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ÖZET 

Kural Mangıt, E., Desminin Çekirdeğe Taşınımının Potansiyel 

Mekanizmalarının Araştırılması, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü Tıbbi Biyoloji Programı Doktora Tezi, Ankara, 2024. Yapılan çalışmalar 

temel olarak sitoplazmada konumlanan ara filament proteinlerinin çekirdeğe 

taşınabildiğini ve çekirdek içerisinde de önemli görevler üstlendiklerini göstermiştir. 

Çekirdek sitoplazma arası taşınım çekirdek por kompleksi aracılığı ile gerçekleşir. 

Proteinler çekirdek por kompleksinden üzerlerinde bulunan özel bir sinyal dizisi 

aracılığı ile taşınabileceği gibi (karyoferin bağımlı taşınım), yapısal değişime uğramak 

suretiyle doğrudan çekirdek por kompleksi elemanlarıyla etkileşime girerek de geçiş 

sağlayabilirler (karyoferin bağımsız taşınım). Desmin çoğunlukla yapısal görevler 

üstlenen bir ara filament proteinidir. In silico analizler desmin üzerinde çekirdek-

sitoplazma arasında taşınımından sorumlu olabilecek sinyal dizileri olabileceğini 

göstermektedir. Tüm ara filament proteinleri gibi desmin de amfifilik özellikte bir 

proteindir ve çekirdek por kompleksinde konumlanan, taşınımdan sorumlu proteinler 

ile de etkileşim halindedir. 

Tez çalışmasında desminin çekirdek-sitoplazma arası taşınım mekanizmaları 

araştırılmıştır. Desmin üzerinde bulunan aday sinyal dizilerinin desmin dizisinden 

çıkarılmasıyla oluşturulan mutant ifade vektörleri ile insan ve fare iskelet kası 

hücrelerine transfeksiyon gerçekleştirilmiş ve konfokal mikroskop görüntülerinin 

analiz edilmesi ile sitoplazmadan çekirdeğe taşınımdan sorumlu sinyal dizilerinin 

işlevsel olduğu gösterilmiştir. Ardından karyoferin bağımlı taşınım yolağı bir küçük 

molekül (ivermektin) aracılığıyla baskılanarak desminin çekirdek içerisine karyoferin 

bağımlı olarak taşındığı gösterilmiştir. Taşınımın karyoferin bağımsız olarak 

gerçekleşip gerçekleşmediğinin anlaşılması amacıyla çekirdek içine taşınım deneyleri 

gerçekleştirilmiş ve desminin sitoplazmadan çekirdeğe taşınımda karyoferin bağımsız 

yolağı tercih ettiğine dair bulgu elde edilememiştir. Ancak, desminin amfifilik özelliği 

dolayısıyla çekirdek por kompleksi gibi hidrofobik ortamlarda yapısal değişim 

geçirebildiği yüzey hidrofobiklik tayini deneyleri ile gösterilmiştir.  

Sonuç olarak bu tez kapsamında desminin çekirdek ve sitoplazma arasındaki taşınım 

mekanizmaları araştırılmıştır. Bu mekanizmaların aydınlatılması, desminin 

çekirdekteki işlevlerinin belirlenmesi yanında, hastalıklarla ilgili yeni tedavi 

hedeflerinin geliştirilmesi açısından da önem taşımaktadır. 

 

Anahtar Kelimeler: Desmin, iskelet kası, çekirdek, sitoplazma, taşınım, karyoferin 
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ABSTRACT 

Kural Mangıt 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. 

Illuminating 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 
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  2.1.          Çekirdek por kompleksi mimarisi. A. Sitoplazmik bölgeden üst bakış 

genel görünüm. B. Merkezi kanalın kesit görüntüsü. Lin ve ark. 
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  2.2.    Çekirdek-sitoplazma arası protein taşınımını gösteren şema. A. 

Sitoplazmadan çekirdeğe taşınım. NLS dizisine sahip kargo 

proteinler (NLS) importin α (α) ve importin β (β) ile sitoplazmada 

bir kompleks oluşturur. Kargo çekirdek por kompleksinden 

geçtikten sonra RanGTP'nin importin β'ya bağlanması ile kompleks 

dağılır ve importin-α, çekirdekten sitoplazmaya taşınımda görevli 

bir protein aracılığıyla sitoplazmaya geri taşınırken importin β 

RanGTP’ye bağlı olarak taşınır. Sitoplazmada RanGAP, 

RanGTP’nin RanGDP’ye dönüşmesini sağlar ve importin β’nın 

serbest kalmasıyla α ve β importinler yeni bir kargo döngüsüne hazır 

olur. B. Çekirdekten sitoplazmaya taşınım. Çekirdek içinde 
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1. GİRİŞ 

Yaygın olarak sitoplazmada konumlanan ara filament proteinlerinin (1) 

çekirdek içerisinde de konumlanabilecekleri ve burada önemli görevler 

üstlenebilecekleri pek çok farklı çalışmada gösterilmiştir (1,2).  

Ara filament proteinleri sitoplazmada, çevreden gelen sinyallerin algılanmasını 

ve iletilmesini sağlayan bir sensör görevi görürken, bu proteinlerin çekirdek ve 

sitoplazma arası dinamik taşınımlarının hücresel yanıtların başarılı bir şekilde 

düzenlenmesinde önemli olduğu düşünülmektedir. Hücrede devamlı olarak çekirdekte 

bulunan proteinlerin aksine, çekirdek ve sitoplazma arası taşınan sinyal moleküllerinin 

hücresel yerleşimleri gelen sinyale göre sürekli değişmek zorundadır. Bu nedenle, bu 

biyomoleküllerin yerleşimleri sıkı denetim altında olmalıdır. Çekirdek ve sitoplazma 

arasında gidip gelen proteinlerin hücresel dağılımının dengesi, bu proteinlerin 

çekirdek içerisine ve çekirdekten sitoplazmaya taşınımı ile ilişkili proteinler ile 

etkileşimde olup olmaması gibi faktörler tarafından etkilenir. Hücresel dağılım 

dengesinin değişmesiyle çekirdek-sitoplazma arasında taşınan protein çekirdek içinde 

birikebilir ya da çekirdek içerisinde hiç bulunmayabilir ki bu durum proteinin 

çekirdekteki işlevinin artmasına ya da baskılanmasına sebebiyet verebilir (2). 

Çekirdek-sitoplazma arasında protein taşınımı için birden fazla yol olmakla 

beraber, en iyi tanımlanan karyoferin bağımlı taşınımdır. Karyoferin bağımlı taşınımda 

kargo proteinler, karyoferinler tarafından tanınan özel bir sinyal dizisi aracılığı ile 

(nuclear localization signal, NLS ve nuclear export signal, NES) çekirdeğe ya da 

sitoplazmaya taşınır.  

Son yıllarda çekirdek-sitoplazma arası taşınımda öne çıkan mekanizmalardan 

bir diğeri de karyoferin bağımsız taşınımdır. Karyoferin bağımsız taşınımda proteinler, 

herhangi bir aracıya ihtiyaç duymadan, tıpkı karyoferinler gibi, doğrudan çekirdek por 

kompleksi ile etkileşime girer ve yüzey hidrofobikliğini değiştirerek çekirdek-

sitoplazma arasında taşınırlar (3–6). 

Kas hücrelerine özgül bir ara filament proteini olan desmin iskelet kasında Z-

disklerde yerleşim gösterir ve bağlantılı olduğu diğer ara filament proteinleri ile ağ 

yapısı oluşturarak miyofibrillerin çekirdeğe, mitokondriye ve sarkolemmaya 

bağlantısını sağlayarak hücrenin kasılıp gevşemesi esnasında hücresel bütünlüğün 
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korunmasını sağlar ve güç aktarımını kolaylaştırır (7,8). Desminin sitoplazmik 

görevlerine ek olarak çekirdek içerisinde de görev aldığını gösteren bulgular mevcuttur 

(9–16). Desminin çekirdekte görev alabileceğini ve konumlanabileceğini gösteren 

literatür verileri olsa da desmin için henüz çekirdek-sitoplazma arasında bir taşınım 

yolağı tanımlanmamıştır.  

In silico analizlere göre desmin, iki farklı NLS ve bir NES dizisi taşımaktadır. 

Bu dizilerin işlevsel olması, desminin çekirdek sitoplazma arasında karyoferin bağımlı 

olarak taşınabileceğini gösterir.  

Desminin çekirdek-sitoplazma arası taşınımın kontrolünü sağlayan çekirdek por 

kompleksi elemanlarından nup88, nup153 ve nup214 ile etkileşimde olduğu 

gösterilmiştir (17,18) ve amfifilik özellikte bir rod domainine sahiptir. Amfifilik 

özellikteki proteinler ortam hidrofobisitesi arttığında, yapısal değişim geçirerek değişen 

hidrofobik koşullara uyum sağlayabilirler. Desmin çekirdek-sitoplazma arasında 

taşınmak için doğrudan çekirdek por kompleksi elemanları ile etkileşime girerek, 

yapısal değişim (conformational change) geçirerek yüzey hidrofobikliğini arttırır ve 

çekirdek-sitoplazma arasında taşınabilir. 

Tüm bu bilgiler ışığında bu tez çalışmasının amacı desminin çekirdek-

sitoplazma arası taşınım mekanizmalarının aydınlatılmasıdır. Bu bağlamda tez 

çalışmaları kapsamında NLS ve NES dizileri desmin dizisinden çıkarılarak oluşturulan 

mutant desmin dizilerinin taşınım örüntüleri incelenmiş ve desmin üzerindeki NLS 

dizilerinin işlevsel olduğu ve desminin sitoplazmadan çekirdeğe karyoferin bağımlı bir 

mekanizma ile taşındığı gösterilmiştir. Desminin çekirdek-sitoplazma arasında taşınım 

için yapısal değişim geçirip geçirmediğinin incelenmesi için desmin proteini 

davranışları yüksek ve düşük hidrofobisite koşullarında incelenmiş ve desminin yapısal 

değişimler geçirebileceği gösterilmiştir. Bu yapısal değişimlerin sitoplazmadan 

çekirdeğe değil, çekirdekten sitoplazmaya taşınım ile ilişkili olduğuna işaret eden en 

önemli veri desminin çekirdekten-sitoplazmaya karyoferin bağımsız taşınımda görev 

aldığı bilinen çekirdek por kompleksi elemanlarıyla olan etkileşimidir (17,18).  

Sonuç olarak tez kapsamında desminin sitoplazmadan çekirdeğe karyoferin 

bağımlı mekanizmayla, taşındığı gösterilmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Çekirdek por kompleksi  

Çekirdek por kompleksi çekirdek zarfında konumlanan ve çekirdek-sitoplazma 

arasında büyük moleküllerin taşınımını kontrol eden büyük bir protein kompleksidir. 

Çekirdek-sitoplazma arasında taşınım hücre döngüsü ve gen ifadesi kontrolü gibi 

önemli görevlerin idame ettirilmesinde önem taşımaktadır (19,20). Çekirdek-

sitoplazma arası taşınımın yanı sıra çekirdek por kompleksinin DNA tamiri, gen 

ifadesi, yaşlanma ve apoptoz gibi hücresel olaylarda da görev aldığı belirtilmiştir (21). 

Yaşlanma, kanser, otoimmün hastalıklar ve viral enfeksiyonlarda çekirdek por 

kompleksi elemanlarında görülen işlevsel bozukluklar da, çekirdek por kompleksinin 

hücre sağkalımı için önemini vurgulamaktadır (22,23). 

