzey
hidrofobikligini degistirerek karyoferin bagimsiz bir mekanizma ile tagmabilecegini (4)
diistindiirtmiistiir. Ayrica desminin ¢ekirdek por kompleksinin sitoplazmik halkasinda
konumlanan nup214 ve ¢ekirdek icerisinde konumlanan nup153 ile beraber ¢oktiigiiniin

gosterilmesi ve nup88 ile etkilesimde olmasi bu ihtimali gliclendirmektedir.
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ProtScale output for DESM_HUMAN
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Sekil 2.6. Expasy- ProtScale’de desmin i¢in olusturulan Abraham & Leo hidrofobiklik
Olgegi (114-116). 0’in iizerinde skora sahip bolgeler hidrofobik olarak
degerlendirilmektedir. Desminin 109-412. amino asitler arasina tekabiil
eden a-sarmal rod domaini kirmizi dikey ¢ubuklar ile sinirlandirtlmistir.

2.5 Tez calismasinin temel aldig1 hipotez ve amaglari

Cekirdek igerisinde konumlanmasi ve iistlenebilecegi gorevlerle ilgili pek ¢ok
arastirma olmasina ragmen desminin ¢ekirdek-sitoplazma arasinda nasil tasindigina
dair bir veri bulunmamaktadir. Desminin potansiyel NLS dizisilerine sahip olmasi
(Bkz. Sekil 2.5) cekirdek-sitoplazma arasinda karyoferin bagimli mekanizma ile
tagmabilecegine isaret ederken, yapilanma Ozelligi (monomerlerin bir araya
gelmesiyle baslayan daha iist bir yap1 olugmasi) (117), amfifilik niteligi (113), birlikte-
immungoktirme (17,101) ve kiitle spektroskopisi sonuglar1 (Kural, Yaymlanmamig
veri) ile ¢evrimi¢i veri tabanlarinda yer alan olasi baglanma partnerleri (nup214,
nupl53 ve nup88) goz Oniine alindiginda ise taginimin karyoferin bagimsiz bir
mekanizma ile olabilecegi 6ngoriilmistiir. Hlcre iskeleti proteinlerinin birden fazla
mekanizma ile igeri girmesi olasi bir durum oldugundan (1) desminin cekirdek

icerisine taginmasi i¢in elde edilen veriler 1s181inda iki aday mekanizma oldugu
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diistiniilmiis ve bu tez kapsaminda desminin cekirdek-sitoplazma arasinda bu
mekanizmalardan biri veya her ikisiyle tasmip tasinmadiginin arastirilmasi
planlanmuigtir.

Bu bilgiler 1s181nda tez ¢alismasimin hipotezi: desmin karyoferin bagimli ya da
karyoferin bagimsiz bir molekiiler mekanizma ile g¢ekirdek-sitoplazma arasinda
tasinmaktadir.

Bu dogrultuda tez calismasinin amaci sitoplazmada gorevli desmin ara filament

proteininin ¢ekirdek icerisine tasinma mekanizmasiin aydinlatilmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gereg

3.1.1 Hicre kulttra

e Insan iskelet kas1 hiicre hatt1 (T0033) (ABM)
e Fare iskelet kasi hiicre hatt1 (C2C12) (ATCC)
e Insan servikal kanser hiicre hatt: (HeLa) (ATCC)
o 1X Tripsin-EDTA (Capricorn)
e Insan iskelet kas1 hiicreleri i¢in ¢ogaltma besi yeri
e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), high glucose
(Capricorn): %64
e Medium-199 (Sigma-Aldrich): %16
o Fetal bovine serum (FBS) (Capricorn): %20
e Fetuin (Sigma): 25 ug/mL
e Human Epidermal Growth Factor (hEGF) (Gibco): 5 ng/mL
e Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) (Gibco) 0.5 ng/mL
e Insiilin (Sigma-Aldrich): 5 ng/mL
e Deksametazon (Sigma-Aldrich): 0.2 ug/mL
e Gentamisin (Biowest): 50 pg/mL
e Amfoterisin B (Biowest): 2.5 pg/mL
o Fare iskelet kasi hiicreleri ve insan servikal hiicreleri i¢in ¢ogaltma besi yeri
FBS: %10
DMEM, high glucose: %89

Gentamisin (Biowest): 50 pg/mL

Amfoterisin B (Biowest): 2.5 pg/mL
e Insan ve fare iskelet kas1 hiicreleri igin farklilasma besi yeri
e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), high glucose
(Capricorn): %60
e Medium-199 (Sigma-Aldrich): %20

e Atserumu (Biowest): %2
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e Gentamisin (Biowest): 50 pg/mL

o Amfoterisin B (Biowest): 2.5 pg/mL
1X phosphate buffered saline (PBS) (Biowest)
Dimetilstlfoksit (DMSQO) (Applichem)

3.1.2 Hucre dongusi senkronizasyonu ve analizi

Senkronizasyon besi yeri
e DMEM, high glucose, no glutamine, no methionine, no cystine (Gibco)
e L-cystine (Sigma): 40 mg/mL
e L-glutamine 100x (Serox): %1
e FBS: %l
Muse Cell Cycle Kit (Luminex Corporation)
CytoFLEX Akim sitometri cihaz1 (Beckman Coulter)

Kaluza yazilimi (Beckman Coulter)
3.1.3 Immiinfloresans boyama ve goriintileme

Triton X-100 (Sigma-Aldrich)
4’,6-diaminodino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich)
Mounting medium (Ibidi)

%4 paraformaldehit (PFA) (Sigma-Aldrich)

Etanol (Carlo Erba)

S1gir serum alblimini (BSA)

3.1.4 Transfeksiyon calismalarinda kullanilacak vektorlerin

cogaltilmasi

pCMV3-C-GFPSpark® (eGFP isaretli desmin ifade vektorii) (Sinobiological
HG13865-ACG)

PMAX-GFP™ (yalnizca eGFP ifade eden vektor) (Lonza Bio)
pPCMV3-C-GFPSpark® iizerinde mutasyon aracilikli olusturulan NLS ve NES

dizilerinin silindigi vektorler
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Siv1 bakteri besi yeri (Lysogeny Broth (LB) Medium), pH 7,0 (1L):

Tripton (Applichem) :10g
Maya 6zutu (Applichem) :5¢
Sodyum klortr (NaCl) (Sigma) :5¢
Kat1 Bakteri Besiyeri (1 L):
Tripton (Applichem) :10g
Maya 0zitu (Applichem) :5¢
NaCl (Sigma) :5¢g
Agar (Sigma) :15¢
Ampisilin (100 mg/ml) (Gibco) :1mi

Midi-prep plazmid saflastirma kiti (Thermo-Scientific)
Mini-prep plazmid saflastirma kiti (Macherey-Nagel)
Kpnl enzimi (NEB)

NanoDrop™ 1000 spektrofotometre (Thermo Scientific)

3.1.5 Transfeksiyon

Lipofectamine 3000 Transfection Reagent (Thermofisher Scientific)
OPTIi-MEM (Thermofisher Scientific)

pCMV3-C-GFPSpark® (eGFP isaretli desmin ifade vektori) (Sinobiological
HG13865-ACG)

PMAX-GFP™ (yalnizca eGFP ifade eden vektor) (Lonza Bio)
pCMV3-C-GFPSpark® iizerinde mutasyon aracilikli olugturulan NLS ve NES

dizilerinin silindigi vektorler
3.1.6 Canhlik testi

Trypan mavisi (BIOFROX)

Hemositometre
3.1.7 Protein izolasyonu

1X phosphate buffered saline (PBS)
Radio-immunoprecipitation assay buffer (RIPA) (GeneAll)
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o Cell scraper (Greiner)

e Sogutmali santrifiij (Eppendorf)
e 1X Tripsin-EDTA (Capricorn)
e Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)

3.1.8 Western blot

e Mini Protean Il elektroforez seti (Bio-Rad)

e Laemmli yukleme tamponu (4x) (Bio-Rad)
e SDS (Thermo Scientific)

o %12’lik ayirici jel:

1.5 M Tris; pH 8.8

%30 Akril-bisakril

%10 sodyum dodesil sulfat (SDS)

%0.1 N, N,N',N'-tetrametil etilendiamin (TEMED)
%10 amonyum persiilfat (APS),

dH:20.

e %>5’lik toplayict jel:

1 M Tris; pH 6.8
%30 Akril-bisakril
10% SDS

%0.1 TEMED
10% APS

dH20

e Precision Plus ProteinTM Dual Color Standarts (mol wt 10-250 kDa) (Bio-
Rad)

e Ylritme tamponu (pH 8,3)

25 mM Tris base
192 mM glisin
% 0.1 SDS

e Yar kuru elektroforetik transfer cihazi (Bio-Rad, TransBlot Turbo Transfer

System)



Nitroseliiloz membran (0,45um kalinliginda) (Thermo Scientific)

Whatmann filtre kagidi
Yar1 kuru transfer tamponu (pH 8,3)
e Tris baz: 25 mM,
e Glisin: 192 mM,
e Metanol: %20
Ponceau S ¢ozeltisi (Thermo Scientific)
Yikama tamponu (1X TBS-T) (pH 7,4):
Tris baz: 20 mM,
NaCl: 150 mM,
Tween-20: % 0.1 (w/v),
e dH20

Bloklama tamponu:
e Yagsiz siit tozu(%5,

e TBS-T
3.1.9 Transport baskilanmasi

Ivermektin (Sigma-Aldrich)
Dimetil stilfoksit (DMSO) (Merck)

3.1.10 Cekirdek icerisine tasinim deneyleri

Digitonin (Sigma-Aldrich)
Import buffer
o 4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik
Aldrich): 20 mM , pH 7.3
e Potasyum asetat (Sigma-Aldrich): 110 mM
e Sodyum asetat (Sigma-Aldrich): 5 mM
e Magnezyum asetat (Sigma-Aldrich): 2 mM

asit

(HEPES)
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(Sigma-

e Ethylene glycol-bis (p-aminoethyl ether)-N,N,N' N'-tetraacetic acid

(EGTA) (Sigma-Aldrich): 0.5 mM

e Dithiothreitol (DTT) (Thermofisher Scientific): 2 mM DTT
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e Proteaz inhibitor kokteyli
Import cocktail

e Import buffer

e Sigan karaciger sitozoll (Gibco): %50
Fosfokreatin kinaz (Sigma-Aldrich): 20 U/mL
Adenozin trifosfat (ATP) (Sigma-Aldrich): 1 mM
Kreatin fosfat (Sigma-Aldrich): 5 mM

Rekombinant desmin (Cusabio)
Floresan konjuge dekstran (Invitrogen)
4’,6-diaminodino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich)

3.1.11 Yiizey hidrofobikligi ol¢iimii

Rekombinant desmin (Cusabio)

BSA (Sigma-Aldrich)

4,4'-Dianilino-1,1'-Binaphthyl-5,5'-Disulfonic Acid, Dipotassium Salt (Bis-
ANS) (R&D Systems)

1X phosphate buffered saline (PBS) (Biowest)

96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kab1

Spectramax M2 spektrofotometre (Molecular Devices)
3.1.12 Molekuler dinamik simiilasyonlari

Visual Molecular Dynamics Software (VMD)

Nanoscale Molecular Dynamics (NAMD)
3.1.13 Antikorlar

Fare monoklonal anti-MF20, 1gG2b (Developmental Studies Hybridoma
Bank)

Keci anti-fare sekonder antikor, Alexa Fluor 488 konjuge (Invitrogen)

Tavsan poliklonal anti-Emerin (Sigma-Aldrich)

Keci Anti-Tavsan IgG (H+L) Alexa Fluor 488 konjuge (Invitrogen)
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e Fare monoklonal anti-E2F (Santa Cruz Biotechnology)
e Tavsan poliklonal anti-desmin (Sigma-Aldrich)

o Kegci anti-tavsan sekonder antikor (Invitrogen)

3.2 Yontem

3.2.1 Hucre kultira

Insan iskelet kas1 hiicre hatt1 (T0033) ABM firmasindan satin alinmistir. Fare
iskelet kasi hiicre hatt1 (C2C12) ve insan servikal kanser hiicre hatti (HeLa) hticreleri
%10 oraninda FBS, 50 pg/mL gentamisin ve 2.5 pg/mL amfoterisin B igeren yiksek
glikozlu DMEM igerisinde ¢ogaltilmigtir. TO033 hucreleri %16 Medium 199, %64
DMEM, %20 FBS, 25 ug/mL fetuin, 5 ng/mL hEGF, 0.5 ng/mL bFGF, 5 ng/mL
insiilin, 0.2 ug/mL deksametazon, 50 pg/mL gentamisin ve 2.5 pug/mL amfoterisin B
iceren yliksek glikozlu DMEM igerisinde ¢ogaltilmisgtir.