İnsanlarda, çekirdek por kompleksi nükleoporin (nup) adı verilen, evrimsel 

olarak korunmuş yaklaşık 1000 adet protein alt ünitesinden oluşmaktadır (24). Tüm 

nupların bir arada olduğu bir çekirdek por kompleksi yaklaşık 110 MDa boyutuyla en 

büyük moleküler oluşumlardan biridir (24). Çekirdek por kompleksinin dış çapı 

yaklaşık 1200 Å, iç çapı 425 Å ve yüksekliği ise 800 Å’dur (25,26) (Şekil 2.1). 

Çekirdek por kompleksi dört temel yapısal kısımdan oluşmakla beraber bu 

yapılar literatürde farklı isimlerle anılmaktadır. Gu ve ark. (27) bu yapısal kısımları 

merkezi destek bölgesi (core scaffold), çekirdek kısmında yer alan sepet yapısı 

(nuclear basket), çekirdek zarfı halkası (membrane ring) ve seçici geçirgen bariyer 

(selective barrier) olarak adlandırırken (27), Beck ve ark. (28) por iç halkası (inner 

pore ring), çekirdek ve sitoplazmik halkalar (nuclear and cytoplasmic rings), çekirdek 

kısmında yer alan sepet yapısı ve sitoplazmik filamentler (cytoplasmic filaments) 

olarak tanımlamaktadır (28). Yapıların adlandırılması farklı olsa da atfedilen işlevler 

arasında bir farklılık bulunmamaktadır. 
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Şekil 2.1. Çekirdek por kompleksi mimarisi. A. Sitoplazmik bölgeden üst bakış genel 

görünüm. B. Merkezi kanalın kesit görüntüsü. Lin ve ark. (25)’tan 

uyarlanmıştır (25).  

Merkezi destek bölgesi iç ve dış halka komplekslerini (inner and outer ring 

coplexes) içermektedir. İç halka kompleksi çekirdek por kompleksinin orta kısmında 

yer alır ve büyük yapısal nuplardan oluşur. Dış halka kompleksi Y-şekilli, türler arası 

korunmuş Nup107/160 kompleksinden oluşur ve iç halka kompleksini çevreler (27). 

Çekirdek kısmında yer alan sepet yapısı merkezi destek bölgesinden çekirdek içine 

doğru uzanan sekiz adet filamentten oluşur. Çekirdek zarfı halkası, bazıları merkezi 
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destek bölgesi ile etkileşim halinde olan, membranı boylu boyunca geçen 

(transmembrane) nuplardan oluşmaktadır. Seçici geçirgen bariyeri oluşturan nuplar 

fenilalanin-glisin (FG) amino asitlerince zengin proteinlerdir ve bu sebeple FG nuplar 

olarak adlandırılırlar. FG nuplar, çekirdek por kompleksinin merkezi kısmında yer alır 

ve dinamik bir bariyer oluşturarak taşınımın seçici geçirgenliğini sağlar. FG nupların 

yapısal esnekliği ve çoklu bağlanma bölgesine sahip olmaları, taşınımdan sorumlu 

proteinlerle etkileşimlerini kolaylaştırır ve çekirdek-sitoplazma arası taşınımın 

düzenlenmesini sağlar (29–32).  

2.2 Çekirdek-sitoplazma arası taşınım 

Çekirdek por kompleksinden taşınım farklı şekillerde gerçekleşmektedir. 45 

kDa’dan daha küçük moleküller çekirdek por kompleksinden pasif taşımayla 

geçebilmektedir (33). 45 kDa’dan daha büyük proteinlerin çekirdek-sitoplazma arası 

taşınımı, kargo proteinler üzerindeki çekirdek lokalizasyon sinyali (NLS) ve 

çekirdekten çıkış sinyalinin (NES) karyoferin ailesi taşıyıcı proteinler tarafından 

tanınması ile gerçekleşir (34). Bu tip taşınım karyoferin bağımlı taşınım olarak da 

adlandırılmaktadır.  

Karyoferin ailesi iki alt gruptan oluşmaktadır: karyoferin α ailesi ve karyoferin 

β ailesi (34). Karyoferin ailesi proteinler, genetik programlamada ve hücre 

adaptasyonunda rol oynayan temel proteinlerin çekirdek-sitoplazma arasında 

taşınımından sorumludur (35–38). Karyoferinler bir yandan kargo proteinleri taşırken, 

diğer yandan FG nuplarla etkileşime girerek çekirdek-sitoplazma arasındaki trafiğin 

devamlılığını sağlarlar. 

β-karyoferin ailesi üyelerinden ve çekirdekten sitoplazmaya taşınımda görevli 

CRM1, ardışık HEAT tekrarlarından oluşmaktadır (39). HEAT tekrarları bir tarafı 

hidrofobik, diğer tarafı hidrofilik amino asitlerce zengin iki amfifilik α-sarmal 

oluşturan yaklaşık 30-40 amino asitten oluşan motiflerdir (29). HEAT tekrarları 

çekirdek-sitoplazma arası taşınımda oldukça önemlidir. β-importin taşıdığı kargo 

proteinle beraber çekirdek por kompleksinden geçerken, bir yandan FG nuplarla 

etkileşime girer, diğer yandan kargo proteini taşır. HEAT tekrarları proteine 

dinamiklik ve esneklik sağlayarak bu zorlu görevin gerçekleştirilmesini sağlar (39). 

Karyoferin ailesi taşıyıcı proteinler yapısal değişimlere (conformational change) ek 
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olarak, bulundukları ortam koşullarına bağlı şekilde artan hidrofobisiteyle uyumlu 

olarak hidrofobik yüzeylerini açığa çıkardıkları biçimsel değişkenliğe (structural 

fluctuation) de giderler (40). Bu esneklik sitoplazma ve çekirdek por kompleksinin 

değişken koşullarına adaptasyonu kolaylaştırabilir. 

Karyoferin ailesi üyelerinden importin-α ise armadillo (ARM) tekrarları 

taşımaktadır (41). ARM tekrarları da tıpkı HEAT tekrarları gibi çok sayıda hidrofobik 

rezidüye sahiptir ve importin-α üzerinde çekirdek por kompleksinden geçişi 

kolaylaştıracak bir alan oluşmasını sağlar. 

Çekirdek içerisine taşınım esnasında bir por kompleksinden 1 dakika içinde 

yaklaşık 100-1000 protein geçer (42). Klasik bir NLS taşıyan kargo proteinler 

karyoferin ailesi üyelerinden importin-α/importin-β heterodimer kompleksi 

aracılığıyla çekirdek içerisine taşınır. Çekirdek içinde RanGTP, importin-β'ya 

bağlanarak kompleksin dağılmasını sağlar ve kargo serbest kalır. RanGTP ile 

kompleks oluşturan importin-β, sitoplazmaya geri dönerken, importin-α ise 

çekirdekten sitoplazmaya taşınımda görevli yardımcı proteinler ile kompleks 

oluşturarak sitoplazmaya taşınır (30,43–45) (Şekil 2.2). Çekirdekten sitoplazmaya 

taşınımda ise exportin ailesi proteinler, kargo protein üzerinde yer alan NES dizisini 

tanır ve RanGTP ile bir kompleks oluşturarak sitoplazmaya taşınırlar (Bkz. Şekil 2.2). 

Sitoplazmada RanGTP’nin RanGDP’ye dönüştürülmesiyle kompleks dağılır. 

Karyoferin bağımlı taşınım olarak bilinen bu mekanizmada taşınımın yönü hücredeki 

Ran gradiyentine bağlıdır. RanGDP sitoplazmada yoğun olarak bulunurken RanGTP 

çekirdekte daha yoğun olarak bulunmaktadır.  
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Şekil 2.2 Çekirdek-sitoplazma arası protein taşınımını gösteren şema. A. 

Sitoplazmadan çekirdeğe taşınım. NLS dizisine sahip kargo proteinler 

(NLS) importin α (α) ve importin β (β) ile sitoplazmada bir kompleks 

oluşturur. Kargo çekirdek por kompleksinden geçtikten sonra 

RanGTP'nin importin β'ya bağlanması ile kompleks dağılır ve importin-

α, çekirdekten sitoplazmaya taşınımda görevli bir protein aracılığıyla 

sitoplazmaya geri taşınırken importin β RanGTP’ye bağlı olarak taşınır. 

Sitoplazmada RanGAP, RanGTP’nin RanGDP’ye dönüşmesini sağlar ve 

importin β’nın serbest kalmasıyla α ve β importinler yeni bir kargo 

döngüsüne hazır olur. B. Çekirdekten sitoplazmaya taşınım. Çekirdek 

içinde exportin’e RanGTP bağlanır ve ardından exportin-RanGTP 

kompleksi NES dizisi taşıyan kargo proteine (NES) bağlanır. Kompleks 

çekirdek pro kompleksinden geçtikten sonra RanGAP, RanGTP’nin 

RanGDP’ye dönüşmesini sağlar ve kompleks dağılır.  

Çekirdek lokalizasyon sinyali (NLS) ve çekirdekten çıkış sinyali (NES) 

Endoplazmik retikulum ya da mitokondride yerleşim gösteren proteinlerin 

hedef organele varınca kesilip atılan sinyal dizilerinin aksine NLS ve NES dizileri, 

protein çekirdeğe taşındıktan sonra kesilip atılmaz ve proteinin herhangi bir yerinde 
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konumlanabilir (46). Bu durum çekirdek-sitoplazma arası taşınımın birden fazla defa 

gerçekleştiğinin göstergesidir (46). 

En iyi tanımlanan NLS’ler, klasik NLS’lerdir. Klasik NLS'ler, importin-α 

tarafından tanınabilen tek parçalı (monopartite) veya iki parçalı (bipartite) diziye 

sahiplerdir (47). Tek parçalı sinyal dizileri 4-8 bazik amino asitten oluşur ve 4 ya da 

daha çok pozisyonda arjinin (R) veya lizin (K) amino asitlerinden birine sahiptir. 

Karakteristik NLS motifi K(K/R)X(K/R) olarak tanımlanmaktadır ve sinyal dizisinde 

‘X’ bu pozisyonda herhangi bir amino asitin konumlanabileceği anlamına gelmektedir 

(48). Tek parçalı NLS ilk defa mutant simian virüsü 40 (SV40) üzerinde 

tanımlanmıştır ve yedi amino asitten oluşmaktadır (PKKKRKV) (49). İki parçalı 

sinyal dizileri ise 9-12 amino asitlik bir bağlayıcı bölge ile birbirinden ayrılan 2-3 adet 

pozitif yüklü amino asitten oluşan iki farklı grup olarak karakterize olmaktadır ve çok 

sayıda proline (P) rezidüsü mevcuttur (47). Karakteristik motifi R/K(X)10-12KRXK 

şeklinde gösterilmektedir (48). 

Ancak, literatürde klasik bir NLS taşımayan (50) ya da alternatif uçbirleştirme 

ile (alternative splicing) ile gen dizisinde var olan NLS dizilerini kodlamayan 

proteinlerin de (51) çekirdek içerisine taşınabildiğine dair örnekler mevcuttur. Prolin-

tirozin NLS (PY-NLS), klasik olmayan NLS’ler arasında en çok çalışılanlardan biridir. 

PY-NLS, amino ucunda hidrofobik ya da bazik amino asitler taşıyan, karboksi ucunda 

ise R/K/H(X)2- 5PY motifine sahip, 20 ile 30 amino asit dizisinden oluşan düzensiz 

yapıya sahip bir dizidir (52). Literatürde bahsi geçen bir diğer klasik olmayan NLS, 

dimerizasyon sonrası her bir alt ünitenin katkısı ile klasik bir NLS oluşturan STAT1 

proteinine aittir (53,54). STAT1’in klasik bir NLS dizisi yoktur. Protein-protein 

etkileşimleri ile ikizleşme sonrası her bir alt ünitenin bazik amino asitleri bir araya 

gelerek, çekirdek içerisine taşınımdan sorumlu proteinler tarafından tanınabilen bir 

NLS dizisi oluşturur (53). Bir diğer klasik olmayan NLS, kriptik NLS’dir. Kriptik NLS 

taşıyan proteinler çekirdek içerisine taşınımdan sorumlu proteinlere özel bir sinyal 

aktivasyonu olmadan bağlanamazlar. Sinyal aktivasyonu ile birlikte, kriptik NLS 

taşınımdan sorumlu proteinler tarafından tanınacak şekilde teşhir edilir ve protein 

taşınımı gerçekleşir (55). Son olarak, bazı proteinler birden fazla NLS ya da çoklu 

NLS taşımaktadır. Ancak bir molekülün neden birden fazla NLS dizisine sahip olduğu 

belirsizliğini korumaktadır. Literatürde çoklu NLS’nin çekirdeğe taşınım etkinliğini 
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arttırmaya yönelik olduğuna dair çalışmalar mevcut olmakla beraber (56,57) farklı 

çalışmalarda farklı NLS dizilerinin değişik hücre tiplerinde, farklı şekilde ifade edilen 

sitozolik reseptörler tarafından tanınan bağlanma özellikleri sergileyebileceğini 

belirtmektedir (58). 

NES’ler kargo proteinlerin çekirdekten sitoplazmaya taşınımı için gerekli 

sinyal dizileridir. İlk olarak HIV-1 Rev ve cyclical AMP-dependent protein kinase 

inhibitor (PKIα) proteinlerinde tanımlanmıştır (59,60). İlk tanımlanan sinyal dizileri 

lösin açısından zengin olduğu için bu diziler lösince zengin sinyaller olarak da 

bilinmektedir. Yıllar içerisinde yapılan çalışmalarda 200’den fazla proteinde NES 

dizisi tanımlanmıştır ve bu proteinlerin çoğu, lösin açısından zengin dizilere sahip 

olmamakla beraber genellikle hidrofobik bir örüntüye sahiptirler. NES dizileri 8-15 

amino asit içermektedir ve çoğunluğu klasik örüntü modeline (pattern) uyum 

sağlamazlar. NES dizileri için klasik örüntü modeli: Φ1-X2,3-Φ2-X2,3-Φ3-X-Φ4’tür 

ve ‘Φ’ ile gösterilen pozisyonda lösin, valin, izolösin, 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 çekirdekten sitoplazmaya 

taşınımda sorumlu karyoferin olan CRM1’e (exportin 1 olarak da bilinir) bağlanır (66–

71). 

Ancak, karyoferin bağımlı taşınım çekirdekte bulunan tüm proteinlerin çekirdeğe 

nasıl taşındıklarının açıklanabilmesi için yeterli değildir. Biyoinformatik analizler bira 

mayasında (Saccharomyces cerevisiae) yalnızca çekirdekte yerleşim gösteren yaklaşık 

1500 proteinden yalnızca %57’sinin klasik bir NLS’ye sahip olduğunu göstermektedir 

(53). Özgül olarak çekirdekte yerleşen proteinlerin yanı sıra, sitoplazmik proteinlerin 

de çekirdek ve sitoplazma arasında gidip geldiği gösterilmiştir. İlginç biçimde hücre 

iskeleti proteinlerinin çekirdekte görev yaptığına dair pek çok kanıt bulunmaktadır (2). 

Örneğin actinin-4, INO80 kromatin düzenleyici kompleks (chromatin remodelling 

complex) ile etkileşime girmekte ve gen ifadesinin düzenlenmesinde görev almaktadır 

(3). ß-catenin bir fokal adezyon bileşeni olmasına rağmen Wingless-related 

integration site (Wnt) yolağının düzenlenmesinde görev almaktadır (72). Bahsi geçen 

proteinlerin ortak noktası, tıpkı karyoferin ailesi üyelerinde bulunan HEAT ve ARM 

tekrarları gibi amfifilik özellikte bir tekrar dizisi taşıyor olmalarıdır. Normalde 

çekirdek içerisinde bulunmayan, moleküler ağırlığı yaklaşık 69 kDa olan sığır serum 
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albümini (BSA, bovine serum albumin) yapısında hidrofobik bir amino asit taşıyacak 

şekilde kimyasal olarak değiştirildiğinde moleküler yüzey hidrofobikliğindeki artışın, 

BSA’nın çekirdek por kompleksinin seçici geçirgen bariyerinden geçmesini 

sağlayabileceği gösterilmiştir (73). Farklı bir çalışmada actinin-4, ß-catenin, ve ßI-

spectrin proteinlerinin amfifilik özellikleri sayesinde hidrofobik ortamda bölgesel 

olarak yapısal değişime uğrayıp yüzey hidrofobikliklerini arttırarak çekirdek por 

kompleksinden karyoferin bağımsız bir şekilde taşınabildiği gösterilmiştir (4). 

Yukarıda bahsi geçen örneklerde görüldüğü üzere, amfifilik özelliğe sahip proteinler 

çekirdek-sitoplazma arasında karyoferin’lere ihtiyaç duyulmaksızın taşınabilir. Bu tip 

taşınım karyoferin bağımsız taşınım olarak adlandırılmaktadır. 

2.3 Çekirdek-sitoplazma arası taşınımın biyolojik önemi 

Hücrede devamlı olarak çekirdekte bulunan proteinlerin aksine, çekirdek ve 

sitoplazma arası taşınan sinyal moleküllerinin hücre içi dağılımları gelen sinyale göre 

sürekli değişmek zorundadır. Bu nedenle, bu biyomoleküllerin yerleşimleri sıkı 

denetim altında olmalıdır. Çekirdek ve sitoplazma arasında gidip gelen proteinlerin 

hücre içi dağılımlarının dengesi, bu proteinlerin çekirdek içerisine ve çekirdekten 

sitoplazmaya taşınımı ile ilişkili proteinler ile etkileşimde olup olmaması gibi faktörler 

tarafından etkilenir. Nükleositoplazmik dağılım dengesinin değişmesiyle taşınan 

protein çekirdek içinde birikebilir ya da çekirdek içerisinde hiç bulunmayabilir ki bu 

durum proteinin çekirdekteki işlevinin artmasına ya da baskılanmasına sebebiyet 

verebilir (2). Çekirdek-sitoplazma arasında taşınımın gen ifadesini nasıl 

düzenlediğinin anlaşılması kas büyümesi ve idamesinin nasıl olduğunun anlaşılmasına 

yardımcı olabilir.  

Her dokuda olduğu gibi kasta da proteinlerin hücre içi konumlanmaları 

önemlidir zira konumlanmadaki sorunlar kas işlevlerinin normal şekilde devam 

ettirilmesini engeller. Kas işlevinin sağlıklı şekilde devam edebilmesi transkripsiyon 

faktörleri gibi çekirdek-sitoplazma arası taşınan proteinler tarafından kontrol edilen 

gen ifadesinin mekânsal ve zamansal kontrolüyle ilişkilidir. İskelet kası hücreleri çok 

çekirdeklidir ve aynı hücre içindeki farklı çekirdeklerin gen ifade aktiviteleri ve 

protein dağılımlarının birbirinden farklı olduğu bilinmektedir. Ancak ortak bir 

sitoplazma paylaşan bu çekirdeklerin gen ifade aktivitesi ve protein dağılımları 
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arasındaki farklılıkların sebebi bilinmemektedir (74). Bu farklılıkların açıklanması için 

öne sürülen teorilerden bir tanesi çekirdek-sitoplazma arası taşınımın kontrolüdür (74). 

Nitekim Cutler ve ark. (74) tarafından yapılan çalışmalar bir iskelet kası hücresinde 

farklı pozisyonlarda bulunan çekirdeklerde farklı taşınım mekanizmalarının 

kullanıldığını ve hatta iskelet kası gelişiminin farklı aşamalarında da çekirdek-

sitoplazma arası taşınımda farklılıklar olduğunu göstermektedir (74).  

İskelet kası hücrelerinde çekirdek-sitoplazma arası taşınım mekanizmalarının 

aydınlatılması yönünde yapılacak çalışmalar iskelet kası biyolojisinin anlaşılmasına 

yardımcı olacaktır. 

2.4 Desmin proteinin işlevi ve yapısı 

Ara filament proteinleri 10 nm çapında fibröz yapılı bir protein ailesidir. Ara 

filament protein ailesi, dokuya özgü ifade edilen 70’ten fazla farklı proteine sahiptir 

(75–78). Ara filament proteinleri temel olarak hücre ve doku bütünlüğünün 

korunmasında görev almakla birlikte, geleneksel atfedilen işevleri dışında hücre içi 

organel ve protein dağılımında da görev alırlar (79,80). Human Intermediate Filament 

Database (INTERFIL)’in 2021 verilerine (81) göre ara filament proteinlerindeki 

mutasyonlar 119 farklı hastalık ile ilişkilendirilmiştir.  

Desmin kas hücrelerine özgül, sarkoplazmada Z-disklerde yerleşim gösteren 53 

kDa ağırlığında bir tip III ara filament proteinidir. 2q35’te yerleşim gösteren DES 

tarafından kodlanır. Sitoiskelet mimarisinin korunmasını ve hücrenin kasılıp gevşemesi 

esnasında hücresel bütünlüğün korunmasını sağlar ve güç aktarımını kolaylaştırır (7,8). 

Desmin aynı zamanda yapısal proteinler ve sinyal proteinler arasında etkileşim 

kurulmasına yardımcı olur, organelleri sitoplazmik konumlanmalarını destekler ve 

mekanotransdüksiyonda görev alır (82). 

Tipik bir ara filament proteini gibi desmin de amino ve karboksil uçlarında 

bulunan baş ve kuyruk domainleri ile bunların arasında korunmuş, amfifilik özellikte 

bir α-sarmal rod domainine sahiptir (Şekil 2.3). Amino ucunda yer alan baş domaini ara 

filament proteinlerinin bir araya gelmesi için gerekliyken karboksil ucunda yer alan 

kuyruk domaini yatay etkileşimlerde ve ara filament ağının organizasyonunda görev 

almaktadır (83). Baş ve kuyruk domainleri ara filament proteinlerinin bir araya gelmesi-

dağılması ve hücre içi konumlanmasında görevlidir (84).  
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Şekil 2.3 Desmin yapılanmasının şematik görüntüsü. Desmin dört segmentten oluşan 

(1A, 1B, 2A ve 2B) merkezi bir rod domaini ile amino ve karboksil 

uçlarından oluşur. Bu domainlerin arasında 3 adet bağlayıcı (linker) domain 

(L1, L12 ve L2) bulunur. 2 monomer paralel bir şekilde bir araya gelerek 

dimer yapısını ve iki dimer antiparalel şekilde bir araya gelerek tetramer 

yapısını oluşturur (Tang’dan uyarlanmıştır (2008) (85)). 