Miyoblast hiicrelerinin farklilastirilmasi i¢cin %80-%90 yogunluga ulagmalari
beklenmis ardindan farklilasma besi yeri (%20 Medium 199, %60 DMEM, %?2 at
serumu 50 pg/mL gentamisin ve 2.5 pg/mL amfoterisin B) eklenmistir.

Hucreler %5 karbondioksit igeren ortamda 37°C’de biiyiitiilmislerdir.
Hucreler, ihtiya¢ halinde, %90 FBS ve %10 DMSO iceren besi yeri icerisinde

dondurularak, sivi azot i¢inde saklanmastir.
3.2.2 Hucre dongusu senkronizasyonu

Hiicre dongiisii senkronizasyonu insan (T0033) ve fare (C2C12) iskelet kasi
hiicre hatlarinda gerceklestirilmistir. Senkronizasyon icin hiicreler 10 cm ¢apindaki
petri kaplarina ekilmistir. Ekimden 24 saat sonra 1X PBS ile yikanmis ve aclik
(starvation) besi yerine (metiyonin icermeyen DMEM, %1 FBS, %1 L-glutamin, 40
mg/mL L-cystine) alinmistir. TO033 hucreleri 40 saat ve C2C12 hicreleri 24 saat
boyunca aglik besi yerinde birakilmis ve hiicre dongiisiiniin tekrar baslamasi i¢in
standart bliylime besi yerine alinmislardir. Standart bulyime besi yeri icerisinde 24 saat
tutulan hucrelerin senkronizasyon durumlarinin anlagilmasi igin hiicre dongusu
analizine tabi tutulmustur. Tripsin ile kaldirilan hiicreler 300 g’de bes dakika boyunca
santrifiijlenmistir. Pelet 1XPBS ile yikandiktan sonra vortekslenmeyi takiben, 1 ml

soguk saf etonol damla damla eklenerek tespit edilmistir. -20 °C’de bir gece bekletilen
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hiicreler 17000 g’de sekiz dakika santrifiijlenmistir. Daha sonra drnekler propidyum
iyodiir boyamasi i¢in Muse Cell Cycle Kit ile 30 dakika boyunca oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Ornekler CytoFlex akim sitometresi cihazi ile her érnek icin en az

10000 okuma (event) olacak sekilde analiz edilmistir.
3.2.3 Immiinfloresan boyama ve goriintiileme

Miyozin agir zincir (MHC) proteininin boyanmasi i¢in insan iskelet kasi
hicreleri %100 etanol ile -20°C’de tespit edilmistir. Hucreler 1X PBS ile yikandiktan
sonra %1 FBS, %0,5 Triton-X iceren PBS c¢oOzeltisinde 45 dakika boyunca oda
sicakliginda bloklanmistir. Hiicreler 1X PBS ile yikanmis ve PBS igerisinde 1:20
oraninda sulandiritlan MHC proteinini taniyan primer antikor (anti-MF20, 1gG2b,
Developmental Studies Hybridoma Bank) ile 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Primer antikor uygulamas1 sonrasinda hiicreler 1X PBS ile yikanmis ve
Alexa Fluor konjuge sekonder antikor 1:750 oraninda 1X PBS iginde sulandirilarak 1
saat boyunca oda sicaklifinda muamele edilmistir. Hiicreler 1X PBS ile yikanmis ve
cekirdek boyamasi i¢in DAPI uygulamasi yapildiktan sonra kapatilmistir.

Emerin ve E2F boyamasi i¢in hiicreler %4 PFA ile oda sicakliginda 10 dakika
fikse edilmistir. Permeabilizasyon i¢in PBS igerisinde %0.1 oraninda Triton-X ile
muamele edilmistir. Hicreler PBS ig¢inde %2 BSA ile 1 saat oda sicakliginda
bloklandiktan sonra primer antikor 1:300 oraninda %0.1 BSA igeren PBS igerisinde
sulandirilarak gece boyu +4°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi sabah hicreler 1XPBS ile
yikandiktan sonra sekonder antikor 1:500 oraninda sulandirilmis ve bir saat oda
sicakliginda muamele edilmistir. Hiicreler 1XPBS ile yikandiktan sonra DAPI
uygulamasi yapilmis ve kapatilmistir.

Goruntulemeler Zeiss-Axio Plan Upright Fluorescence microscope with

AxioCam Erc5 5Mp ile yapilmistir.
3.2.4 Farklilasma ve flzyon oranlarinin hesaplanmasi

Farklilasma ve fiizyon oranlari hesaplanirken yalnizca insan iskelet kasi
hiicreleri kullanilmugtir. Elimizde bulunan MHC antikoru farede iiretildigi i¢in fare
kokenli C2C12 hicrelerinde 6zgul olmayan boyamalar sebebiyle kantitasyon yapmak
mimkiin olmamustir. Ag¢lik sonrasi C2C12 hucrelerinde morfolojik olarak bir

abnormalite, hiicre dongiisiinlin herhangi bir sekilde yeniden baslamadigini1 gésteren
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bir emare bulunmamasi nedeniyle bu ¢alisma yalnizca insan iskelet kast hiicreleri i¢in
gerceklestirilmistir. Insan iskelet kas1 hiicreleri farklilasma besi yerine alindiktan sonra
24,28, 32 ve 48. saatlerde Kisim 3.2.3’te detayl sekilde belirtildigi {izere tespit edilmis
ve MHC boyamasi1 sonrasinda rastgele alanlar segilerek fotograf ¢ekilmistir. Fotograf
cekilen alanlarda en az 93 ¢ekirdek bulunmaktadir.

Farklilasma orani hesaplanirken miyozin agir zincir MHC (+) hiicrelerdeki
cekirdek sayisi alandaki toplam g¢ekirdek sayisina boliinmistiir (118).

Flzyon orani hesaplanirken iki veya daha fazla g¢ekirdek igeren MHC (+)
hiicrelerdeki ¢ekirdek sayisi alandaki toplam g¢ekirdek sayisina boliinmiistiir (118).

3.2.5 Transfeksiyon calismalarinda kullanilacak vektorlerin

cogaltilmasi

pCMV3-C-GFPSpark® (eGFP isaretli desmin ifade vektorii, HG13865-ACG)
Sinobiological firmasindan satin alinmistir. NES ve NLS dizilerinin silindigi mutant
desmin ifadesi olan vektorler GenScript firmasindan hizmet alimi yoluyla temin

edilmistir. PMAX-GFP™ vektori Lonza Bio firmasindan satin alinmistir.

Transformasyon c¢aligmalari igin 50 pl kompetan hiicre buz iizerinde ¢6ziilmiis,
ardindan vektorler kompetan bakterilere (E.Coli DH50) 1:10 oraninda eklenmistir. 5
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra karisim steril cam boncuk yardimi ile 100
png/ml amfisilin i¢ceren LB agar petri kaplarma ekilmis ve 37°C etlivde bir gece
boyunca bekletilmistir. 5 adet koloni secildikten sonra bu koloniler amfisilin iceren
onceden 1sitilmis 4 mL LB icerisinde, 37°C, 250 rpm calkalama ile 14 saat boyunca
kiiltir edilmistir. Son olarak ireticinin talimatlar1 dogrultusunda miniprep kiti
kullanilarak plasmid izolasyonu yapilmistir. Plasmid konsantrasyonlari 260 nm dalga

boyunda NanoDrop 1000 spektrofotometre yardimiyla 6l¢iilmiistiir.

Tarafimiza Sanger dizileme ile kontrol edilerek gonderilen vektorlerin
mutasyon tasiy1p tasimadigi Kpnl enzimi ile kesim yapilarak da kontrol edilmistir.

Enzim kesim protokolii asagida belirtildigi gibidir.
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Miktar

Restriksiyon enzimi 20 U

DNA 1 ug
10X NEBuffer 1X
Reaksiyon hacmi 50 pul

Enzim kesim reaksiyonu yukarida belirtildigi tizere hazirlandiktan sonra 15
dakika boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Ardindan enzim inaktivasyonu igin 20
dakika 65°C’de inkiibe edilmis ve enzim kesim firlinleri %1’lik agaroz jelde

ylrltilmistiir.
3.2.6 Transfeksiyon ¢calismalari

Senkronize edilen insan ve fare iskelet kasi hicreleri %80-%90 yogunluga
ulastiginda transfeksiyon islemi gerceklestirilmistir. Transfeksiyon igin lipofectamine
3000 (Thermo Fisher Scientific, L3000008) Kiti kullanilmistir. Ureticinin talimatlar:
dogrultusunda transfeksiyon islemi gerceklestirilmistir. Kisaca, Kit igerisinde bulunan
lipofectamine reagent, opti-mem (diisiik serumlu besi yeri) icerisinde sulandirilmistir.
Kit protokolii icerisinde opti-mem besi yeri kullanilmasi 6nerildigi i¢in transfeksiyon
karigimlar1 hazirlanirken opti-mem kullanilmistir. Ayr1 bir tiipte plazmidler (200 ng),
opti-mem ve yine kit icerisinde bulunan p3000 reagent ile diliie edilmistir. iki tiipiin
igerikleri karistirilmis ve oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan
karigim kuyucuklara eklenmigtir. 24 saat sonra hiicreler GFP ifadesi i¢in kontrol
edilmis ve farklilagsma besi yerine (ylUksek glikoz iceren DMEM, %2 at serumu, %1
instilin) alinmistir. Hiicreler farklilasma besi yerine alindiktan 24, 28, 32 ve 48 saat
sonra %4 PFA kullanilarak fikse edilmis, ¢ekirdek boyamasi i¢in DAPI uygulamasi
yapilmis ve kapatildiktan sonra Zeiss LSM 880 laser scanning confocal microscope

equipped with a 63x%/1.4 Apochromat Oil DIC objective ile goriintiileme yapilmistir.

Yabanil tip desmin ve yalnizca eGFP ifadesi saglayan vektorler ile yapilan
transfeksiyon sonrasi 24. saatte canlilik testi yapilmistir. Hiicreler kaldirildiktan sonra,

hiicrelerin bulundugu besi yeri ile 1:1 oraninda karistirilip trypan blue uygulamasi
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yapilmistir. Trypan blue uygulamasi yapilan hiicreler hemasitometre ile mikroskop
altinda sayilmistir. Transfeksiyon sonrasi canlilik testi ii¢ tekrar olacak sekilde
gerceklestirilmigtir.

Desminin ¢ekirdek konumlanmasinin belirlenmesi igin konfokal mikroskop ile
cekilen goriintiiler kullanilarak Pearson korelasyon katsayisi hesaplanmistir. Pearson
korelasyon Katsayisi, -1 ile +1 arasinda bir deger olarak ifade edilir. -1 mukemmel
negatif korelasyonu, +1 ise mikemmel pozitif korelasyonu ifade etmektedir (119). 0
degeri ise es lokalizasyon olmadigini ifade etmektedir (119). Konfokal mikroskop ile
cekilen goruntiler FIJI-Coloc2 yazilimi kullanilarak desmin (yesil sinyal) ve ¢ekirdek
(DAPI sinyali) acgisindan degerlendirilerek Pearson korelasyon katsayisi
hesaplanmistir. Sonucglar Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir. Testlerin
yapilmasinda ve grafiklerin ¢izilmesinde GraphPad Prism programi kullanilmis ve

veriler degerlendirilirken p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
Floresan yogunluk analizi

Desminin  ¢ekirdekte = konumlanmast  degerlendirilirken  sonuclarin
transfeksiyon etkinliginden bagimsiz olarak degerlendirilebilmesi i¢in floresan
yogunluk (fluorescence intensity) analizi gerceklestirilmistir. Transfeksiyon sonrasi
insan ve fare iskelet kas1 hiicreleri konfokal mikroskopta ¢ekilmis ve goriintiiler FIJI
programi kullanilarak degerlendirilmistir (120). Sitoplazma ve gekirdekten gelen
floresan sinyaller Olciildiikten sonra sitoplazmik sinyal (desmin kaynakli/yesil),
cekirdek sinyaline (DNA boyamasi/DAPI/mavi) oranlanarak normalize edilmistir.
Ardindan yabanil tip ve mutant vektorler arasinda farklilik olup olmadig: t-test ile
kontrol edilmistir. Testlerin yapilmasinda ve grafiklerin ¢izilmesinde GraphPad Prism
programi kullanilmis ve veriler degerlendirilirken p<0.05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
3.2.7 Protein izolasyonu ve western blot

Protein izolasyonu igin insan iskelet kasi hucreleri soguk 1XPBS ile
yikanmistir. Ardindan {izerine 30 ul RIPA eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika
inkiibe edildikten sonra hiicre kaziyici (cell scraper) kullanilarak hiicreler tiipler igine
toplanmistir. Hicreler +4°C’de, 13000 rpm’de 10 dakika boyunca dondiiriilmiis ve

slipernatan temiz bir ependorfa alinmistir. Protein konsantrasyonu Bicinchoninic acid
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assay (BCA) ile tayin edilmistir. Protein konsantrasyonlar1 Tablo 3.1°de belirtildigi
gibidir.