Memelilerde erken iskelet ve kalp kası farklılaşmasında desmin, vimentin ve 

nestin ile birlikte ifade olurken ileri gelişimsel evrelerde ise sinemin ve paranemin ile 

birlikte konumlanmaktadır (86–89). Somitlerde ve kalpte bilinen en erken miyojenik 

belirteçlerden biridir (90–93). Kasa özgül pek çok genin aksine desmin, satelit 

hücrelerde (94) ve çoğalan iskelet kası hücrelerinde de (91) düşük seviyede ifade 

edilmektedir. Gelişim esnasında desmin ifadesi, kasa özgül diğer yapısal genlerden ve 

Myoblast determination protein 1 (MYOD), Myogenin (MYOG), Myogenic regulatory 

factor 4 (MRF4) gibi myogenic helix-loop-helix (mHLH) düzenleyicilerden önce başlar 

(13). Desmin genindeki mutasyonlar iskelet kası miyopatileri ve kalp kası 

miyopatilerine (desminopatiler) neden olur. Desmin genindeki yaklaşık 70 farklı 

mutasyon, desminopatilerle ilişkilendirilmiştir. 

Sitoplazmik görevleri iyi tanımlanmış olan desminin ve farklı ara filament 

proteinlerinin çekirdekte konumlandığını gösteren ve burada işlev gördüğü ile ilgili 

çalışmalar da mevcuttur. Desmin, bebek hamster böbreği hücrelerinin çekirdeğinde, 

başka bir ara filament proteini olan nestin ise beyin tümörü hücrelerinin çekirdeğinde 

gözlenmiştir (9,95). Georgatos ve ark. (10) desminin kuyruk domaininde, çekirdekte 

konumlanan bir ara filament proteini olan lamin B’ye bağlanma bölgesi taşıdığını 

 
6 

 Tipik bir ara filament proteininde olduğu gibi desminde de amino ve 

karboksil uçlarında bulunan baş ve kuyruk domainleri ve bunların arasında 

oldukça korunmuş α-helikal rod domaini yer alır (16) (Şekil 2.1). Ara 

filamentler arasında boyut ve dizi farklılığı gösteren baş domaini desminde 84 

aminoasit uzunluğundadır. Desmin kuyruk domaini %70 oranında heptat 

tekrarlarından yoksun rastgele yapılanmaya sahiptir. Kuyruk domaini 

desminin yapılanmasında, filament yapısının uzamasında ve korunmasında 

görevlidir (17,18). Ancak kuyruk domainin en önemli fonksiyonu hücre 

iskeleti proteinleriyle etkileşime girerek, sitoplazmik ara filament ağının 

oluşmasını sağlamaktır (19). 

 

Şekil 2.1. Desmin yapılanmasının şematik görüntüsü. Desmin 4 segmentten 

oluşan (1A, 1B, 2A ve 2B) merkezi bir rod domaini ile amino ve karboksil 

domainlerinden oluşur. Bu domainlerin arasında 3 adet bağlayıcı (linker) 
domain (L1, L12 ve L2) bulunur. 2 monomer paralel bir şekilde bir araya 

gelerek dimer yapısını ve 2 dimer antiparalel şekilde bir araya gelerek 

tetramer yapısını oluşturur (Tang’dan uyarlanmıştır (2008) (20)).  

Georgatos ve ark. tarafından yapılan (10) çalışmada desmin, trombin 

ve lizin-spesifik proteazlar aracılığı ile parçalanmış ve elde edilen desmin yan 

ürünlerinin lamin B'ye bağlanma afiniteleri değerlendirilmiştir. Afinite 

kromatografisi ve overlay assay sonuçları desminin kuyruk domaininde yer 

alan 413-434. amino asitler arasında kalan bölgenin lamin B bağlanma 

bölgesi olduğunu göstermiştir (10).  
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göstermiştir (10). Desmin ve başka bir tip III ara filament protein olan vimentinin in 

vitro koşullarda DNA ile etkileşimde olduğu gösterilmiştir (11,12). Desminin mHLH 

ailesi üyeleri ve jun, fos, cyclic AMP-response element binding protein (CREB) gibi 

transkripsiyon faktörlerinin lösin fermuar (leucine zipper) domainleri ile kayda değer 

oranda dizi benzerliği gösterdiği belirlenmiş ve bu benzerliğin desminin sinyal 

iletimindeki görevleri ve iskelet kası ile ilişkili faktörlerin çekirdek içerisine taşınımı 

ya da kromatin yapısının düzenlenmesiyle ilişkili olabileceği öne sürülmüştür (93). 

Başka bir yayında, desminin lamin B ile etkileşim aracılığıyla mHLH faktörlerini 

aktifleştirebileceği belirtilmiştir (13). Lamin B, tıpkı desmin gibi, matrix attachment 

region (MARs) bağlayıcı protein olarak tanımlanmıştır (96,97). MARs bölgeleri, 

kromozom üzerinde çekirdek matrisinin (nuclear matrix) bağlandığı DNA dizileridir. 

MARs bölgeleri ve matris proteinleri arasındaki etkileşimin kromatinin 

transkripsiyonel olarak aktif durumunun korunması veya transkripsiyon ve 

replikasyon komplekslerine tutunma bölgesi oluşturabileceği belirtilmiştir (97). 

Ayrıca, laminlerin sinyal iletiminde transkripsiyon faktörleri için bir bağlama noktası 

olarak rol aldığını gösteren kanıtlar bulunmaktadır (98,99). Tüm bu verilerin desminin 

lamin B aracılığı ile transkripsiyon faktörlerini aktifleştirebileceğine işaret etmektedir. 

Yakın dönemdeki çalışmalarda ise desminin amino-terminalinin silinmesi ya da serin 

rezidülerinin alanine dönüşmesi durumunda embryoid body’lerde kalp oluşumunda 

görevli bir transkripsiyon faktörü olan nkx2.5’ in erken ifadesinin kayda değer oranda 

azaldığı ve kalp kası oluşum sürecinde hasar olduğu tespit edilmiştir (14,15). Bu 

veriler değerlendirildiğinde desminin erken kalp kası oluşum sürecinde yer alan 

genlerin ifadesini düzenleyebileceği düşünülmüş ve 2016 yılında yapılan bir çalışmada 

desminin kalp kası öncül hücrelerinde nkx2.5 ile eş zamanlı olarak ifade olduğu, 

nkx2.5 bildirici (reporter) gen ifadesini aktifleştirdiği ve nkx2.5’ in erişkin kalp kası 

kök hücre popülasyonunda düzgün ifade olmasını sağladığı tespit edilmiştir (16). 

2013 yılında grubumuzca yapılan bir çalışma kapsamında herhangi bir kas 

hastalığına sahip olmadığı bilinen bireye ait iskelet kası kesitlerinde inceleme 

yapıldığında desmin ve lamin B’nin çekirdekte birlikte konumlandıkları görülmüştür 

(100). Grubumuzca gerçekleştirilen, TÜBİTAK tarafından desteklenen (214S174) 

farklı bir çalışmada, zebra balığı iskelet kas dokusunda desmin ve çekirdekte yerleşim 

gösteren tip V ara filament proteini olan lamin B’nin etkileşimde olduğu birlikte-
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immünçöktürme ile gösterilmiştir (17,101). Sonuçlar proximity ligation assay (101) 

ve kütle spektroskopisi ile doğrulanmıştır. Çalışmamızda ayrıca çekirdek por 

kompleksinde konumlanan ve çekirdek-sitoplazma arası taşınımda görev aldığı bilinen 

FG grubu bir nup olan nup214 ve desmin arasında da bir etkileşim olduğu birlikte-

immünçöktürme yöntemiyle tespit edilmiştir (17,101). Kütle spektroskopisi sonuçları 

incelendiğinde desminin çekirdekte konumlanan histon proteinleri, bazı transkripsiyon 

faktörleri (zinc finger and btb domain-containing protein 17, zinc finger protein 827, 

remodeling and spacing factor 1) ve başka bir FG grubu nup olan nup153 ile de 

beraber çöktüğü tespit edilmiştir. Kütle spektroskopi sonucu elde edilen protein listesi 

ProteomeXchange Consortium (PXD047121)’a yüklenerek Protein Analysis Through 

Evolutionary Relationships (PANTHER) veri tabanında (102–104) Gene Ontology- 

Cellular component ‘te analiz edildikten sonra hücre içi konumlanması çekirdek 

(nuclear) olarak belirlenen proteinler Enrich R’de analiz edilmiştir (105–107). 

Desminin çekirdekteki bağlanma partnerlerinin, çekirdek por kompleksi sitoplazmik 

filamentleri, çekirdek por kompleksinin sitoplazmik çevresi ve çekirdek por 

kompleksinin sitoplazmik tarafı başlıkları altında toplanan, çoğunlukla çekirdek por 

kompleksi elemanları olduğu tespit edilmiştir (Şekil 2.4A). 
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Şekil 2.4. Desminin bağlanma partnerlerinin proteomik analizi. A. EnrichR’de 

desminin çekirdekteki bağlanma partnerlerinin hücresel lokalizasyonunu 

temsil eden ontoloji analizi. X ekseni (çubuğun uzunluğu) ontoloji 

analizinde öne çıkan terimlerin önemini temsil etmektedir. Daha açık 

kırmızı tonları daha anlamlı sonuçları gösterir. En üstten başlayarak p 

değerleri sırasıyla: 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 

nupların ilişkisi. Kırmızı kesikli çizgiler tarafımızca tanımlanan 

etkileşimleri göstermektedir (17,101).  

Tüm bu çalışmalara ek olarak The Biological General Repository for 

Interaction Datasets (BioGRID) veri tabanında (108) desminin bağlanma partnerleri 

incelendiğinde desminin çekirdek por kompleksi elemanlarından olan nup88 ile de 

etkileşimde olduğu görülmüştür (18). Ardından, desmin ve nuplar arasındaki etkileşim 

ağının anlaşılması için STRING veri tabanı (109) kullanılmıştır. Beklenildiği üzere 

nuplar arasında yoğun bir etkileşim gözlenirken, desminin de bu etkileşimde yer 

alabileceği görülmüştür (Şekil 2.4B). Bu sonuçlar desminin iskelet kasında çekirdek 

içerisine girerek burada bir görev üstlendiği ihtimalini güçlendirmiştir.  

Literatürde desminin çekirdekte konumlanması ve üstlenebileceği görevlerle 

ilişkili bilgiler mevcut olsa da çekirdek-sitoplazma arasında nasıl taşındığını gösteren 

bir veri bulunmamaktadır.  
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Çevrimiçi veri tabanları incelendiğinde desminin potansiyel NLS ve NES 

dizilerine sahip olduğu görülmüştür (Şekil 2.5). Potansiyel NLS dizileri için tarama 

cNLS Mapper veri tabanında gerçekleştirilmiştir (110–112). Bu veri tabanında yalnızca 

çekirdekte konumlanan proteinler için skorun 8-10 arası olması gerektiği belirtilmiştir. 

Skorun proteinler kısmen çekirdekte konumlandığı durumda 7-8, proteinler hem 

çekirdek hem sitoplazmada konumlandığında 3-5 arası ve yalnızca sitoplazmada 

konumlandığında ise 1-2 arasında olduğu belirtilmiştir (111). Desmin dizisi üzerinde, 

282.pozisyondaki glutamat ve 313.poziyondaki alanin amino asitlerini kapsayan, skoru 

3 olan bir dizi olduğu tespit edilmiştir (Bkz. Şekil 2.5). Ek olarak 10.pozisyondaki 

arjinin ve 42.poziyonundaki serin amino asitleri arasında skoru 2.9 olan bir dizi daha 

tespit edilmiştir (Bkz. Şekil 2.5). Bu ikinci dizinin skoru çekirdek sitoplazma arası 

taşınım için belirlenen limitin (3) altında kalmakla (skor: 2.9) birlikte Fuchs ve ark. (16) 

tarafından yapılan çalışmada, desminin amino ucundaki ilk 48 amino asitin silinmesi 

durumunda, çekirdekte konumlanmadığı gösterilmiştir (16). Dolayısıyla bu sinyal 

dizisinin de işlevsel olması olasıdır. NetNES 1.1 veri tabanında (61) ise desmin 

üzerinde NES dizisi olup olmadığı araştırılmıştır. Bu veri tabanı yapay nöral ağ (ANN) 

ve gizli Markov modelleri (HMM) kullanarak ökaryotik hücrelerde lösince zengin NES 

dizilerinin tahmin edilmesini sağlamaktadır (61). Desmin dizisi NetNES 1.1 

taratıldığında üzerinde potansiyel bir NES dizisi olduğu görülmüştür (Bkz. Şekil 2.5). 

Desminin potansiyel NLS dizilerine sahip olması karyoferin bağımlı mekanizma ile 

çekirdek içerisine girebileceğini ve üzerinde potansiyel bir NES bulunması karyoferin 

bağımlı olarak çekirdekten sitoplazmaya taşınabileceğini düşündürmüştür. 
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Şekil 2.5. Çevrimiçi veri tabanları kullanılarak tespit edilen NLS ve NES dizileri. A. 

cNLS Mapper veri tabanında insan desmin dizisi kullanılarak yapılan 

taramada tespit edilen NLS dizileri. Desmin için α-sarmal rod domaininde 

3 skorunu aşan olası bir sinyal dizisi olduğu görülmüştür. Aynı zamanda 

amino terminalinde eşik değerin hemen altında (2.9) potansiyel bir sinyal 

daha bulunmaktadır B. NetNES 1.1 veri tabanında desmin için olası NES.  

Desmin için olası taşınım mekanizmalarından bir diğeri ise karyoferin bağımsız 

taşınımdır. Diğer ara filament proteinleri gibi desmin de amino ve karboksil uçlarında 

bulunan baş ve kuyruk domainleri ile bunların arasında bulunan oldukça korunmuş 

amfifilik bir α-sarmal rod domaini içermektedir (113) (Şekil 2.6). Desminin amfifilik 

özellikte olması, çekirdek içerisine tıpkı actinin-4 ve ß-catenin gibi moleküler yüzey 

hidrofobikliğini değiştirerek karyoferin bağımsız bir mekanizma ile taşınabileceğini (4) 

düşündürtmüştür. Ayrıca desminin çekirdek por kompleksinin sitoplazmik halkasında 

konumlanan nup214 ve çekirdek içerisinde konumlanan nup153 ile beraber çöktüğünün 

gösterilmesi ve nup88 ile etkileşimde olması bu ihtimali güçlendirmektedir. 
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Şekil 2.6. Expasy- ProtScale’de desmin için oluşturulan Abraham & Leo hidrofobiklik 

ölçeği (114–116). 0’ın üzerinde skora sahip bölgeler hidrofobik olarak 

değerlendirilmektedir. Desminin 109-412. amino asitler arasına tekabül 

eden α-sarmal rod domaini kırmızı dikey çubuklar ile sınırlandırılmıştır. 

2.5 Tez çalışmasının temel aldığı hipotez ve amaçları 

Çekirdek içerisinde konumlanması ve üstlenebileceği görevlerle ilgili pek çok 

araştırma olmasına rağmen desminin çekirdek-sitoplazma arasında nasıl taşındığına 

dair bir veri bulunmamaktadır. Desminin potansiyel NLS dizisilerine sahip olması 

(Bkz. Şekil 2.5) çekirdek-sitoplazma arasında karyoferin bağımlı mekanizma ile 

taşınabileceğine işaret ederken, yapılanma özelliği (monomerlerin bir araya 

gelmesiyle başlayan daha üst bir yapı oluşması) (117), amfifilik niteliği (113), birlikte-

immünçöktürme (17,101) ve kütle spektroskopisi sonuçları (Kural, Yayınlanmamış 

veri) ile çevrimiçi veri tabanlarında yer alan olası bağlanma partnerleri (nup214, 

nup153 ve nup88) göz önüne alındığında ise taşınımın karyoferin bağımsız bir 

mekanizma ile olabileceği öngörülmüştür. Hücre iskeleti proteinlerinin birden fazla 

mekanizma ile içeri girmesi olası bir durum olduğundan (1) desminin çekirdek 

içerisine taşınması için elde edilen veriler ışığında iki aday mekanizma olduğu 
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düşünülmüş ve bu tez kapsamında desminin çekirdek-sitoplazma arasında bu 

mekanizmalardan biri veya her ikisiyle taşınıp taşınmadığının araştırılması 

planlanmıştır. 

Bu bilgiler ışığında tez çalışmasının hipotezi: desmin karyoferin bağımlı ya da 

karyoferin bağımsız bir moleküler mekanizma ile çekirdek-sitoplazma arasında 

taşınmaktadır. 

Bu doğrultuda tez çalışmasının amacı sitoplazmada görevli desmin ara filament 

proteininin çekirdek içerisine taşınma mekanizmasının aydınlatılmasıdır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Gereç 

3.1.1 Hücre kültürü  

• İnsan iskelet kası hücre hattı (T0033) (ABM) 

• Fare iskelet kası hücre hattı (C2C12) (ATCC) 

• İnsan servikal kanser hücre hattı (HeLa) (ATCC) 

• 1X Tripsin-EDTA (Capricorn)  

• İnsan iskelet kası hücreleri için çoğaltma besi yeri 

• Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), high glucose 

(Capricorn): %64  

• Medium-199 (Sigma-Aldrich): %16 

• Fetal bovine serum (FBS) (Capricorn): %20  

• Fetuin (Sigma): 25 ug/mL 

• Human Epidermal Growth Factor (hEGF) (Gibco): 5 ng/mL 

• Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) (Gibco) 0.5 ng/mL 

• İnsülin (Sigma-Aldrich): 5 ng/mL 

• Deksametazon (Sigma-Aldrich): 0.2 ug/mL 

• Gentamisin (Biowest): 50 µg/mL 

• Amfoterisin B (Biowest): 2.5 µg/mL 

• Fare iskelet kası hücreleri ve insan servikal hücreleri için çoğaltma besi yeri 

• FBS: %10  

• DMEM, high glucose: %89  

• Gentamisin (Biowest): 50 µg/mL 

• Amfoterisin B (Biowest): 2.5 µg/mL 

• İnsan ve fare iskelet kası hücreleri için farklılaşma besi yeri 

• Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), high glucose 

(Capricorn): %60  

• Medium-199 (Sigma-Aldrich): %20 

• At serumu (Biowest): %2 
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• Gentamisin (Biowest): 50 µg/mL 

• Amfoterisin B (Biowest): 2.5 µg/mL 

• 1X phosphate buffered saline (PBS) (Biowest)  

• Dimetilsülfoksit (DMSO) (Applichem)  

3.1.2 Hücre döngüsü senkronizasyonu ve analizi 

• Senkronizasyon besi yeri 

• DMEM, high glucose, no glutamine, no methionine, no cystine (Gibco) 

• L-cystine (Sigma): 40 mg/mL 

• L-glutamine 100x (Serox): %1 

• FBS: %1 

• Muse Cell Cycle Kit (Luminex Corporation) 

• CytoFLEX Akım sitometri cihazı (Beckman Coulter) 

• Kaluza yazılımı (Beckman Coulter)  

3.1.3 İmmünfloresans boyama ve görüntüleme 

• Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 

• 4’,6-diaminodino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich) 

• Mounting medium (Ibidi) 

• %4 paraformaldehit (PFA) (Sigma-Aldrich) 

• Etanol (Carlo Erba) 

• Sığır serum albümini (BSA) 

3.1.4 Transfeksiyon çalışmalarında kullanılacak vektörlerin 

çoğaltılması 

• pCMV3-C-GFPSpark® (eGFP işaretli desmin ifade vektörü) (Sinobiological 

HG13865-ACG) 

• pMAX-GFP™ (yalnızca eGFP ifade eden vektör) (Lonza Bio) 

• pCMV3-C-GFPSpark® üzerinde mutasyon aracılıklı oluşturulan NLS ve NES 

dizilerinin silindiği vektörler 
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• Sıvı bakteri besi yeri (Lysogeny Broth (LB) Medium), pH 7,0 (1L): 

Tripton (Applichem)    : 10 g 

Maya özütü (Applichem)   : 5 g 

Sodyum klorür (NaCl) (Sigma)   : 5 g 

• Katı Bakteri Besiyeri (1 L):   

Tripton (Applichem)    : 10 g 

Maya özütü (Applichem)   : 5 g 

NaCl (Sigma)     : 5 g 

Agar (Sigma)     : 15 g 

Ampisilin (100 mg/ml) (Gibco)   : 1 ml 

• Midi-prep plazmid saflaştırma kiti (Thermo-Scientific) 

• Mini-prep plazmid saflaştırma kiti (Macherey-Nagel) 

• KpnI enzimi (NEB) 

• NanoDropTM 1000 spektrofotometre (Thermo Scientific) 

3.1.5 Transfeksiyon 

• Lipofectamine 3000 Transfection Reagent (Thermofisher Scientific)  

• OPTİ-MEM (Thermofisher Scientific) 

• pCMV3-C-GFPSpark® (eGFP işaretli desmin ifade vektörü) (Sinobiological 

HG13865-ACG) 

• pMAX-GFP™ (yalnızca eGFP ifade eden vektör) (Lonza Bio) 

• pCMV3-C-GFPSpark® üzerinde mutasyon aracılıklı oluşturulan NLS ve NES 

dizilerinin silindiği vektörler 

3.1.6 Canlılık 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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• Cell scraper (Greiner) 

• Soğutmalı santrifüj (Eppendorf) 

• 1X Tripsin-EDTA (Capricorn)  

• Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) 

3.1.8 Western blot 

• Mini Protean II elektroforez seti (Bio-Rad)  

• Laemmli yükleme tamponu (4x) (Bio-Rad) 

• SDS (Thermo Scientific) 

• %12’lik ayırıcı jel:  

• 1.5 M Tris; pH 8.8 

• %30 Akril-bisakril 

• %10 sodyum dodesil sülfat (SDS) 

• %0.1 N, N,N',N'-tetrametil etilendiamin (TEMED) 

• %10 amonyum persülfat (APS),  

• dH2O. 