Tablo 3.1. Protein konsantrasyonlart.

Ornek  Konsantrasyon Aciklama

adi (mg/mL)
. o . i
%60 1637 Eklm sonrast %60 yogunluktaki transt'"ekt.e
edilmeyen hiicrelerden toplanan protein lizati
. o 5 .
%90 179 Ekim sonras1 %90 yogunluktaki transfekte

edilmeyen hiicrelerden toplanan protein lizati

eGFP etiketli desmin ifade vektoru ile transfekte
D 24 4 edilen hiicrelerden transfeksiyon sonrasi 24 saatte
toplanan protein lizati

eGFP etiketli desmin ifade vektoru ile transfekte
D_48 9.04 edilen hiicrelerden transfeksiyon sonrasi 48 saatte
toplanan protein lizat1.

eGFP vektori ile transfekte edilen hiicrelerden
G 24 1.648 transfeksiyon sonrasi 24 saatte toplanan protein
lizat1

eGFP vektori ile transfekte edilen hticrelerden
G_48 0.991 transfeksiyon sonrasi 48 saatte toplanan protein
lizat1

Western blot icin %12’lik ayirici jel ve %5°1ik toplayici jel dokiilmiistiir. 10 ug
protein ornegi 4X Laemmli yiukleme tamponu ile karistirildiktan sonra 100°C suyun
icerisinde 4 dakika denatiirasyonu takiben jele yiiklenmistir. Ornekler 80 V’de 20
dakika ardindan 120 V’de 1 saat yiiriitiilmiistiir. Yari-kuru transfer 25 V’de 30 dakika
yapilmistir. Membran ponceau S ¢ozeltisi ile boyanmistir. Fotografi ¢ekildikten sonra
TBS-T ile yikanmistir. 1 saat oda sicakliginda TBS-T i¢inde hazirlanan %5 sit tozu
ile bloklama yapildiktan sonra membran %5 sit tozu igeren TBS-T igerisinde 1/400
oraninda sulandirilan desmin (Sigma, D8281, 1/400) antikoru ile isaretlenmistir.
Membran TBS-T ile yikandiktan sonra TBS-T i¢inde 1/1000 oraninda sulandirilan
sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat muamele edilmis ve TBS-T ile yikanarak
goriintiilemeye hazir hale getirilmistir. GOrtintlileme igin SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate, Thermo Scientific kit kullanilmistir. Kit igeriginde
bulunan Luminol/Enhancer ve stabil peroksit soliisyonlar1 1:1 oraninda karistirilarak

membrana uygulanmis ve membran karanlik bir ortamda bu karisim ile 5 dakika
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boyunca muamele edilmistir. GeneGnome 5 kemiliiminesans goriintiileme cihazi

(Syngene) kullanilarak goriintiilleme yapilmistir.

Transfeksiyon ile ekzojen olarak hiicrelere gonderilen eGFP isaretli desminin
endojen desmin ifadesini etkilemediginin gosterilmesi igin ponceau S boyamasi
normalizatdr olarak kullanilmigtir. FIJI programi kullanilarak, dansitometrik analizler
ile transfeksiyon yapilan ve transfeksiyon yapilmayan hiicrelerdeki endojen desmin
oranlari karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Sonuglar Mann-Whitney U testi ile
degerlendirilmistir. Testlerin yapilmasinda ve grafiklerin ¢izilmesinde GraphPad
Prism programi kullanilmis ve veriler degerlendirilirken p<0.05 istatistiksel olarak

anlaml kabul edilmistir.
3.2.8 Cekirdek icerisine tasinim deneyleri

Cekirdek igerisine tasinim deneyleri i¢in insan ve fare iskelet kas1 hiicreleri ile
insan servikal kanser hticreleri cam lamel (izerine ekilmistir. Tez dnerisinde deneylerin
farklilagsmay1 tamamlayan hiicrelerde yapilmasi planlanmistir ancak farklilagan
hiicrelerin cam yiizeye iyi tutunamamasi ve desminin erken iskelet kas1 farklilagmasi
asamasinda c¢ekirdek icine girdigi de goz Oniine alinarak deneyler hiicreler ekim
sonrasit yaklasik %80 yogunluga ulastiginda gergeklestirilmistir. Hucreler soguk
import buffer (20 mM HEPES, pH 7.3; 110 mM potasyum asetat; 5 mM sodyum asetat;
2 mM magnezyum asetat; 0.5 mM EGTA, 2mM DTT; proteaz inhibitor kokteyli) ile
3 defa yikandiktan sonra 40 ug/mL oraninda digitonin igeren import buffer ile buz
Ustinde 4 dakika muamele edilmistir. Optimizasyon asamasinda digitonin ile
permeabilizasyon sonrast hiicreler bir ¢ekirdek zarfi proteini olan emerin ile boyanarak
cekirdek zarfi biitlinliigii kontrol edilmistir. Permeabilizasyon sonras1 hiicreler soguk
import buffer ile 3 defa yikanmistir. Hucreler import cocktail (%50 sitozol,
rekombinant protein veya dekstran, fosfokreatin kinaz, ATP, kreatin fosfat, import
buffer) ile 30 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. 4 kere daha soguk import
buffer ile yikandiktan sonra 6rnekler import buffer igerisinde %4 PFA ile fikse edilmis

ve konfokal mikroskop ile goriintiileme yapilmistir.

Desminin ¢ekirdek konumlanmasinin belirlenmesi i¢in konfokal mikroskop ile
cekilen goriintiiler kullanilarak rekombinant desmin ve dekstran i¢in ayr1 ayr1 Pearson

korelasyon katsayis1 hesaplanmistir. Konfokal mikroskop ile ¢ekilen gortntuler FlJI-
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Coloc2 yazilimi kullanilarak desmin (yesil sinyal) ve c¢ekirdek (DAPI sinyali)
acisindan degerlendirilerek Pearson korelasyon katsayisi hesaplanmistir. Sonuclar
Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir. Testlerin yapilmasinda ve grafiklerin
cizilmesinde GraphPad Prism programi kullanilmis ve veriler degerlendirilirken
p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir. Deneyler insan servikal hiicre hatt1
icin 1li¢ tekrar, iskelet kasi hiicre hatlar1 i¢in i1ki tekrar olacak sekilde

gerceklestirilmigtir.
Molekiiler dinamik simiilasyonlart

Desminin ii¢ boyutlu yapisi, heniiz kristal yapis1 olmadig: i¢in, AlphaFold
Protein Structure Database’den almmistir (121,122). Analiz icin AF-P17661-F1
modeli segilmistir. Similasyon, TUBITAK-TRUBA alt yapis1 kullanilarak NAMD ve
VMD programlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir (123,124). Yoriingeler 50 ns’ye
kadar hesaplanmistir. Farkli konsantrasyonlarda alkol bulunan ortamlarda
gergeklestirilen simiilasyonlarda, protein iizerinde yapisal bir farklilik olusup
olusmadigmin incelenmesi i¢in Root Mean Square Deviation (RMSD) degerleri

hesaplanmigtir. Grafikler Grace (125) yazilimda olusturulmustur.
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4. BULGULAR

4.1 Desminin Karyoferin Bagimhi Mekanizma ile Cekirdek ve

Sitoplazma Arasinda Tasiniminin Arastirilmasi

4.1.1 Hucre dongusiu senkronizasyonu

Hiicre dongiisii senkronizasyonu igin aglik siiresi, hlcre sayisinin iki katina
¢ikma siireleri goz Oniine alinarak belirlenmistir. Bu siire TO033 hiicre hatt1 i¢in 40
saattir (126-128). Senkronizasyon i¢in hiicreler aglik besi yerinde (metiyonin
icermeyen besi yeri) 40 saat boyunca bekletildikten sonra aclik besi yeri ortamdan
uzaklagtirilmis ve standart biiyiime besi yeri eklenerek 24 saat boyunca tekrar hiicre
dongusune girmeleri icin beklenmistir (Sekil 4.1). Ardindan 6rnekler akim sitometresi
cihazi ile analiz edilmistir. Senkronizasyon sonuglar1 Sekil 4.1°de gosterildigi gibidir.
Akim sitometrisi sonuglar1 hiicrelerin biiyiik bir kismmin GI1 evresinde senkronize
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar aclik kosullarinin hiicre dongiisiiniin

senkronizasyonunda etkili oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.1. Hiicre dongiisii senkronizasyonu sonrasi hiicreler. A. Senkronizasyon
yapilmayan hiicrelerin ve senkronizasyonu yapilan hiicrelerin farkli
yogunluklarda, 151tk mikroskobu gériintiileri. Ustte insan iskelet kasi
hiicreleri, asagida fare iskelet kasi hiicreleri. Olgek: 1 cm. B. Akim
sitometrisi sonuglari. Ustte senkronizasyonu yapilan hiicrelere, altta
kontrol hiicrelere ait histogramlar gériinmektedir. Histogramlar hiicrelerin
basaril1 bir sekilde senkronize oldugunu gdstermektedir.

4.1.2 Immiinfloresan boyama ile farklilasma ve fiizyon oranlarinin

hesaplanmasi

Hucre dongulsi senkronizasyonu igin ag birakilan hiicrelerin, aglik sonrasinda
farklilagsma ve miyotiip olusturma kapasitelerinin etkilenmediginin gosterilmesi i¢in
hiicrelerde miyozin agir zincir (MHC) boyamasi gerceklestirilmis ve farklilagsma ile

flizyon oranlar1 hesaplanmustir.
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Farklilasma orani hesaplanirken MHC antikoruyla boyanan hiicrelerdeki
cekirdekler sayilmis ve bu deger alandaki toplam ¢ekirdek sayisina boliinmistiir (118).
T0033 insan miyoblast hiicre hatt1 i¢in farklilagma orani, farklilasma besi yerine
alindiktan sonraki 24. saatte %3, 28. saatte %7, 32. saatte %15 ve ve 48. saatte %17
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.2A). MHC boyama sonuglarin1 gosteren fotograflar
Sekil 4.2B’de sunulmustur.

Flzyon orani hesaplanirken ise iki veya daha fazla g¢ekirdek igeren, MHC
antikoruyla boyanan hiicrelerdeki ¢ekirdekler sayilmis ve alandaki toplam ¢ekirdek
sayisina boliinmiistiir (118). Hiicreler farklilagma besi yerine alindiktan sonra fiizyon
orani; 24. saatte %0, 28. saatte %6, 32. saatte %8 ve ve 48. saatte %28 olarak
hesaplanmistir (Bkz. Sekil 4.2A).

Sekil 4.2A’da sunulan grafiklerde gorildiigii lizere farklilasma ve fiizyon
oranlarinda diizenli olarak artig goriilmesi hiicrelerin aglik sonrasinda farklilasma ve
flizyon kapasitelerinin etkilenmedigini yani bir iskelet kasi hiicresinin yapmasi
gerektigi gibi biiylimeye ve farklilasmaya devam ettigini gostermektedir.

Desminin  ¢ekirdekte bulundugu miyojenik farklilasma asamasinin
belirlenmesi i¢in hiicrelerin senkronizasyonundan sonra transfeksiyon caligmalarina

baslanmistir.
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Sekil 4.2. Farklilasma sonrasi TO033 hiicreleri. A. Farklilasma ve flizyon oranlarini
gosteren histogramlar. Farklilagsma besi yeri eklendikten sonra fiizyon ve
farklilasma oran1 diizenli bir artig gostermektedir. B. Farklilasma besi yeri
eklendikten sonraki 24, 28, 32 ve 48. saatlerde MHC boyamasi. Fotografin
sol alt kdsesinde yer alan rakamlar farklilasma besi yeri eklendikten sonra
gecen siireyi saat olarak ifade etmektedir. Olgek 10 uM.
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4.1.3 Transfeksiyon ¢calismalar:

Transfeksiyon optimizasyon ¢alismalari hem fare iskelet kasi hiicrelerinde
(C2C12) hem de TO0033insan iskelet kasi hiicrelerinde gerceklestirilmistir.
Transfeksiyon basarisinin hesaplanmasi igin canlilik testi yapilmistir. Transfeksiyon
yapilmayan, 200 ng desmin vektoru ile transfeksiyonun yapildig: ve eGFP vektori ile
transfeksiyonun yapildigi insan iskelet kasi hiicreleri i¢in 6liim oranlari sirasiyla %18,
%24 ve %?2 olarak belirlenmistir. Fare iskelet kas1 hiicrelerinde ise bu oran %17, %17
ve %7 olarak belirlenmistir. Deneyler ii¢ tekrar olarak gergeklestirilmis ve sonuglar ti¢
tekrarin ortalamasi olarak sunulmustur. Transfeksiyonun yapildigi ve yapilmadigi
hiicreler arasinda 6liim oran1 agisindan bir farklilik olmamasi nedeniyle transfeksiyon

basarili kabul edilmistir.