• %5’lik toplayıcı jel:  

• 1 M Tris; pH 6.8 

• %30 Akril-bisakril 

• 10% SDS 

• %0.1 TEMED 

• 10% APS 

• dH2O 

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

Rad) 

• Yürütme tamponu (pH 8,3)  

• 25 mM Tris base 

• 192 mM glisin 

• % 0.1 SDS 

• Yarı kuru elektroforetik transfer cihazı (Bio-Rad, TransBlot Turbo Transfer 

System) 
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• Nitroselüloz membran (0,45μm kalınlığında) (Thermo Scientific)  

• Whatmann filtre kâğıdı 

• Yarı kuru transfer tamponu (pH 8,3) 

• Tris baz: 25 mM,  

• Glisin: 192 mM,  

• Metanol: %20 

• Ponceau S çözeltisi (Thermo Scientific) 

• Yıkama tamponu (1X TBS-T) (pH 7,4):  

• Tris baz: 20 mM,  

• NaCl: 150 mM,  

• Tween-20: % 0.1 (w/v),  

• dH2O 

• Bloklama tamponu:  

• Yağsız süt tozu(%5,  

• TBS-T 

3.1.9 Transport baskılanması 

• İvermektin (Sigma-Aldrich) 

• Dimetil sülfoksit (DMSO) (Merck) 

3.1.10 Çekirdek içerisine taşınım deneyleri 

• Digitonin (Sigma-Aldrich) 

• Import buffer 

• 4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit (HEPES) (Sigma-

Aldrich): 20 mM , pH 7.3 

• Potasyum asetat (Sigma-Aldrich): 110 mM 

• Sodyum asetat (Sigma-Aldrich): 5 mM 

• Magnezyum asetat (Sigma-Aldrich): 2 mM 

• Ethylene glycol-bis (β-aminoethyl ether)-N,N,N′,N′-tetraacetic acid 

(EGTA) (Sigma-Aldrich): 0.5 mM 

• Dithiothreitol (DTT) (Thermofisher Scientific): 2 mM DTT 
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• Proteaz inhibitör kokteyli 

• Import cocktail 

• Import buffer 

• Sıçan karaciğer sitozolü (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 Yüzey hidrofobikliği ölçümü 

• 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 hücre kültürü kabı 

• Spectramax M2 spektrofotometre (Molecular Devices) 

3.1.12 Moleküler dinamik simülasyonları 

• Visual Molecular Dynamics Software (VMD) 

• Nanoscale Molecular Dynamics (NAMD) 

3.1.13 Antikorlar 

• Fare monoklonal anti-MF20, IgG2b (Developmental Studies Hybridoma 

Bank) 

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

• Tavşan poliklonal anti-Emerin (Sigma-Aldrich) 

• Keçi Anti-Tavşan IgG (H+L) Alexa Fluor 488 konjuge (Invitrogen) 
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• Fare monoklonal anti-E2F (Santa Cruz Biotechnology) 

• Tavşan poliklonal anti-desmin (Sigma-Aldrich) 

• Keçi anti-tavşan sekonder antikor (Invitrogen) 

3.2 Yöntem 

3.2.1 Hücre kültürü 

İnsan iskelet kası hücre hattı (T0033) ABM firmasından satın alınmıştır. Fare 

iskelet kası hücre hattı (C2C12) ve insan servikal kanser hücre hattı (HeLa) hücreleri 

%10 oranında FBS, 50 µg/mL gentamisin ve 2.5 µg/mL amfoterisin B içeren yüksek 

glikozlu DMEM içerisinde çoğaltılmıştır. T0033 hücreleri %16 Medium 199, %64 

DMEM, %20 FBS, 25 ug/mL fetuin, 5 ng/mL hEGF, 0.5 ng/mL bFGF, 5 ng/mL 

insülin, 0.2 ug/mL deksametazon, 50 µg/mL gentamisin ve 2.5 µg/mL amfoterisin B 

içeren yüksek glikozlu DMEM içerisinde çoğaltılmıştır. 

Miyoblast hücrelerinin farklılaştırılması için %80-%90 yoğunluğa ulaşmaları 

beklenmiş ardından farklılaşma besi yeri (%20 Medium 199, %60 DMEM, %2 at 

serumu 50 µg/mL gentamisin ve 2.5 µg/mL amfoterisin B) eklenmiştir. 

Hücreler %5 karbondioksit içeren ortamda 37oC’de büyütülmüşlerdir. 

Hücreler, ihtiyaç halinde, %90 FBS ve %10 DMSO içeren besi yeri içerisinde 

dondurularak, sıvı azot içinde saklanmıştır. 

3.2.2 Hücre döngüsü senkronizasyonu 

Hücre döngüsü senkronizasyonu insan (T0033) ve fare (C2C12) iskelet kası 

hücre hatlarında gerçekleştirilmiştir. Senkronizasyon için hücreler 10 cm çapındaki 

petri kaplarına ekilmiştir. Ekimden 24 saat sonra 1X PBS ile yıkanmış ve açlık 

(starvation) besi yerine (metiyonin içermeyen DMEM, %1 FBS, %1 L-glutamin, 40 

mg/mL L-cystine) alınmıştır. T0033 hücreleri 40 saat ve C2C12 hücreleri 24 saat 

boyunca açlık besi yerinde bırakılmış ve hücre döngüsünün tekrar başlaması için 

standart büyüme besi yerine alınmışlardır. Standart büyüme besi yeri içerisinde 24 saat 

tutulan hücrelerin senkronizasyon durumlarının anlaşılması için hücre döngüsü 

analizine tabi tutulmuştur. Tripsin ile kaldırılan hücreler 300 g’de beş dakika boyunca 

santrifüjlenmiştir. Pelet 1XPBS ile yıkandıktan sonra vortekslenmeyi takiben, 1 ml 

soğuk saf etonol damla damla eklenerek tespit edilmiştir. -20 °C’de bir gece bekletilen 
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hücreler 17000 g’de sekiz dakika santrifüjlenmiştir. Daha sonra örnekler propidyum 

iyodür boyaması için Muse Cell Cycle Kit ile 30 dakika boyunca oda sıcaklığında 

inkübe edilmiştir. Örnekler CytoFlex akım sitometresi cihazı ile her örnek için en az 

10000 okuma (event) olacak şekilde analiz edilmiştir.  

3.2.3 İmmünfloresan boyama ve görüntüleme 

Miyozin ağır zincir (MHC) proteininin boyanması için insan iskelet kası 

hücreleri %100 etanol ile -20oC’de tespit edilmiştir. Hücreler 1X PBS ile yıkandıktan 

sonra %1 FBS, %0,5 Triton-X içeren PBS çözeltisinde 45 dakika boyunca oda 

sıcaklığında bloklanmıştır. Hücreler 1X PBS ile yıkanmış ve PBS içerisinde 1:20 

oranında sulandırılan MHC proteinini tanıyan primer antikor (anti-MF20, IgG2b, 

Developmental Studies Hybridoma Bank) ile 2 saat boyunca oda sıcaklığında inkübe 

edilmiştir. Primer antikor uygulaması sonrasında hücreler 1X PBS ile yıkanmış ve 

Alexa Fluor konjuge sekonder antikor 1:750 oranında 1X PBS içinde sulandırılarak 1 

saat boyunca oda sıcaklığında muamele edilmiştir. Hücreler 1X PBS ile yıkanmış ve 

çekirdek boyaması için DAPI uygulaması yapıldıktan sonra kapatılmıştır.  

Emerin ve E2F boyaması için hücreler %4 PFA ile oda sıcaklığında 10 dakika 

fikse edilmiştir. Permeabilizasyon için PBS içerisinde %0.1 oranında Triton-X ile 

muamele edilmiştir. Hücreler PBS içinde %2 BSA ile 1 saat oda sıcaklığında 

bloklandıktan sonra primer antikor 1:300 oranında %0.1 BSA içeren PBS içerisinde 

sulandırılarak gece boyu +4oC’de inkübe edilmiştir. Ertesi sabah hücreler 1XPBS ile 

yıkandıktan sonra sekonder antikor 1:500 oranında sulandırılmış ve bir saat oda 

sıcaklığında muamele edilmiştir. Hücreler 1XPBS ile yıkandıktan sonra DAPI 

uygulaması yapılmış ve kapatılmıştır. 

Görüntülemeler Zeiss-Axio Plan Upright Fluorescence microscope with 

AxioCam Erc5 5Mp ile yapılmıştır.  

3.2.4 Farklılaşma ve füzyon oranlarının hesaplanması 

Farklılaşma ve füzyon oranları hesaplanırken yalnızca insan iskelet kası 

hücreleri kullanılmıştır. Elimizde bulunan MHC antikoru farede üretildiği için fare 

kökenli C2C12 hücrelerinde özgül olmayan boyamalar sebebiyle kantitasyon yapmak 

mümkün olmamıştır. Açlık sonrası C2C12 hücrelerinde morfolojik olarak bir 

abnormalite, hücre döngüsünün herhangi bir şekilde yeniden başlamadığını gösteren 



 28 

bir emare bulunmaması nedeniyle bu çalışma yalnızca insan iskelet kası hücreleri için 

gerçekleştirilmiştir. İnsan iskelet kası hücreleri farklılaşma besi yerine alındıktan sonra 

24, 28, 32 ve 48. saatlerde Kısım 3.2.3’te detaylı şekilde belirtildiği üzere tespit edilmiş 

ve MHC boyaması sonrasında rastgele alanlar seçilerek fotoğraf çekilmiştir. Fotoğraf 

çekilen alanlarda en az 93 çekirdek bulunmaktadır. 

Farklılaşma oranı hesaplanırken miyozin ağır zincir MHC (+) hücrelerdeki 

çekirdek sayısı alandaki toplam çekirdek sayısına bölünmüştür (118). 

Füzyon oranı hesaplanırken iki veya daha fazla çekirdek içeren MHC (+) 

hücrelerdeki çekirdek sayısı alandaki toplam çekirdek sayısına bölünmüştür (118). 

3.2.5 Transfeksiyon çalışmalarında kullanılacak vektörlerin 

çoğaltılması 

pCMV3-C-GFPSpark® (eGFP işaretli desmin ifade vektörü, HG13865-ACG) 

Sinobiological firmasından satın alınmıştır. NES ve NLS dizilerinin silindiği mutant 

desmin ifadesi olan vektörler GenScript firmasından hizmet alımı yoluyla temin 

edilmiştir. pMAX-GFP™ vektörü Lonza Bio firmasından satın alınmıştır. 

Transformasyon çalışmaları için 50 µl kompetan hücre buz üzerinde çözülmüş, 

ardından vektörler kompetan bakterilere (E.Coli DH5α) 1:10 oranında eklenmiştir. 5 

dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra karışım steril cam boncuk yardımı ile 100 

µg/ml amfisilin içeren LB agar petri kaplarına ekilmiş ve 37oC etüvde bir gece 

boyunca bekletilmiştir. 5 adet koloni seçildikten sonra bu koloniler amfisilin içeren 

önceden ısıtılmış 4 mL LB içerisinde, 37oC, 250 rpm çalkalama ile 14 saat boyunca 

kültür edilmiştir. Son olarak üreticinin talimatları doğrultusunda miniprep kiti 

kullanılarak plasmid izolasyonu yapılmıştır. Plasmid konsantrasyonları 260 nm dalga 

boyunda NanoDrop 1000 spektrofotometre yardımıyla ölçülmüştür. 

Tarafımıza Sanger dizileme ile kontrol edilerek gönderilen vektörlerin 

mutasyon taşıyıp taşımadığı KpnI enzimi ile kesim yapılarak da kontrol edilmiştir. 

Enzim kesim protokolü aşağıda belirtildiği gibidir. 
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Miktar 

Restriksiyon enzimi 20 U 

DNA 1 µg 

10X NEBuffer 1X 

Reaksiyon hacmi 50 µl 

 

Enzim kesim reaksiyonu yukarıda belirtildiği üzere hazırlandıktan sonra 15 

dakika boyunca 37oC’de inkübe edilmiştir. Ardından enzim inaktivasyonu için 20 

dakika 65oC’de inkübe edilmiş ve enzim kesim ürünleri %1’lik agaroz jelde 

yürütülmüştür.  

3.2.6 Transfeksiyon çalışmaları 

Senkronize edilen insan ve fare iskelet kası hücreleri %80-%90 yoğunluğa 

ulaştığında transfeksiyon işlemi gerçekleştirilmiştir. Transfeksiyon için lipofectamine 

3000 (Thermo Fisher Scientific, L3000008) kiti kullanılmıştır. Üreticinin talimatları 

doğrultusunda transfeksiyon işlemi gerçekleştirilmiştir. Kısaca, kit içerisinde bulunan 

lipofectamine reagent, opti-mem (düşük serumlu besi yeri) içerisinde sulandırılmıştır. 

Kit protokolü içerisinde opti-mem besi yeri kullanılması önerildiği için transfeksiyon 

karışımları hazırlanırken opti-mem kullanılmıştır. Ayrı bir tüpte plazmidler (200 ng), 

opti-mem ve yine kit içerisinde bulunan p3000 reagent ile dilüe edilmiştir. İki tüpün 

içerikleri karıştırılmış ve oda sıcaklığında 20 dakika inkübe edilmiştir. Ardından 

karışım kuyucuklara eklenmiştir. 24 saat sonra hücreler GFP ifadesi için kontrol 

edilmiş ve farklılaşma besi yerine (yüksek glikoz içeren DMEM, %2 at serumu, %1 

insülin) alınmıştır. Hücreler farklılaşma besi yerine alındıktan 24, 28, 32 ve 48 saat 

sonra %4 PFA kullanılarak fikse edilmiş, çekirdek boyaması için DAPI uygulaması 

yapılmış ve kapatıldıktan sonra Zeiss LSM 880 laser scanning confocal microscope 

equipped with a 63×/1.4 Apochromat Oil DIC objective ile görüntüleme yapılmıştır.  

Yabanıl tip desmin ve yalnızca eGFP ifadesi sağlayan vektörler ile yapılan 

transfeksiyon sonrası 24. saatte canlılık testi yapılmıştır. Hücreler kaldırıldıktan sonra, 

hücrelerin bulunduğu besi yeri ile 1:1 oranında karıştırılıp trypan blue uygulaması 
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yapılmıştır. Trypan blue uygulaması yapılan hücreler hemasitometre ile mikroskop 

altında sayılmıştır. Transfeksiyon sonrası canlılık testi üç tekrar olacak şekilde 

gerçekleştirilmiştir. 

Desminin çekirdek konumlanmasının belirlenmesi için konfokal mikroskop ile 

çekilen görüntüler kullanılarak Pearson korelasyon katsayısı hesaplanmıştır. Pearson 

korelasyon katsayısı, -1 ile +1 arasında bir değer olarak ifade edilir. -1 mükemmel 

negatif korelasyonu, +1 ise mükemmel pozitif korelasyonu ifade etmektedir (119). 0 

değeri ise eş lokalizasyon olmadığını ifade etmektedir (119). Konfokal mikroskop ile 

çekilen görüntüler FIJI-Coloc2 yazılımı kullanılarak desmin (yeşil sinyal) ve çekirdek 

(DAPI sinyali) açısından değerlendirilerek Pearson korelasyon katsayısı 

hesaplanmıştır. Sonuçlar Mann-Whitney U testi ile değerlendirilmiştir. Testlerin 

yapılmasında ve grafiklerin çizilmesinde GraphPad Prism programı kullanılmış ve 

veriler değerlendirilirken p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 

Floresan yoğunluk analizi 

Desminin çekirdekte konumlanması değerlendirilirken sonuçların 

transfeksiyon etkinliğinden bağımsız olarak değerlendirilebilmesi için floresan 

yoğunluk (fluorescence intensity) analizi gerçekleştirilmiştir. Transfeksiyon sonrası 

insan ve fare iskelet kası hücreleri konfokal mikroskopta çekilmiş ve görüntüler FİJİ 

programı kullanılarak değerlendirilmiştir (120). Sitoplazma ve çekirdekten gelen 

floresan sinyaller ölçüldükten sonra sitoplazmik sinyal (desmin kaynaklı/yeşil), 

çekirdek sinyaline (DNA boyaması/DAPI/mavi) oranlanarak normalize edilmiştir. 

Ardından yabanıl tip ve mutant vektörler arasında farklılık olup olmadığı t-test ile 

kontrol edilmiştir. Testlerin yapılmasında ve grafiklerin çizilmesinde GraphPad Prism 

programı kullanılmış ve veriler değerlendirilirken p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edilmiştir. 

3.2.7 Protein izolasyonu ve western blot 

Protein izolasyonu için insan iskelet kası hücreleri soğuk 1XPBS ile 

yıkanmıştır. Ardından üzerine 30 ul RIPA eklenmiş ve oda sıcaklığında 5 dakika 

inkübe edildikten sonra hücre kazıyıcı (cell scraper) kullanılarak hücreler tüpler içine 

toplanmıştır. Hücreler +4oC’de, 13000 rpm’de 10 dakika boyunca döndürülmüş ve 

süpernatan temiz bir ependorfa alınmıştır. Protein konsantrasyonu Bicinchoninic acid 
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assay (BCA) ile tayin edilmiştir. Protein konsantrasyonları Tablo 3.1’de belirtildiği 

gibidir. 

Tablo 3.1. Protein konsantrasyonları. 

Örnek 

adı 

Konsantrasyon 

(mg/mL) 

Açıklama 

%60 1.637 
Ekim sonrası %60 yoğunluktaki transfekte 

edilmeyen hücrelerden toplanan protein lizatı 

%90 1.79 
Ekim sonrası %90 yoğunluktaki transfekte 

edilmeyen hücrelerden toplanan protein lizatı 

D_24 4 

eGFP etiketli desmin ifade vektörü ile transfekte 

edilen hücrelerden transfeksiyon sonrası 24 saatte 

toplanan protein lizatı 

D_48 9.04 

eGFP etiketli desmin ifade vektörü ile transfekte 

edilen hücrelerden transfeksiyon sonrası 48 saatte 

toplanan protein lizatı. 

G_24 1.648 

eGFP vektörü ile transfekte edilen hücrelerden 

transfeksiyon sonrası 24 saatte toplanan protein 

lizatı 

G_48 0.991 

eGFP vektörü ile transfekte edilen hücrelerden 

transfeksiyon sonrası 48 saatte toplanan protein 

lizatı 

Western blot için %12’lik ayırıcı jel ve %5’lik toplayıcı jel dökülmüştür. 10 ug 

protein örneği 4X Laemmli yükleme tamponu ile karıştırıldıktan sonra 100oC suyun 

içerisinde 4 dakika denatürasyonu takiben jele yüklenmiştir. Örnekler 80 V’de 20 

dakika ardından 120 V’de 1 saat yürütülmüştür. Yarı-kuru transfer 25 V’de 30 dakika 

yapılmıştır. Membran ponceau S çözeltisi ile boyanmıştır. Fotoğrafı çekildikten sonra 

TBS-T ile yıkanmıştır. 1 saat oda sıcaklığında TBS-T içinde hazırlanan %5 süt tozu 

ile bloklama yapıldıktan sonra membran %5 süt tozu içeren TBS-T içerisinde 1/400 

oranında sulandırılan desmin (Sigma, D8281, 1/400) antikoru ile işaretlenmiştir. 

Membran TBS-T ile yıkandıktan sonra TBS-T içinde 1/1000 oranında sulandırılan 

sekonder antikor ile oda sıcaklığında 1 saat muamele edilmiş ve TBS-T ile yıkanarak 

görüntülemeye hazır hale getirilmiştir. Görüntüleme için SuperSignal™ West Femto 

Maximum Sensitivity Substrate, Thermo Scientific kit kullanılmıştır. Kit içeriğinde 

bulunan Luminol/Enhancer ve stabil peroksit solüsyonları 1:1 oranında karıştırılarak 

membrana uygulanmış ve membran karanlık bir ortamda bu karışım ile 5 dakika 
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boyunca muamele edilmiştir. GeneGnome 5 kemilüminesans görüntüleme cihazı 

(Syngene) kullanılarak görüntüleme yapılmıştır. 

Transfeksiyon ile ekzojen olarak hücrelere gönderilen eGFP işaretli desminin 

endojen desmin ifadesini etkilemediğinin gösterilmesi için ponceau S boyaması 

normalizatör olarak kullanılmıştır. FIJI programı kullanılarak, dansitometrik analizler 

ile transfeksiyon yapılan ve transfeksiyon yapılmayan hücrelerdeki endojen desmin 

oranları karşılaştırmalı olarak analiz edilmiştir. Sonuçlar Mann-Whitney U testi ile 

değerlendirilmiştir. Testlerin yapılmasında ve grafiklerin çizilmesinde GraphPad 

Prism programı kullanılmış ve veriler değerlendirilirken p<0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edilmiştir. 

3.2.8 Çekirdek içerisine taşınım deneyleri 

Çekirdek içerisine taşınım deneyleri için insan ve fare iskelet kası hücreleri ile 

insan servikal kanser hücreleri cam lamel üzerine ekilmiştir. Tez önerisinde deneylerin 

farklılaşmayı tamamlayan hücrelerde yapılması planlanmıştır ancak farklılaşan 

hücrelerin cam yüzeye iyi tutunamaması ve desminin erken iskelet kası farklılaşması 

aşamasında çekirdek içine girdiği de göz önüne alınarak deneyler hücreler ekim 

sonrası yaklaşık %80 yoğunluğa ulaştığında gerçekleştirilmiştir. Hücreler soğuk 

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 inhibitör kokteyli) ile 

3 defa yıkandıktan sonra 40 ug/mL oranında digitonin içeren import buffer ile buz 

üstünde 4 dakika muamele edilmiştir. Optimizasyon aşamasında digitonin ile 

permeabilizasyon sonrası hücreler bir çekirdek zarfı proteini olan emerin ile boyanarak 

çekirdek zarfı bütünlüğü kontrol edilmiştir. Permeabilizasyon sonrası hücreler soğuk 

import buffer ile 3 defa yıkanmıştır. Hücreler import cocktail (%50 sitozol, 

rekombinant protein veya dekstran, fosfokreatin kinaz, ATP, kreatin fosfat, import 

buffer) ile 30 dakika boyunca 37oC’de inkübe edilmiştir. 4 kere daha soğuk import 

buffer ile yıkandıktan sonra örnekler import buffer içerisinde %4 PFA ile fikse edilmiş 

ve konfokal mikroskop ile görüntüleme yapılmıştır. 

Desminin çekirdek konumlanmasının belirlenmesi için konfokal mikroskop ile 

çekilen görüntüler kullanılarak rekombinant desmin ve dekstran için ayrı ayrı Pearson 

korelasyon katsayısı hesaplanmıştır. Konfokal mikroskop ile çekilen görüntüler FIJI-
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Coloc2 yazılımı kullanılarak desmin (yeşil sinyal) ve çekirdek (DAPI sinyali) 

açısından değerlendirilerek Pearson korelasyon katsayısı hesaplanmıştır. Sonuçlar 

Mann-Whitney U testi ile değerlendirilmiştir. Testlerin yapılmasında ve grafiklerin 

çizilmesinde GraphPad Prism programı kullanılmış ve veriler değerlendirilirken 

p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. Deneyler insan servikal hücre hattı 

için üç tekrar, iskelet kası hücre hatları için iki tekrar olacak şekilde 

gerçekleştirilmiştir. 