Transfeksiyon etkinliginin %48 oldugu ideal vektdr konsantrasyonu
belirlendikten sonra (200 ng vektor), GFP etiketinin konumlanmasinin desmin protein
islevi tlizerinde bir etkisi olup olmadiginin anlagilmasi i¢cin eGFP’nin desminin hem
amino hem de karboksi terminaline eklendigi vektorler ve vektor kaynakli bir 6liim
olup olmayacaginin kontrolil olarak yalnizca eGFP ifade eden vektor ile transfeksiyon
gergeklestirilmistir. Hiicreler transfeksiyon sonrasi 3 gin (72 saat) boyunca takip
edilmis ve deney sonlandirilmistir. Sonuglar eGFP dizisinin desminin amino ya da
karboksil ucunda olmasinin desmin ifadesini etkilemedigini gostermistir (Sekil 4.3).
eGFP konumunun desmin ifadesine bir etkisi olmamas1 nedeniyle eGFP’nin desminin

karboksil terminalinde oldugu tasarim ile ¢alismalara devam edilmistir.
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DES-«CGFP

wGCFP-DES

Sekil 4.3. eGFP etikenin desminin amino ve karboksi uglarinda yer aldig: tasarimlar
kullanilarak yapilan transfeksiyon calismasina ait goriintiiler. Hicreler
transfeksiyondan sonra 72 saat boyunca takip edilmistir. Fotograflar 10X
objektif kullanilarak ¢ekilmistir. S: Saat, DES-eGFP: eGFP etiketinin
desminin karboksi ucunda yer aldig1 tasarim, eGFP-DES: eGFP etiketinin
desminin amino ucunda yer aldig1 tasarim.
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Ekzojen desmin ifadesinin, endojen desmin ifadesini etkilemediginin
dogrulanmasi i¢in transfeksiyon sonrasi 24 ve 48. saatlerde toplanan protein lizatlari
ve transfeksiyonun yapilmadigi, ¢ogalma asamasindaki hiicreler kullanilarak western
blot yapilmistir (Sekil 4.4). Membran desmini taniyan bir antikor ile isaretlendiginde
kuyucuklarda hem endojen desmin ifadesinin oldugunu gosteren 55 kDa’lik desmin
bandi hem de ekzojen olarak gonderilen eGFP etiketli desmininin ifade oldugunu
gosteren molekiiler agirligi desmin ve eGFP proteinlerinin toplamina tekabiil eden
yaklasik 82 kDa civarinda, (D 24 ve D 48 kuyucuklarinda) bir bant gériilmiistiir.
Kontrol olarak yalnizca eGFP ile transfekte edilen hiicrelerde de desmin ifadesi oldugu
goriilmiistir (G 24 ve G_48). Transfeksiyon yapilmayan hicreler ve hem eGFP
isaretli desmin ile hem de yalnizca eGFP ifade eden vektor ile transfeksiyonun
yapildig1 hiicrelerde desmin ifadesi agisindan istatistiki olarak anlamli bir fark yoktur
(Mann-Whitney U, p>0.05). Bu durum transfeksiyon isleminin hiicrelerde desmin

ifadesini etkilemediginin gostergesidir.
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~82 kDa

~55 kDa

Sekil 4.4. Transfeksiyon sonras1 desmin proteininin ifadesi. Ustte desmin antikoru ile
isaretlenen membran. Altta, yiikleme kontrolii olarak membranin ponceau
S boyamasi. %60: Ekim sonrasi %60 yogunlukta olup transfeksiyon
yapilmayan hticrelerden toplanan protein lizati; %90: Ekim sonras1 %90
yogunlukta olup transfeksiyon yapilmayan hicrelerden toplanan protein
lizat;; D 24: eGFP isaretli desmin kodlayan vektor ile transfeksiyonu
yapilan hiicrelerden transfeksiyon sonrasi 24 saatte toplanan protein lizati.
D_48: eGFP isaretli desmin kodlayan vektor ile transfeksiyonu yapilan
hiicrelerden transfeksiyon sonrasi 48 saatte toplanan protein lizati. G_24:
yalnizca eGFP ifade eden vektor ile transfeksiyonu yapilan hicrelerden
transfeksiyon sonrasi 24 saatte toplanan protein lizati. G _48: yalnizca
eGFP ifade eden vektor ile transfeksiyonu yapilan hicrelerden
transfeksiyon sonrasi 48 saatte toplanan protein lizati.

Transfeksiyon optimizasyonu tamamlandiktan sonra, literatlirde yapilan
calismalar incelendiginde desminin ¢ekirdek igerisine iskelet kasinin erken farklilasma

asamasinda, yani miyotilp olusumu esnasinda girdigine isaret eden verilere
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rastlanmistir (16,90,93,129). Desminin iskelet kas1 farklilagsmasinin hangi asamasinda
¢ekirdek icerisinde oldugunun anlasilmasi igin hiicrelerin eGFP isaretli desmin ifadesi
saglayan vektor ile transfeksiyonu gerceklestirilmistir. Transfeksiyon sonrasi
hlicrelerin, erken farklilasma baslangicinda (farklilasma besi yerine gegis yapildiktan
24, 28, 32 ve 48 saat sonra) %4 PFA ile fiksasyonu yapildiktan sonra DAPI ile
cekirdek boyamasi yapilarak konfokal mikroskop ile incelenmistir. Cekimlerde 0.5-
1.0 mikron araliginda degisen boyutlarda 11-15 kesit alinmistir (Sekil 4.5). Desminin
cekirdekte  konumlanmasi  degerlendirilirken es  lokalizasyon  analizleri
gerceklestirilmistir. Es lokalizasyon analizleri desmin (yesil sinyal) ve ¢ekirdek (DAPI
sinyali) icin Fiji (120) programinda Coloc 2 eklentisi kullanilarak yapilmistir. Es
lokalizasyon belirteci olarak Pearson korelasyon katsayist kullanilmigtir (130). TO033
insan iskelet kasi hlcrelerinde desmin ve DAPI 1simalar1 i¢in Pearson korelasyon
katsayilari, 24. saat i¢in 0.32, 28. saat igin 0.3, 32. saat igin 0.26 ve 48. saat i¢in 0.24
olarak hesaplanirken C2C12 fare iskelet kasit hiicrelerinde 24. saat i¢in 0.26, 28. saat
icin 0.7, 32.saat igin 0.6 ve 48. saat i¢in 0.25 olarak hesaplanmistir. Pearson
korelasyon katsayisinin 0’dan yiiksek bir degerde olmasi desminin ¢ekirdek icerisinde
konumlandigini géstermektedir.

Analizler desminin farklilasma besi yerine gegis sonrasi 24.saatten itibaren

cekirdek igerisinde bulundugunu gostermektedir (Sekil 4.5).
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Desmin DAPI Desmin + DAPI

24 saat

28 saat

32 saat

48 saat
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Desmin Desmin + DAPI

24 saat

28 saat

32 saat

48 saat

Sekil 4.5. insan (A) ve fare (B) iskelet kas1 hiicrelerinde desminin cekirdekte
konumlanmasimi  gosteren fotograflar. Desmin, c¢ekirdekte erken
farklilasma doneminde goriilmiistiir. Goriintiiler konfokal mikroskopta,
63X objektif kullanilarak ¢ekilmistir. Olgek 10 uM
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4.1.4 Desminin ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda tasiniminin incelenmesi

Desmin tzerinde bulunan NLS dizileri ve NES’in islevsel olup olmadiginin ve
desminin ¢ekirdek-sitoplazma arasindaki tagimiminin karyoferin bagimli olup
olmadiginin anlasilabilmesi i¢in insan ve fare iskelet kas1 hlcrelerinin sinyal dizileri
cikarilan mutant vektorler ile transfeksiyonu gergeklestirilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6’da goriildiigii lizere yabanil tip desmin ifade eden plazmitlerle
transfeksiyonu yapilan hiicrelerde desmin DAPI sinirlart igerisinde yogun olarak
gozlenirken, mutant vektorlerle transfeksiyonu yapilan hiicrelerde desmin ¢ekirdek
icerisinde ya hi¢ goriilmemektedir ya da ¢ok diisiik sinyal vermektedir. Yabanil tip ve
mutant desmin dizilerinin ¢ekirdek igerisindeki konumlarinin degerlendirilmesi i¢in es
lokalizasyon analizleri yapilmistir. Es lokalizasyon belirteci olarak Pearson
korelasyon katsayis1 kullanilmigtir (130) (Sekil 4.7).

NLS dizilerinin silindigi mutant vektorlerle transfeksiyonu yapilan hiicrelerde
desmin-DAPI es lokalizasyon katsayis1 (Pearson degeri) istatistiksel olarak anlamli
bicimde, yabanil tip desmin ile transfeksiyonu yapilan hiicrelere gore daha diistiktiir.
Bu veriler desmin iizerindeki her iki potansiyel NLS’nin de islevsel oldugunu
gostermektedir. Ote yandan, in silico analizlerle belirlenen potansiyel NES dizisinin
islevsel olmast durumunda NES dizisi ¢ikarilan mutant vektoriin ¢ekirdek icerisinde
birikimi beklenmekteydi. Ancak hem insan hem de fare miyoblast hiicre hatlarinda
yapilan ¢aligsmalarin sonuglart NES mutasyonu tagiyan vektorle transfeksiyonu yapilan
hiicrelerde es lokalizasyon oraninin yabanil tipe oranla daha diisiik oldugunu
gOstermektedir. Bu durum NES dizisinin desminin cekirdekten sitoplazmaya
tasinmasinda etkili olmadigin1 géstermektedir. Ancak ¢ekirdege girisinin azalmasini
aciklayacak bir veri elde edilememistir. NES dizisi desminin rod domaininde, sarmal
1B’de konumlanmaktadir. Eger bu bolge desminin ¢ekirdek icindeki gorevleri ile
iliskili ise, bolgedeki mutasyon islevini engelledigi i¢in desminin ¢ekirdekten segici
olarak ¢ikarilmasina sebep olabilir. Ancak desminin cekirdekte diisilk miktarda

g6zlenmesinin nedeni kesin olarak bilinmemektedir.
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[ Yabanil tip NLS 2.9 NE
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Sekil 4.6 NLS ve NES dizileri ¢ikarilmis mutant desmin dizileri ile yabanil tip desmin
dizisi ile transfeksiyon yapilan hiicrelere ait konfokal goriintiisii. A. Insan
miyoblast hicreleri. B. Fare miyoblast hiucreleri. Yabanil tip hiicrelerde
desmin yogun sekilde DAPI sinirlari i¢in konumlanirken, mutant dizilerin

cok az ya da hi¢ konumlanmadig1 goézlenmektedir. NLS 2.9 ve NLS 3.2
sirasiyla skorlar1 2.9 ve 3.2 olan NLS’leri dizileri ifade etmektedir.
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Sekil 4.7. NLS ve NES dizileri ¢ikarilmig mutant desmin dizileri ile yabanil tip desmin
dizisi ile transfeksiyon yapilan hiicrelerde es lokalizasyon
degerlendirilmesi. A. Insan iskelet kas1 hiicre hatt1. B. Fare iskelet kas1 hiicre
hattt. Yabanil tip ve mutant diziler ile transfeksiyonun gerceklestirildigi
hlcrelerin Pearson degerlerinin karsilastirilmasi igin Mann-Whitney U testi
kullanilmustir. (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0,001)

Desminin mutant hticrelerde cekirdekte daha az gorulmesinin sebebinin
transfeksiyon ve hiicre i¢i ifade edilme etkinliginden bagimsiz oldugunun gosterilmesi
icin floresan yogunluk analizleri yapilmistir. Floresan yogunluk analizlerine gore
insan ve fare iskelet kasi hiicrelerinde, yabanil tip ve mutant desmin vektdrlerinin
1sima yogunluklar1 agisindan anlamli bir farklilik yoktur (Tablo 4.1). Sonuglar
desminin, mutant vektorlerin ifade edildigi hiicrelerde c¢ekirdekte daha az
gozlenmesinin deneysel kosullardan bagimsiz oldugunu gostermektedir. Tablo 4.1°de
yabanil tip ve NLS/NES dizileri silinen desmin vektorleri ile transfeksiyonu
gerceklestirilen hiicrelerde floresan yogunluklarin karsilastirilmasi sunulmustu.
Amino ucundaki NLS dizisi silinen vektér (NLS29) ve yabanil tip vektor (YT) ile
transfeksiyonu gergeklestirilen hiicrelerin floresan yogunluklari arasinda anlamli bir
fark yoktur (Bkz. Tablo 4.1). Karboksil ucundaki NLS dizisi silinen vektor (NLS32)
ve yabanil tip vektor (YT) ile transfeksiyonu gergeklestirilen hiicrelerin floresan
yogunluklari arasinda da istatiski olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Bkz.
Tablo 4.1). Yine tablo 4.1’te goriildigii tizere NES dizisi silinen vektdr (NES) ve
yabanil tip vektoriin (YT) ile transfeksiyonu gergeklestirilen hiicrelerin floresan

yogunluklari arasinda da istatiski olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.
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Tablo 4.1. Floresan yogunluk analizi sonucu p degerlerinin karsilagtirilmasi.

p degeri
insan hiicreleri Fare hucreleri
YT-NLS29 0.7595 0.2111
YT-NLS32 0.499 0.8567
YT-NES 0.0517 0.1819

4.15 Cekirdek ve sitoplazma arasinda tasinim mekanizmalarinin

baskilanmasi

Tez caligmasmin hipotezi, desmin Uzerindeki NLS ya da NES dizilerinin
islevsel olmas1 durumunda ¢ekirdek ve sitoplazma arasindaki taginiminin karyoferin
bagimli mekanizma ile gerceklesecegidir. Potansiyel NLS dizilerinin islevsel
oldugunun kanitlanmasini takiben verilerin dogrulanmasi i¢in e GFP isaretli yabanil tip
desmin ifade eden vektorle transfekte edilen hiicrelere, c¢ekirdek igerisine taginim
mekanizmasinin baskilanmasi i¢in importin a/B° yi inhibe eden, ivermektin ajani
uygulanmigtir (131).

Cekirdek igerisine tasimim mekanizmasinin baskilanmasi i¢in, hicrelere 4 saat
boyunca ivermektin uygulamasi yapilmis ve takiben E2F proteini igcin boyama
yapilmistir. E2F hiicre doéngusiunde goérev alan bir transkripsiyon faktorudir ve
¢ekirdekte konumlanmaktadir (132). Ivermektinin ¢ekirdek igerisine tasmimi basarili
sekilde baskiladigi durumda E2F’nin ¢ekirdekte konumlanmamasi beklenmektedir.
Literaturde ivermektinin uygulama siiresi ve konsantrasyonu sirasiyla 4 saat ve 25 uM
olarak belirtilmistir (133). Calismalara baslamadan 6nce insan iskelet kasi hicre
hattinda optimizasyon caligmalar1 yapilmistir. Elimizde hali hazirda bulunan E2F
antikoru fare kokenli oldugu i¢in, fare iskelet kas1 hiicre hattinda arka plan 1s1masiin
deney sonuglarmi etkileme ihtimali g6z tiniine almarak E2F immiinfloresan boyama
caligmalar1 yalnizca insan iskelet kasi hiicre hattinda gerceklestirilmistir. Hiicrelere 4
saat boyunca dort farkli konsantrasyonlarda (5 uM, 15 uM, 25 uM ve 50 uM)

ivermektin uygulamasi yapilmig ardindan hiicreler tespit edilerek E2F boyamasi
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yapilmistir (Sekil 4.8). 5 uM ve 15 uM uygulama yapilan hiicrelerde E2F ¢ekirdek
igerisinde konumlanirken 25 uM uygulama yapildiginda E2F nin ¢ekirdekte olmadigi
gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.8). Bu sonuglar ivermektinin 4 saat sureyle 25 uM
uygulandig1r durumda hiicrede ¢ekirdek igerisine taginimi baskiladigini dogrulamistir
(Bkz. Sekil 4.8). 50 uM ivermektin uygulandigr durumda hiicrelerde yiiksek oranda
Olim oldugundan otiirii, lamel {izerinde hiicre kalmamasi nedeniyle E2F boyamasi

yapilmamustir.
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5uM

1SUM-

25 uM

Sekil 4.8 Insan miyoblast hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda ivermektin
uygulamasi sonras1 E2F (yesil) ve DAPI (mavi) boyamasi.

fvermektin uygulama siiresi ve konsantrasyonunun optimizasyonundan sonra
insan ve fare iskelet kas1 hiicrelerinde yabanil tip desmin ifadesi saglayan vektorlerle
transfeksiyon gergeklestirilmis ve transfeksiyon sonrasi ivermektin uygulamasi
yapilmistir. Konfokal mikroskopla goriintiileme yapildiktan sonra es lokalizasyon
analizi gerceklestirilmistir. Pearson es lokalizasyon degerleri ivermektin uygulanan
hiicrelerde, ¢ekirdek igerisine tasinimin, uygulanmayan hiicrelere oranla istatistiksel

olarak anlamli bi¢imde diisiik oldugunu gostermistir (Sekil 4.9).
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Bu sonuglar desmin tizerindeki NLS’lerin islevsel oldugunu gosteren sonucu

desteklemektedir.
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D
.

Sekil 4.9. Ivermektin uygulamasi sonrasi es lokalizasyon analizi sonuglarini gosteren
grafikler. A. Insan iskelet kas1 hiicre hattinda uygulama sonras1 Pearson
degerlerinin karsilastirilmast (Nkontroi=89; Nivermekiin=93) B. Fare iskelet kasi
hiicre hattinda uygulama sonrasi Pearson degerlerinin karsilastirilmasi
(Nkontroi=61; Nivermekiin=64). (Kontrol: ivermektin uygulamasi yapilmayan
hiicreler) C. Insan iskelet kasi hiicrelerinde ivermektin uygulanan ve
uygulanmayan hucrelerin gorintisi. D. Fare iskelet kasi hiicrelerinde
ivermektin uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerin gorintisi. Istatistiki
olarak anlamliligin karsilastirilmas1  i¢in  Mann-Whitney U testi
kullamilmistir. (**: p<0.01; ***: p<0,001). Olgek: 5 uM.

IVM uygulamasi yapilan hiicre

IVM uygulamasi yapilmayan hiicre
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4.2 Desminin karyoferin bagimsiz mekanizma ile tasmiminin

arastirillmasi
4.2.1 Cekirdek icerisine tasinim deneyleri

Desminin cekirdek icerisine karyoferin bagimsiz mekanizma ile tasinip
tasinmadiginin  aydinlatilmas:  i¢in  ¢ekirdek igerisine tagiim  deneyleri
gerceklestirilmistir (4,134). Cekirdek igerisine tasinim deneyleri temel olarak
tasinimdan sorumlu faktorleri igeren plazma, hiicre zar1 ve sitozol ortamdan
uzaklastirilirken, ¢ekirdek zarfinin biitiinliigliniin  korunmasmma ve tasmim
mekanizmasinin sitozolik faktdrlerin ortama kontrollii eklenmesiyle geri kazanimi
prensibine dayanir.

Calismada oncelikli olarak hiicre zarmin permeabilizasyonu igin uygulanacak
olan digitonin konsantrasyonu ve uygulama siiresinin ¢alismada kullanilan hiicreler
icin optimizasyonu yapilmistir. Bu amagla digitonin uygulamasi yapilan hiicrelerde
cekirdek zarfi biitlinliigliniin kontrolii amaciyla, ¢ekirdek zarfi proteini olan emerin
icin immiinfloresan boyama yapilmustir (Sekil 4.10). Sekil 4.10°da goriildiigii iizere
digitonin ile permeabilizasyonu yapilmayan hiicrelerde ¢ekirdek etrafinda emerin
boyamasi gozlenirken, permeabilizasyon yapilan hiicrelerde gorulmemektedir. Bu
veriler uygulanan siire ve konsantrasyonun uygun oldugunu gostermektedir. Digitonin
icin uygun konsantrasyon ve uygulama suresi belirlendikten sonra ¢ekirdek icerisine

tasinim deneyleri gerceklestirilmistir.



Emerin IDAP

Digitonin +

Digitonin -

Sekil 4.10. Digitonin ile permeabilizasyonu yapilan (Digitonin +) ve yapilmayan
(Digitonin -) hiicrelerde emerin boyamasi.

Cekirdek igerisinde tasimim deneyleri i¢in floresan fuzyon proteinler (FFP)
kullanilmas1 planlanmis ancak rekombinant proteinler floresan isaretli olarak
sentezlenememistir. Bu nedenle 10X His etiketi ile saflagtirilan rekombinant desmin
kullanilmustir.

Rekombinant proteinlerin  10X-His etiketi ile sentezlenmesi sebebiyle
proteinlerin floresan mikroskop altinda dogrudan gézlenmesi mumkiin olmadigindan
proteinlerin isaretlenmesi igin bir antikor kullanilmasi1 gerekliligi dogmustur. Fakat
uygun bir 10X-His tag antikoru bulunamamistir. Bu sebeple ¢ekirdek tasimmim
deneyleri sonrasinda rekombinant desminin, desmin antikoru ile isaretlenmesine karar
verilmistir. Ancak insan ve fare iskelet kasi hiicreleri endojen olarak desmin
sentezledikleri i¢in, endojen desmin kaynakli olabilecek bir 1s1manmn deney
sonuglarini etkilemediginden emin olmak i¢in, deneyler insan ve fare miyoblast hiicre

hatlarina ek olarak desmini endojen olarak sentezlemeyen insan adenokarsinoma epitel
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hiicre hattinda da (HeLa) gerceklestirilmistir. Desmin ve ¢ekirdege tasinmadigi bilinen
bir polisakkarit olan dekstran, kontrol olarak kullanildiginda (4), her ii¢ hiicre hattinda
da dekstran ve desmin ¢ekirdekte goriilmemistir (Sekil 4.11). Desminin ve dekstranin
cekirdek icerisindeki varliginin degerlendirilmesi i¢in es lokalizasyon analizleri Fiji
(120) programinda Coloc 2 eklentisi kullanilarak yapilmistir. Es lokalizasyon belirteci
olarak Pearson korelasyon katsayisi kullanilmistir (130). Sekil 4.11°de goriildiigii
iizere desmin ve dekstranin Pearson korelasyon katsayilari arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktadir.

Cekirdek igerisine tasinim deneyleri desminin karyoferin bagimsiz olarak
cekirdek icerisine tasinmadigini géstermektedir.
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Sekil 4.11. Cekirdek igerisine taginim deneyleri. Solda rekombinant desmin ve
dekstran uygulamasi1 yapilan hiicrelere ait kesitler, sagda desmin ve
dekstran icin es yerlesim analizi sonuglar1. A. Insan iskelet kas1 hiicreleri
(T0033) (Ndesmin=60; Ndekstran=53), B. Fare iskelet kas1 hiicreleri (C2C12),
(Ndesmin=57; Ndekstran=65), C. Insan servikal kanser hiicre hatt: (HelLa),
(Ndesmin=53; Ndeksran=41). Karsilastirmada Mann-Whitney U testi
kullanilmistir. Yesil: desmin veya dekstran, Mavi: DAPI ile ¢ekirdek
boyamasi.
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4.2.2 Desminin yiizey hidrofobikliginin arastirilmasi

Desmin amfifilik o6zellikte bir rod domainine sahiptir ve cekirdek por
kompleksinden yapisal degisimlerle yiizey hidrofobikligini degistirerek gegebilmesi
beklenmektedir. Bu hipotezi test etmek amaciyla rekombinant desmin, floresan 4,4 -
bis-1-anilinonaphthalene 8-sulfonate (bis-ANS) probuyla muamele edilmistir. bis-
ANS molekiiller iizerinde hidrofobik bir yiizeye baglandigi durumda floresan 1s1ma
yapmaktadir. Kontrol olarak hidrofobik 6zellikte oldugu bilinen BSA kullanilmistir
(135,136). Esit miktarda BSA ve rekombinant desmin, %55 etanol varliginda ve
yoklugunda 10 uM bis-ANS iceren PBS igerisinde ¢oziildiigiinde, desmin sinyal
yogunlugunun BSA’dan istatistiksel olarak anlamli oranda daha yiiksek oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.12A). Bu veriler, desminin cekirdek por kompleksinin
hidrofobik ortamma uyum saglamak ve nuplar ile etkilesime girmek igin yapisal
degisime ugrayabilecegi anlamima gelmektedir. Ek olarak alkol eklenmeyen
kosullarda desminin sinyal yogunlugunun BSA'ya oranla énemli 6l¢ude daha yiiksek
oldugu goézlemlenmistir; bu durum muhtemelen ylizeyde agikta kalan ve antijenik

olma potansiyeli tasiyan hidrofilik bolgelerden kaynaklanmaktadir.

A o . *
o
4004 s
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Sekil 4.12. Hidrofobik ortamda desminin yapisal degisimi. A. %0 ve %55 etanol
varliginda desmin ve BSA icin floresan sinyal yogunluklar1 (RFU*). Ug
farkli 6l¢iimiin degerleri ortalama + sd olarak temsil edilmistir. B.
Desmin sarmallarmin sarmal tekerlek gosterimleri* (RFU: Bagil
floresans birimi). Hidrofobik amino asitler sar1 renkle gdsterilmistir. Gri,
kirmizi ve mavi sirastyla polar, asidik ve bazik amino asitleri temsil
etmektedir.
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Desmin amfifilik 6zellikte bir rod domainine sahiptir (113) ve bu domain,
sarmal la, sarmal 1b, sarmal 2a ve sarmal 2b seklinde adlandirilan dért sarmaldan
olusmaktadir. Cekirdek por kompleksinden taginimdan sorumlu olabilecek hidrofobik
amino asitlerin, desmin rod domaini tizerlerindeki konumlarini gostermek ve desminin
yapisal degisimini in silico verilerle desteklemek amaciyla desmin sarmallarinin
sarmal cark temsili (helical wheel represantation) olusturulmustur (137). Sarmal cark
temsilini olusturmak i¢in, sarmal la ve sarmal 2a'nin tam amino asit dizisi ve sarmal
1b (208-230. amino asitler) ve sarmal 2b'nin hidrofobik bélgeleri (385-400. amino asit)
kullanilmistir. Sekil 4.12°de gosterildigi Uzere desmin sarmallarinin hidrofobik
bolgeleri bir koridor olustururcasina igeriye dogru poziyon almistir. Sarmal iginde
gizlenen bu bdlgeler, ¢ekirdek por kompleksiden taginim sirasinda nuplarla etkilesime
girebilir.

Son olarak desminin yapisal degisimlerinin analizi i¢in, Nanoscale Molecular
Dynamics (NAMD) ve Visual Molecular Dynamics (VMD) yazilimlar1 kullanilarak
molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gerceklestirilmistir. Desminin hidrofobik bir
ortamda yapisal degisim gegirip ge¢irmediginin anlasilmasi i¢in desminin fizyolojik
kosullarda ve %45, %55 ve %65 alkol igeren ortamdaki davranisi 50 nano saniye
boyunca takip edilmistir. Analizler TUBITAK-TRUBA alt yapis1 kullanilarak
gergeklestirilmistir. Desminin fizyolojik kosullar ve %45, %55 ve %65 alkol iceren
kosullardaki davranisi Root Mean Square Deviation (RMSD) degeri kullanilarak
degerlendirilmistir. RMSD, bir protein omurgasindaki ilk yapisal durumdan son
konumuna kadar olan farki 6l¢gmek i¢in kullanilir. Birebir ayn1 olan yapilarda RMSD
degeri 0’a esitken iki yapi birbirinden farklilastik¢a deger yiikselir (138). Sekil 4.13’te
goriildiigii lizere desmin, ortam hidrofobikligi arttik¢a yapisal degisme ugramaktadir.
Ozellikle %45 oraninda alkol, ciddi yapisal degisimlere sebep olmaktadir. Ttim bu
veriler desminin hidrofobik bir ortamda yapisal degisim gegirdigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.13. Desminin fizyolojik kosullarda (su) ve artan alkol konsantrasyonlarinda
RMSD degerleri.
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda desminin cekirdek-sitoplazma arasi taginim
mekanizmalarinin aydinlatilmasi amaglanmstir.

Desmin tzerinde bulunan aday NLS ve NES dizileri (Bkz. Sekil 2.5) desminin
cekirdek-sitoplazma aras1 karyoferin bagimli bir mekanizma ile tasmnabilecegini
onerirken amfifilik 6zelligi ve cekirdek-sitoplazma arasi tasinimin gergeklestigi
cekirdek por kompleksini olusturan nup proteinleri ile etkilesimde olmasi, desminin
cekirdekten sitoplazmaya ya da sitoplazmadan ¢ekirdege tasinimda karyoferin
bagimsiz bir mekanizmay1 tercih edebilecegine isaret etmektedir.

Tez kapsaminda desmin tlizerinde bulunan NLS ve NES dizilerinin islevselligi,
insan ve fare iskelet kas1 hiicrelerinde incelenmistir. Bu amagla oncelikli olarak hticre
dongiisii senkronizasyonu gerceklestirilmistir. Cekirdege taginan proteinlerin hiicre i¢i
davranislar1 hiicre dongiisii ve/veya disaridan gelen sinyaller ile iligkilidir (139).
Ornegin bir transkripsiyon faktorii c-jun’un ¢ekirdek igerisine tasinimi, hiicre dongiisii
ile iliskili degilken, v-jun’un tasinimi hiicre dongiisiine bagimlidir (140). Benzer
sekilde ¢ekirdek i¢ membrani ile iligkili ara filament proteini lamin B2’nin hiicre
dongiisiiniin interfaz asamasinda cekirdek igerisine tasiimi, NLS yakinindaki serin
rezidiilerinin fosforilasyonu ile iliskilidir (141). Hucre dongusuniin belirli bir
asamasinda desminin ¢ekirdege tasinmasi gerekebilir. Bu durumda desmin tzerindeki
NLS’ye ihtiyag olacaktir. Gerek desminin c¢ekirdege tasinmasinin hiicre déngusunin
belirli bir asamasinda olmas1 gerekse desminin iskelet kas1 farklilagmasinda da gorev
alabilecegine dair bulgularin varlig1 goz 6niine alinarak (13-16), hiicrelerin senkronize
edilmesine gerek duyulmustur. Hiicre Kkiiltiirii caligmalarinda, hiicre dongiisii
senkronizasyonu i¢in ¢ok c¢esitli yontemler bulunmakla birlikte, hiicre boliinmesini
durdurmak i¢in kullanilan bu yontemler genellikle besi yerinden serumun g¢ekilmesi
yaklagimini temel alir. Ancak serum achgi iskelet kasi hiicrelerinde farklilasmay1
tetikledigi i¢in tercih edilen bir yontem degildir (142). Bu sebeple hiicre blylmesi igin
gerekli ancak canlilik i¢in zaruri olmayan metiyonin amino asiti besi yerinden
cekilerek hiicreler amino asit agligina baruz birakilmistir. Hiicreler sayilarini iki katina
cikarma siireci boyunca metiyonin icermeyen besi yerinde tutularak a¢ birakilmis ve
hiicre dongiisii GO/G1 evresinde durdurulmustur (Bkz. Sekil 4.1). Ardindan, stres

sonrasi hiicrelerin herhangi bir olumsuzluga maruz kalip kalmadiginin incelenmesi
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icin iskelet kasi farklilasma belirteci olan MHC proteini i¢in boyama yapilarak,
hiicrelerin farklilasma ve flizyon kabiliyetlerini koruyup korumadigi incelenmistir.
Hiicrelerin aglik sonrasi farklilagsma ve flizyon yeteneklerinin korunmasi aclik gibi
onemli bir stres faktoriinden negatif etkilenmediklerini gostermistir (Bkz. Sekil 4.2).
Ardindan desminin ¢ekirdekte bulundugu iskelet kasi farklilasma donemi
arastirilmistir. Literatiirde desminin ¢ekirdekte konumlanmasi ve gorevleri ile ilgili
cok sayida caligma (9-16) mevcut olmakla beraber, bu c¢alismalarin higbirinde
desminin ¢ekirdekte konumlandigi iskelet kas1 farklilasma asamasi ile iligkili somut
bir bilgi bulunmamaktadir. Iskelet kas1 farklilasmasi farkli asamalardan olusmaktadir.
Bu asamalar, adanmiglik (commitment), hiicre dongiisiinden ¢ikis, farklilasmanin
baslangici (erken farklilasma) ve miyotiip olusumudur (geg farklilagsma). Her asamada
Ozgiil sinyal yolaklar1 ve transkripsiyon faktorleri hiicre kaderinin belirlenmesinde
gorev alir (143). Eger desmin, ¢ekirdek igerisinde bir transkripsiyon faktoru olarak
gorev aliyorsa erken farklilasma doneminde c¢ekirdek igerisinde olmasi
beklenebilecegi gibi, farklilasmani tamamlandigi olgun miyotiiplerde de desminin
kas iglevinin devamliligmin saglanmasi agisindan (Sinyal iletimi, transkripsiyonel
kontrol vb.) cekirdek icerisine girmesi beklenebilir. Literatiirde iskelet kasi
hicrelerinin ¢ogalma, farklilasma, stres, hastalik gibi farkli hiicresel kosullarda
cekirdek igerisine taginim icin degisiklik gosteren ihtiyaclara uyum saglamak amaciyla
cekirdek-sitoplazma arasi tasimimda degisikliler yaptigi bildirilmistir (144). Yani
cekirdek-sitoplazma arasindaki tasinim hiicresel kosullarla dogrudan iliskilidir. Bu
dogrultuda insan iskelet kas1 hiicrelerinin floresan etiketli desmin ifade eden bir vektor
ile transfeksiyonu gerceklestirilmis ve iskelet kasi farklilasmasinin farkli
asamalarindaki hucreler konfokal mikroskopi ile incelenerek desminin erken
farklilasma doneminde ¢ekirdekte oldugu gosterilmistir (Bkz. Sekil 4.5). Desminle
ilgili yapilan onceki ¢aligmalar desminin kas ile iliskili transkripsiyon faktorlerini
lamin B ile etkileserek aktiflestirebilecegini (13), kalp kasi hiicrelerinde, kalp kasi
farklilagmasinin temel 6geleriyle birlikte ayni transkripsiyon faktdrii kompleksinde
yer aldigin1 (16) ve bazi transkripsiyon faktorlerinin g¢ekirdek igine tasinmasina
yardimct oldugunu (93) goOstermektedir. Dolayisiyla, desminin gekirdek igine
tasimiminin erken farklilasma doneminde olduguna dair elde edilen bulgular literatir

ile uyumludur.
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In silico analizler desmin Ulzerinde iki adet potansiyel NLS ve bir adet NES
dizisi bulundugunu gostermektedir (Bkz. Sekil 2.5). Dizilerin islevselliginin
arastirilmasi i¢in, bu bolgeler desmin dizisinden ¢ikarilarak mutant desmin ifadesi
saglayan vektorler olusturulmustur. Olusturulan vektorlerin insan ve fare iskelet kasi
hicrelerine transfeksiyonu gergeklestirilmistir. Cekirdek isaretlemesi ve gekirdekteki
desmin sinyali icin es lokalizasyon analizleri gerceklestirildiginde, NLS dizisi silinen
vektorlerle transfekte edilen hiicrelerde, desminin g¢ekirdekteki konumlanmasinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi gorilmiistir (Bkz. Sekil 4.6 ve 4.7).
Sonuglar her iki NLS dizisinin de islevsel olduguna isaret etmektedir. Literaturde bir
protein Gzerinde birden fazla islevsel NLS’nin bulundugu 6rnekler mevcuttur (145—
149). Tez kapsaminda elde edilen veriler NLS dizilerinden herhangi birinin
silinmesinin desminin cekirdege tasiimini 6nemli Olglide azalttigini gostermistir
(Bkz. Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). Tez kapsaminda es zamanli olarak NLS dizilerinin ikisi
birden silinmemistir. Bu nedenle bu tez kapsaminda elde edilen veriler bu sinyallerin
birbirinden bagimsiz olarak mi1 yoksa birlikte mi caliggina dair bir veri
saglayamamustir. Literatirde birden fazla islevsel NLS dizisi tagiyan proteinin varligi
bildirilmis olmakla beraber, tek bir protein i¢in neden birden fazla NLS dizisi oldugu
belirsizligini korumaktadir. Baz1 ¢alismalar, farkli NLS dizilerinin ¢ekirdege taginim
etkinligi arttirmak i¢in birlikte ¢alistigini ileri siirerken (56,57) bazi ¢alismalar da farkli
NLS dizilerinin degisik hticre tiplerinde, farkli karyoferin ailesi tyeleri tarafindan
taninabileceklerini gostermektedir (58).

Desmin Uzerindeki NLS’lerden bir tanesi (skoru 2.9 olan) proteinin amino
ucunda konumlanirken, ikinci NLS rod domaininde konumlanmaktadir (Sekil 5.1).
Ara filament proteinlerinin amino ucu, filamentlerin bir araya gelmesi ve
ayrilmasindan (polimerizasyon-depolimerizasyon) sorumluyken rod domaini sarmal
yapinin olugsmasindan sorumludur (150-153). Desminin amino ucu ayni zamanda
yogun bir PTM bélgesidir (Bkz. Sekil 5.1). Sinyal dizilerinin protein Gzerindeki
konumlanmalar1 (Bkz. Sekil 5.1), amino ucunda konumlanan sinyal dizisinin, hiicrede
0 anda aktif olan sinyal yolaklar1 aracilig1 ile etkinlesebilecegine isaret etmektedir zira
bu bolgede yer alan PTM’ler hiicre dongiisii siiresince ara filamentlerin organizasyonu
ve yapilanmasi ile iligkilidir (151). Desmin Uzerinde yer alan PTM bolgeleri Sekil

5.1°de gosterilmistir. Desminin tiim PTM’leri arasinda, amino ucu fosforilasyonunun
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desminin hiicre i¢i konumlanmasinda en Onemli yere sahip olan PTM oldugu
diistintilmektedir. Amino ucunun fosforilasyon durumu ara filament proteinlerinin
polimerizasyon-depolimerizasyon durumlariin belirlenmesi ile iligkilidir (154—156).
Hobbs ve ark. (1) tarafindan yayinlanan bir ¢alismada ¢ekirdege gidecek ara filament
proteinlerinin kii¢clik boyutlu olmalar1 (6rnegin yeni sentezlenmis olmak) ve protein-
protein etkilesimleri ya da PTM’ler aracilifiyla isaretlenmelerinin beklendigi
belirtilmektedir (1). Amino wucundaki PTM’lerin desminin polimerizasyon-
depolimerazyon durumuyla iligkili oldugu g6z Oniline alindiginda, amino ucunda
konumlanan NLS’nin  polimerizasyon-depolimerizasyon dongiisii ~ esnasinda
aktiflesebilecegini ve ¢ekirdek igerisine taginacak olan desmin filamentlerinin bu
asamada fosforilasyon ile isaretlenebilecegini diisiindiirmektedir.

Literatirde desminin amino ucunun islevleriyle iliskili olarak yapilan farkli
caligmalar da mevcuttur. Hollrigl ve ark. (2007) tarafindan gerceklestirilen
calismalarda desminin amino ucunda, 31 ve 32. pozisyonlarda bulunan serin amino
asitinin alanine donistiiriilmesi durumunda kalp kasi hiicrelerinde farklilagsma
oraninda azalma tespit edilmistir (150). Amino ucunda yerlesim gosteren NLS dizisi
31 ve 32. pozisyonlardaki amino asit dizilerini de kapsamaktadir. Bu veriler bu
bolgede yer alan NLS’nin islevsel oldugu verisini desteklemektedir.

a-sarmal rod domaininde konumlanan NLS ve NES dizilerinin konumlandigi
bolgelerde asetilasyon ve iibikiitinlenme oldugu da goriilmektedir (Bkz. Sekil 5.1).
Ubikiitinlenme protein yikimi ile iliskiliyken, asetilasyon protein ¢oziiniirliigii
(solubility) ile iliskilidir. Dolayisiyla bu PTM’lerin sinyal aktivasyonu ile dogrudan

iligkisi gériinmemektedir.
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| Amino ucu | u-sarmal rod | Karboksil ucu |
I | I 1

R10-842 A192-1200 E282-A313

L1 L12 TTaa 1IN
i — N L R A R coon

109 141 152 252 269 R 296 412

Sekil 5.1. Desmin tzerinde NLS'lerin, NES'in ve PTM'lerin konumlanmasi. Desmin
470 amino asitten olusur ve a-sarmal rod domaini ile amino ve karboksil
uglar1 olmak iizere ii¢ bolgeden olusur. a-sarmal rod domaini sarmal 1A,
sarmal 1B, sarmal 2A ve sarmal 2B ile sarmallar aras1 baglayic1 bolgelerden
(L1, L12, L2) olusur. Alt simge numaralart amino ucu, a-sarmal rod
domaini ve karboksil uc¢larinin hangi amino asitte baglayip bittigini
gostermektedir. Sekilde agik gri tiggenler NLS'lerin, mavi tiggen ise NES'in
desmin proteini Uzerindeki lokalizasyonunu gostermektedir. Asagiya
uzanan gri ¢izgiler fosforilasyonu, mavi c¢izgiler asetilasyonu ve yesil
cizgiler Obikutinlenme bolgelerini  gostermektedir. PTM  verileri
PhosphoSitePlus veri tabanindan elde edilmistir (157). A: Alanin; E:
Glutamat; G: Glisin; K: Lizin; L: L&sin; P: Prolin; R: Arjinin; S: Serin;
T:treonin; Y: Tirozin. Kural-Mangit ve ark. (158)’dan uyarlanmistir.

NLS dizilerinin silinmesi durumunda es lokalizasyon analizi sonuglarina gore
desminin cekirdekte daha diisiik oranda gOrtlmesi (zerine, dizilerin islevsel
oldugunun dogrulanmasi i¢in hiicrelere importin o/f aracilikli tasinim mekanizmasini
baskilayan ivermektin uygulamasi yapilmistir (159). Uygulama sonrasinda desminin
cekirdek icerisinde konumlanmasinin istatistiksel olarak kayda deger oranda azalmasi
da NLS dizilerinin islevsel oldugunu dogrulamustir (Bkz. Sekil 4.9).

Desminin cekirdekten sitoplazmaya karyoferin bagimli mekanizma ile taginip
tasinmadiginin anlasilmasi igin aday olarak belirlenen NES dizisi, desmin dizisinden
cikarilmis ve mutant vektoriin hiicrelere transfeksiyonu gerceklestirilmistir (Bkz. Sekil
4.6 ve Sekil 4.7). NES dizisinin islevsel olmasi durumunda desminin g¢ekirdekte
birikmesi beklenmektedir. Eger desmin ¢ekirdekten NES dizisi araciligi ile ¢ikiyorsa,
NES dizisi olmadig1 durumda desmin disar1 ¢ikamayacak ve hiicre i¢inde kalacaktir.
Ancak caligmalarimiz sonucunda NES’in desmin dizisinden c¢ikarildigi durumda
¢ekirdekte birikimi gézlenmemistir (Bkz. Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). Bu durum in silico
analizlerde NES dizisi olarak tanimlanan bdlgenin aktif olmadigina isaret etmektedir.

Ancak mutasyon sebebiyle desminde gergeklesebilecek islev kaybi1 sebebiyle
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desminin ¢ekirdekten ¢ikiyor olmasi ve/veya hi¢ giremiyor olmasi ihtimalleri g6z ard1
edilmemelidir.

Ilging bicimde, cekirdekte birikim g6zlenmemesine ek olarak NES dizisi
silinen desminin ¢ekirdekte daha diisiik oranda bulundugu tespit edilmistir (Bkz. Sekil
4.6 ve Sekil 4.7). NES dizisi silinen mutant desminin c¢ekirdekte daha az
gbzlenmesinin farkli nedenleri olabilir. 11k olarak, desmin iizerindeki aday NLS ve
NES dizileri degerlendirilirken ¢evrimici veri tabanlari kullanilmistir. lgili bolgenin
NES dizisi 6zelligi olup olmadiginin tahmini amaciyla NetNES (61) veri tabanindan
faydalanilmistir. NetNES ve NES tahmini yapan diger veri tabanlar1 ¢cogunlukla klasik
orlntliye sahip NES dizilerini egitim veri seti olarak kullanan makine 6grenmesi
(machine learning) algoritmalarini kullanir ve protein dizisi temellidir (160,161). Ne
yazik ki, NES orUntlleri proteomun biiyiik bir bolimiinde olduk¢a yaygin olarak
gozlemlendiginden, bu Klasik drlintuye dayali tahminler yiiksek oranda yanlis pozitif
sonu¢ alinmasina neden olur. Dolayisiyla aslinda desmin dizisi Gzerinde aday olarak
belirlenen NES dizisi, uygun bir aday olmayabilir. Ikinci olarak NES dizisinin
silinmesi ile olusturulan mutasyon desminin ¢ekirdekten ‘segici’ olarak ¢ikarilmasina
sebep olabilir. Olusturulan mutasyon proteinin igiinciil yapisinin bozulmasina
sebebiyet verebilir ve bu durumda artik g¢ekirdek igerisindeki gorevlerini yerine
getiremeyecegi i¢cin desmin segici olarak cekirdekten c¢ikariliyor olabilir. Bir diger
olasilik desminin ¢ekirdekten sitoplazmaya taginiminin, sitoplazmadan cekirdege
tasinimina miidahale etmesidir. Tipkt desmin gibi baz1 proteinler hem NES hem de
NLS dizilerine sahiptir. NES dizisinin silinmesi cekirdek icgine ve cekirdekten
sitoplazmaya taginim arasindaki dengenin bozulmasina sebep olarak proteinin hiicre
ici konumlanmasini etkileyebilir (57). Literatirde benzer bir 6rnek mevcuttur. Epstein-
Barr virlis DNase (EBV DNase) iki adet islevsel NLS dizisine sahiptir. Protein
uzerinde bu dizilerin yakininda iki adet hidrofobik bolge oldugu belirlenmis ve bu
hidrofobik bolgelerin NLS islevine etkisi olup olmadigmnin anlasilmasi ig¢in bu
hidrofobik dizileri icermeyen mutant vektorler kullanilarak EBV DNase tizerindeki
NLS’lerin aktivitelerine bakilmistir. Bolgedeki mutasyonun EBV DNase NLS
dizilerinden bir tanesinin islevini bozarken digerini etkilememistir (57). Sonug olarak,
desmin dizisi lizerinde NES olarak tanimlanan bdlge aslinda NLS dizisi igin

diizenleyici gorevleri olan bir bolge olabilir ve bu bolgenin silinmesi aslinda desminin
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cekirdekten ‘atilmast’ ile iliskili degil, desminin ¢ekirdek igerisine girigini engelliyor
olabilir. Aday NES dizisi silinen desminin ¢ekirdekteki konumlanmasindaki azalis ile
ilgili farkli teoriler mevcut olmakla birlikte, desminin ¢ekirdekte diisitk miktarda
g6zlenmesinin nedeni kesin olarak bilinmemektedir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda desmin Gizerinde bulunan NLS dizilerinin aktif
oldugu ve desminin karyoferin bagimli bir mekanizma ile ¢ekirdek igerisine tagindigi
gosterilmistir.

Desminin cekirdek-sitoplazma arasinda taginimi i¢in aday mekanizmalardan
bir digeri karyoferin bagimsiz mekanizmadir. Bir proteinin gekirdek ve sitoplazma
arasinda birden fazla farkli yolla taginmasi ihtimali olasilik dis1 degildir ve literatiirde
daha 6nce tartisilmistir. Bagka bir ara filament proteini olan keratin karyoferin bagimli
mekanizma ile ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda tasinabildigi gibi (162) cekirdek ve
sitoplazma arast gidip gelen, karyoferin ailesi iiyelerinden farkli proteinlerle de
(shuttling proteins) etkilesim halindedir (162-165). Keratinin karyoferin ailesi
tiyelerinden farkli proteinler araciligi ile ¢ekirdek-sitoplazma arasi taginiyor olmasi
ihtimali (piggybacking) hiicrenin farkli fizyolojik kosullara adaptasyon kabiliyetini
arttirma yetisi sagladigi ve/veya regiilasyon smirlarin1 genislettigi seklinde
yorumlanmaktadir (1). Desmin tum ara filament proteinleri gibi amfifilik bir bolgeye
sahiptir (113). Literatiirde amfifilik 6zellikteki proteinlerin ¢ekirdek igerisine tipki
karyoferin ailesi Uyeleri gibi, cekirdek por kompleksi elemanlart ile dogrudan
etkilesime girerek tasinabilecegini gosteren farkli ¢alismalar mevcuttur (4,5). Bu
proteinler cekirdek por kompleksine ulagtiklarinda hidrofobik ylizeylerini agiga
cikararak nuplarla dogrudan etkilesime girer ve cekirdek-sitoplazma arasinda
tagmabilirler (4-6,40). Desminin de ¢ekirdek-sitoplazma arasinda bagimsiz bir sekilde
taginip taginmadiginin arastirilmasi igin literatiirde benzer caligmalar i¢in kullanilan
cekirdek igerisine taginim deneyleri yapilmustir (4,134).

Cekirdek igerisine tasinim deneylerinde hem desmin ifadesi olan insan ve fare
iskelet kasi hiicre hatlari hem de desmin ifadesi olmayan servikal kanser hiicre hatti
kullanilmistir. Hiicre zar1 permeabilize edilen hiicrelere rekombinant desmin ve
cekirdek icine girmedigi bilinen floresan isaretli dekstran uygulamasi yapildiginda
desminin ¢ekirdek igerisinde konumlanmadigi goriilmistiir (Bkz. Sekil 4.11). Ancak,

daha onceki ¢aligmalarimizdan elde ettigimiz veriler ve literatur verileri desminin
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cekirdek por kompleksini olusturan nup proteinlerinden, nup153, nup214 ve nup88 ile
etkilesimde oldugunu gostermektedir (17,18,101). Bu nedenle desminin cekirdek
icerisine karyoferin bagimsiz bir mekanizmayla taginmadigi gosterilmesine ragmen
desminin nuplarla etkilesiminin kapsaminin anlasilmasi i¢in yiizey hidrofobikligi
Olgtimleri gergeklestirilmistir. Rekombinant desmin proteininin, hidrofobik kosullarda
floresan bir isaretleyici varliginda, floresan 1simasi degerlendirilmistir. Analiz
sonuglart desminin hidrofobik kosullara adaptasyon saglamak amaciyla yiizey
hidrofobikligini degistirdigini gostermektedir (Bkz. Sekil 4.12). Ardindan ¢ekirdek-
sitoplazma arasi taginimdan sorumlu olabilecek hidrofobik amino asitlerin, desmin rod
domaini lizerlerindeki konumlarini géstermek ve desminin yapisal degisimini in silico
verilerle desteklemek amaciyla desmin sarmallarinin sarmal ¢ark temsili (helical
wheel represantation) olusturulmustur (137) (Bkz. Sekil 4.12). Sarmal ¢ark temsili
yapisi desminin hidrofobik amino asitlerinin, bir koridor olustururcasina, a-sarmal
yapisinin i¢ kisminda yogunlastigini1 gostermektedir (Bkz. Sekil 4.12). Literaturde bu
tip yapiya sahip proteinlerin ¢ekirdekten sitoplazmaya tasindigma dair ornekler
bulunmaktadir (5,6). Desminin g¢ekirdekten sitoplazmaya protein tasginiminda gérev
aldig1 bilinen nup88, nup214 ve nupl53 (5,166,167) ile etkilesimde oldugu da
degerlendirildiginde, desminin islevsel bir NES araciligi ile karyoferin bagimli olarak
degil, yiizey hidrofobikligini degistirerek karyoferin bagimsiz olarak cekirdekten
sitoplazmaya taginabilecegi yorumu yapilmstir.

Son olarak desminin hidrofobik ortamda yapisini degistirebileceginin
gosterilmesi i¢cin molekiiler dinamik simiilasyonlar1 yapilmigtir. NAMD ve VMD
programlar1 kullanilarak, desminin ylikselen alkol konsantrasyonlarinda yap1
degisimini goOsteren simiilasyonlar gerceklestirilmis ve RMSD  degerleri
kiyaslanmistir. Desminin artan alkol konsantrasyonunda yapisal degisime ugradigi in
silico analizlerle de gosterilmistir (Bkz. Sekil 4.13).

Sonug olarak tez galismasi kapsaminda desmin Uzerindeki NLS dizilerinin
aktif oldugu ve ¢ekirdege NLS dizilerini taniyan karyoferinler tarafindan taninarak
yani karyoferin bagimli mekanizma ile tasindigi gosterilmistir. NES dizisi olarak
tanimlanan bdlgenin ise islevsel oldugunu gosteren bir veri elde edilememistir. Bu da
desminin cekirdekten sitoplazmaya NES dizisini taniyan karyoferinler tarafindan

tasinmadigina isaret etmektedir. Ancak NES dizisi agisindan elde ediler veriler 6n
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saglayan veri tabanlar1 her zaman yiiksek dogruluklu tahminler yapmamaktadir. Bu
sebepten 6tlrt aday olarak belirlenen NES dizisi bolgesinin silinmesi durumunda
desminin cekirdek icerisinde birikmemesi nedeniyle bu dizinin islevsel olmadigina
dair veriler elde edilmis olmakla beraber, desmin {izerinde baska bir NES olup
olmadigimin bilinmemesi ve ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinimda karyoferin bagimli
yolagin baskilanmasit durumunda desminin bu durumdan nasil etkilendigine dair
veriler bulunmamasi nedeniyle bu alanda ¢alismalara devam edilmesi gerekmektedir.

Tez galismasi kapsaminda gekirdekten sitoplazmaya tasiniminin karyoferin
bagimsiz olduguna dair 6nemli veriler elde edilmistir. Desminin ortam hidrofobikligi
arttiginda yapisal degisime ugramasi ve ¢ekirdekten sitoplazmaya tasimnimda gorev
aldigi bilinen nuplarla etkilesimde olmasi desminin g¢ekirdekten sitoplazmaya

karyoferin bagimsiz olarak tagindigina isaret etmektedir.

Desmin genindeki mutasyonlar, desminopatiler olarak bilinen iskelet ve kalp
kasi miyopatilerine neden olur. Desmin genindeki 70ten fazla mutasyon
desminopatilerle iliskilendirilmistir (168). Desminopatiler icin henliz bir tedavi
segenegi bulunmamaktadir (169). Desmin mutasyonlarinin neden oldugu patolojinin
genellikle desmin agregasyonu ya da miyofibriller dejenerasyon nedeniyle bozulmus
desmin ag1 veya mutasyonun PTM ya da protein-protein etkilesim bolgelerini
etkilemesi nedeniyle ortaya c¢iktigi belirtilmektedir (168). Ancak, mutasyonlarin
tanimlandig1 ¢alismalarda bu mutasyonlarin desmin taginimini etkileyip etkilemedigi,
etkiliyorsa nasil bir sonuca sebep olabilecegine odaklanilmamistir. Mutasyonlarin
desmin taginimini nasil etkiledigine dair ¢alisma yapilmamasinin nedeni desminopati
tizerinde yapilan caligmalarda arastiricilarin desminin g¢ekirdek ile iligkili heniiz
kesfedilmeyen islevlerine degil, hastalik patolojisinin birincil nedenine odaklanmis

olmasindan kaynakli olabilir.

Desmin geninde yer alan ve desminopati grubu hastaliklarla iliskilendirilen
mutasyonlardan bazilar1 desminin amino ucunda konumlanan NLS dizisi simirlarinda
yer alirken, bir kismi da amfifilik sarmal rod domaini Uzerindedir (168,170). NLS
sinirlart igcinde yer alan mutasyonlar dogrudan desminin karyoferin bagimli taginimini
etkileyebilir. Ote yandan desminin alfa sarmal rod domaini Uzerinde yer alan

mutasyonlarin bu bolgedeki hidrofobik ve hidrofilik amino asitlerin yapilanmasin
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bozarak bolgesel esneklik kaybina neden olabilecegi 6ne siiriilmektedir (170). Bu
durumda desminin yiizey hidrofobikliginin etkilenecegi ve ¢ekirdek-sitoplazma arasi
taginiminda sorunlar yasanacagi ongoriilebilir. Nitekim Kreplak ve ark., (171) genel
varsayimlarin aksine bazi desminopati gruplarinda hastalik sebebinin mutasyonlar
sebebiyle desmin agi olusumunun ger¢eklesememesi olmadigini ve desmin
birikiminin ¢ok daha karmasik mekanizmalarla ger¢eklesebilecegini belirtmistir (171).
2013 yilinda yayinlanan bir ¢aligmada ise desmin proteininin karboksil ucunda
mutasyon tasiyan bir hastanin iskelet kasi kesitlerinde yapilan incelemelerde yogun
kas dejenerasyonu oldugu goriilmiistir (100). Ancak hastada desmin ifadesi
degismedigi gibi kas dokusunda desmin birikimi de gézlenmemistir (100). Bu gibi
ornekler desmin mutasyonlar1 ile iligkili hastaliklarda desminin farkli gérevlerine de
odaklanilmas1 gerektigine ve hastalik patolojilerinin goriindiigiinden ¢ok daha

karmasik olduguna isaret etmektedir.

Farkli ara filament proteinlerinin alisilagelmisin disinda gorevler stlendigi
bilinmektedir. Ornegin, sa¢ folikiillerinin biiyiimesinden sorumlu keratin 17 nin
sitoplazmik filament agindan ayrildiktan sonra tizerindeki NLS araciligi ile ¢ekirdek
i¢ine tasindig1 ve tiimor baskilayic1 p27KIP! “in ¢ekirdekten sitoplazmaya taginimini ve
degredasyonunu tetikleyerek kanser hiicrelerinde hiicre donglsu surecine etki ettigi
bilinmektedir (162).

Bir ara filament proteini olan desminin de agirlikli olarak ifade oldugu kas
dokusu ile iliskili ¢alismalara ek olarak kanser gibi ¢ok faktorlii hastaliklarda da,
ozellikle desmin ifadesinde artis goriilen kolorektal kanser gibi (172), tasiniminin
arastirilmas1  hastaliklarin ~ patofizyolojisinin  anlasilmasi, desminin cekirdekte
iistlendigi gorevlerin aydinlatilmas: ve hedeflenebilir yeni tedavi yolaklarinin kesfi

acisindan 6nemli veriler elde edilmesini saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tamamlanan doktora tez ¢alismasinin amaci sitoplazmada goérevli desmin ara
filament proteininin  gekirdek-sitoplazma arast tasinma mekanizmalarinin
aydinlatilmasidir. Tez ¢alismasi sonucunda (1) desminin insan iskelet kasi
hiicrelerinde ¢ekirdek icerisindeki varligi, (2) sahip oldugu NLS dizilerinin islevsel
oldugu ve (3) hidrofobik kosullarda yapisal degisim gegirerek yiizey hidrofobikligini
arttirdig1 ilk kez gosterilmistir. Bu baglamda tez kapsaminda elde edilen sonuglar ve

oneriler asagida siralanmistir.
6.1 Sonuclar

1- In silico analizlerle desmin (zerinde tespit edilen potansiyel NLS
dizilerinin islevsel oldugu gosterilmistir. Cekirdek-sitoplazma arasi karyoferin bagiml
tasiim  yolaklarmin  baskilandigi  durumda desminin  cekirdek igerisinde
konumlanmasmin azaldigi tespit edilmis ve desminin sitoplazmadan c¢ekirdege
karyoferin bagimli mekanizma ile tasindig1 gosterilmistir.

2- In silico analizlerle desmin Gzerinde tespit edilen potansiyel NES
dizisinin islevsel olmadigi gosterilmistir.

3- Desminin sitoplazmadan ¢ekirdege karyoferin bagimsiz mekanizma ile
tasindigina dair bulgu elde edilememistir.

4- Yiizey hidrofobikligi 6l¢iimleri ve bilgisayar ortaminda gergeklestirilen
molekiiler dinamik simiilasyonlarinda uyumlu sonuglar elde edilmis ve desminin artan
hidrofobik kosullara uyum saglamak iizere yapisal degisimler gecirerek yiizey

hidrofobikligini arttirdig1 tespit edilmistir.
6.2 Oneriler

1. Desmin (zerinde islevsel oldugu gosterilen NLS’lerin detayli
karakterizasyonunun yapilmasi ¢aligmanin biitiinselligi acisindan 6nemli veriler elde
edilmesini saglayacaktir. Karakterizasyon c¢alismalarinda tim desmin dizisi Gzerinde
NLS i¢in kritik oldugu bilinen bazik lizin amino asitleri alanin gibi nétral bir amino

asit ile degistirilerek sinyal dizisinin aktif sinyal bolgeleri tespit edilebilecektir.
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2. NLS dizilerinin her ikisinin de silindigi bir mutant vektor olusturularak
dizilerin sinerjik ¢alisip ¢alismadiklar1 arastirilmalidir. Yine NLS dizileri ayr1 ayri,
fizyolojik kosullarda g¢ekirdek icine taginmadigi bilinen bir proteine eklenerek bu
dizilerin birbirlerinden bagimsiz olarak aktif olup olmadiklarinin arastirilmasi sinyal
karakterizasyonu agisindan 6nemli bulgular elde edilmesini saglayacaktir.

3. NLS dizilerinin detayli karakterizasyonu var olan NLS tahmin veri
tabanlarinin  gelistirilmesine ve yeni veri tabanlarmin olusturulmasma katki
saglayacaktir.

4. Yiksek olcgekli analizler (BiolD) ya da in vitro g¢alismalar (kolon
baglanma deneyi) yapilarak desminin baglanma partnerleri arasinda karyoferin ailesi
tiyeleri olup olmadigmin arastirilmasi da tez ¢aligmasi kapsaminda erisilen verileri
giiclendirecek nitelikte sonuclar elde edilmesini saglayacaktir.

5. Literatiirdeki ve tarafimizca ge¢miste yapilan caligmalar desminin
cekirdek por kompleksi elemanlariyla iliskide oldugunu gostermektedir. Bu tez
calismasi kapsaminda ise desminin hidrofobik kosullarda yapisal degisimler gecirerek
ylzey hidrofobikligini arttirabildigi ancak bu yapisal degisimlerin sitoplazmadan-
¢ekirdege tasinimla iligkili olmadig1 gosterilmistir. Yapisal degisimlerin ¢ekirdekten
sitoplazmaya tasmim ile iliskili olup olmadiginin anlagilmasini saglayacak bir deney
kurgusu olusturulmasi desminin yapisal ugradigi yapisal degisimin biyolojik 6neminin
de aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

6. NES dizisinin silindigi durumda, desminin neden c¢ekirdekte
konumlanmasinin azaldig1 aragtirilmalidir. Bu bélgenin sinyal dizilerinin aktiflesmesi
ile iligkisinin aydinlatilmas1 ve/veya mutant dizinin ¢ekirdekten secici olarak ¢ikarilip
cikarilmadigmin incelenmesi hem tasinim yolaklar1 hakkinda daha ¢ok bilgi
edinilmesini saglayacak hem de desminin biyolojisi ile iliski bilgi birikimini
derinlestirecektir.

7. Molekiiler dinamik simiilasyonlar1 ile sinyal dizileri silinen desmin
mutantlarinin  davraniglarinin incelenmesi desmin yapisinin anlagilmasina katki

saglayacaktir.
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