Moleküler dinamik simülasyonları  

Desminin üç boyutlu yapısı, henüz kristal yapısı olmadığı için, AlphaFold 

Protein Structure Database’den alınmıştır (121,122). Analiz için AF-P17661-F1 

modeli seçilmiştir. Simülasyon, TÜBİTAK-TRUBA alt yapısı kullanılarak NAMD ve 

VMD programları kullanılarak gerçekleştirilmiştir (123,124). Yörüngeler 50 ns’ye 

kadar hesaplanmıştır. Farklı konsantrasyonlarda alkol bulunan ortamlarda 

gerçekleştirilen simülasyonlarda, protein üzerinde yapısal bir farklılık oluşup 

oluşmadığının incelenmesi için Root Mean Square Deviation (RMSD) değerleri 

hesaplanmıştır. Grafikler Grace (125) yazılımda oluşturulmuştur. 
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4. BULGULAR 

4.1 Desminin Karyoferin Bağımlı Mekanizma ile Çekirdek ve 

Sitoplazma Arasında Taşınımının Araştırılması 

4.1.1 Hücre döngüsü senkronizasyonu 

Hücre döngüsü senkronizasyonu için açlık süresi, hücre sayısının iki katına 

çıkma süreleri göz önüne alınarak belirlenmiştir. Bu süre T0033 hücre hattı için 40 

saattir (126–128). Senkronizasyon için hücreler açlık besi yerinde (metiyonin 

içermeyen besi yeri) 40 saat boyunca bekletildikten sonra açlık besi yeri ortamdan 

uzaklaştırılmış ve standart büyüme besi yeri eklenerek 24 saat boyunca tekrar hücre 

döngüsüne girmeleri için beklenmiştir (Şekil 4.1). Ardından örnekler akım sitometresi 

cihazı ile analiz edilmiştir. Senkronizasyon sonuçları Şekil 4.1’de gösterildiği gibidir. 

Akım sitometrisi sonuçları hücrelerin büyük bir kısmının G1 evresinde senkronize 

olduğunu göstermektedir. Bu sonuçlar açlık koşullarının hücre döngüsünün 

senkronizasyonunda etkili olduğunu göstermiştir. 
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B. 

 

Şekil 4.1. Hücre döngüsü senkronizasyonu sonrası hücreler. A. Senkronizasyon 

yapılmayan hücrelerin ve senkronizasyonu yapılan hücrelerin farklı 

yoğunluklarda, ışık mikroskobu görüntüleri. Üstte insan iskelet kası 

hücreleri, aşağıda fare iskelet kası hücreleri. Ölçek: 1 cm. B. Akım 

sitometrisi sonuçları. Üstte senkronizasyonu yapılan hücrelere, altta 

kontrol hücrelere ait histogramlar görünmektedir. Histogramlar hücrelerin 

başarılı bir şekilde senkronize olduğunu göstermektedir. 

4.1.2 İmmünfloresan boyama ile farklılaşma ve füzyon oranlarının 

hesaplanması 

Hücre döngüsü senkronizasyonu için aç bırakılan hücrelerin, açlık sonrasında 

farklılaşma ve miyotüp oluşturma kapasitelerinin etkilenmediğinin gösterilmesi için 

hücrelerde miyozin ağır zincir (MHC) boyaması gerçekleştirilmiş ve farklılaşma ile 

füzyon oranları hesaplanmıştır.  
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Farklılaşma oranı hesaplanırken MHC antikoruyla boyanan hücrelerdeki 

çekirdekler sayılmış ve bu değer alandaki toplam çekirdek sayısına bölünmüştür (118). 

T0033 insan miyoblast hücre hattı için farklılaşma oranı, farklılaşma besi yerine 

alındıktan sonraki 24. saatte %3, 28. saatte %7, 32. saatte %15 ve ve 48. saatte %17 

olarak hesaplanmıştır (Şekil 4.2A). MHC boyama sonuçlarını gösteren fotoğraflar 

Şekil 4.2B’de sunulmuştur. 

Füzyon oranı hesaplanırken ise iki veya daha fazla çekirdek içeren, MHC 

antikoruyla boyanan hücrelerdeki çekirdekler sayılmış ve alandaki toplam çekirdek 

sayısına bölünmüştür (118). Hücreler farklılaşma besi yerine alındıktan sonra füzyon 

oranı; 24. saatte %0, 28. saatte %6, 32. saatte %8 ve ve 48. saatte %28 olarak 

hesaplanmıştır (Bkz. Şekil 4.2A).  

Şekil 4.2A’da sunulan grafiklerde görüldüğü üzere farklılaşma ve füzyon 

oranlarında düzenli olarak artış görülmesi hücrelerin açlık sonrasında farklılaşma ve 

füzyon kapasitelerinin etkilenmediğini yani bir iskelet kası hücresinin yapması 

gerektiği gibi büyümeye ve farklılaşmaya devam ettiğini göstermektedir.  

Desminin çekirdekte bulunduğu miyojenik farklılaşma aşamasının 

belirlenmesi için hücrelerin senkronizasyonundan sonra transfeksiyon çalışmalarına 

başlanmıştır. 
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Şekil 4.2. Farklılaşma sonrası T0033 hücreleri. A. Farklılaşma ve füzyon oranlarını 

gösteren histogramlar. Farklılaşma besi yeri eklendikten sonra füzyon ve 

farklılaşma oranı düzenli bir artış göstermektedir. B. Farklılaşma besi yeri 

eklendikten sonraki 24, 28, 32 ve 48. saatlerde MHC boyaması. Fotoğrafın 

sol alt köşesinde yer alan rakamlar farklılaşma besi yeri eklendikten sonra 

geçen süreyi saat olarak ifade etmektedir. Ölçek 10 uM. 
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4.1.3 Transfeksiyon çalışmaları 

Transfeksiyon optimizasyon çalışmaları hem fare iskelet kası hücrelerinde 

(C2C12) hem de T0033insan iskelet kası hücrelerinde gerçekleştirilmiştir. 

Transfeksiyon başarısının hesaplanması için canlılık testi yapılmıştır. Transfeksiyon 

yapılmayan, 200 ng desmin vektörü ile transfeksiyonun yapıldığı ve eGFP vektörü ile 

transfeksiyonun yapıldığı insan iskelet kası hücreleri için ölüm oranları sırasıyla %18, 

%24 ve %2 olarak belirlenmiştir. Fare iskelet kası hücrelerinde ise bu oran %17, %17 

ve %7 olarak belirlenmiştir. Deneyler üç tekrar olarak gerçekleştirilmiş ve sonuçlar üç 

tekrarın ortalaması olarak sunulmuştur. Transfeksiyonun yapıldığı ve yapılmadığı 

hücreler arasında ölüm oranı açısından bir farklılık olmaması nedeniyle transfeksiyon 

başarılı kabul edilmiştir. 

Transfeksiyon etkinliğinin %48 olduğu ideal vektör konsantrasyonu 

belirlendikten sonra (200 ng vektör), GFP etiketinin konumlanmasının desmin protein 

işlevi üzerinde bir etkisi olup olmadığının anlaşılması için eGFP’nin desminin hem 

amino hem de karboksi terminaline eklendiği vektörler ve vektör kaynaklı bir ölüm 

olup olmayacağının kontrolü olarak yalnızca eGFP ifade eden vektör ile transfeksiyon 

gerçekleştirilmiştir. Hücreler transfeksiyon sonrası 3 gün (72 saat) boyunca takip 

edilmiş ve deney sonlandırılmıştır. Sonuçlar eGFP dizisinin desminin amino ya da 

karboksil ucunda olmasının desmin ifadesini etkilemediğini göstermiştir (Şekil 4.3). 

eGFP konumunun desmin ifadesine bir etkisi olmaması nedeniyle eGFP’nin desminin 

karboksil terminalinde olduğu tasarım ile çalışmalara devam edilmiştir.  
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Şekil 4.3. eGFP etikenin desminin amino ve karboksi uçlarında yer aldığı tasarımlar 

kullanılarak yapılan transfeksiyon çalışmasına ait görüntüler. Hücreler 

transfeksiyondan sonra 72 saat boyunca takip edilmiştir. Fotoğraflar 10X 

objektif kullanılarak çekilmiştir. S: Saat, DES-eGFP: eGFP etiketinin 

desminin karboksi ucunda yer aldığı tasarım, eGFP-DES: eGFP etiketinin 

desminin amino ucunda yer aldığı tasarım. 
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Ekzojen desmin ifadesinin, endojen desmin ifadesini etkilemediğinin 

doğrulanması için transfeksiyon sonrası 24 ve 48. saatlerde toplanan protein lizatları 

ve transfeksiyonun yapılmadığı, çoğalma aşamasındaki hücreler kullanılarak western 

blot yapılmıştır (Şekil 4.4). Membran desmini tanıyan bir antikor ile işaretlendiğinde 

kuyucuklarda hem endojen desmin ifadesinin olduğunu gösteren 55 kDa’lık desmin 

bandı hem de ekzojen olarak gönderilen eGFP etiketli desmininin ifade olduğunu 

gösteren moleküler ağırlığı desmin ve eGFP proteinlerinin toplamına tekabül eden 

yaklaşık 82 kDa civarında, (D_24 ve D_48 kuyucuklarında) bir bant görülmüştür. 

Kontrol olarak yalnızca eGFP ile transfekte edilen hücrelerde de desmin ifadesi olduğu 

görülmüştür (G_24 ve G_48). Transfeksiyon yapılmayan hücreler ve hem eGFP 

işaretli desmin ile hem de yalnızca eGFP ifade eden vektör ile transfeksiyonun 

yapıldığı hücrelerde desmin ifadesi açısından istatistiki olarak anlamlı bir fark yoktur 

(Mann-Whitney U, p>0.05). Bu durum transfeksiyon işleminin hücrelerde desmin 

ifadesini etkilemediğinin göstergesidir. 
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Şekil 4.4. Transfeksiyon sonrası desmin proteininin ifadesi. Üstte desmin antikoru ile 

işaretlenen membran. Altta, yükleme kontrolü olarak membranın ponceau 

S boyaması. %60: Ekim sonrası %60 yoğunlukta olup transfeksiyon 

yapılmayan hücrelerden toplanan protein lizatı; %90: Ekim sonrası %90 

yoğunlukta olup transfeksiyon yapılmayan hücrelerden toplanan protein 

lizatı; D_24: eGFP işaretli desmin kodlayan vektör ile transfeksiyonu 

yapılan hücrelerden transfeksiyon sonrası 24 saatte toplanan protein lizatı. 

D_48: eGFP işaretli desmin kodlayan vektör ile transfeksiyonu yapılan 

hücrelerden transfeksiyon sonrası 48 saatte toplanan protein lizatı. G_24: 

yalnızca eGFP ifade eden vektör ile transfeksiyonu yapılan hücrelerden 

transfeksiyon sonrası 24 saatte toplanan protein lizatı. G_48: yalnızca 

eGFP ifade eden vektör ile transfeksiyonu yapılan hücrelerden 

transfeksiyon sonrası 48 saatte toplanan protein lizatı.  

Transfeksiyon optimizasyonu tamamlandıktan sonra, literatürde yapılan 

çalışmalar incelendiğinde desminin çekirdek içerisine iskelet kasının erken farklılaşma 

aşamasında, yani miyotüp oluşumu esnasında girdiğine işaret eden verilere 
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rastlanmıştır (16,90,93,129). Desminin iskelet kası farklılaşmasının hangi aşamasında 

çekirdek içerisinde olduğunun anlaşılması için hücrelerin eGFP işaretli desmin ifadesi 

sağlayan vektör ile transfeksiyonu gerçekleştirilmiştir. Transfeksiyon sonrası 

hücrelerin, erken farklılaşma başlangıcında (farklılaşma besi yerine geçiş yapıldıktan 

24, 28, 32 ve 48 saat sonra) %4 PFA ile fiksasyonu yapıldıktan sonra DAPI ile 

çekirdek boyaması yapılarak konfokal mikroskop ile incelenmiştir. Çekimlerde 0.5-

1.0 mikron aralığında değişen boyutlarda 11-15 kesit alınmıştır (Şekil 4.5). Desminin 

çekirdekte konumlanması değerlendirilirken eş lokalizasyon analizleri 

gerçekleştirilmiştir. Eş lokalizasyon analizleri desmin (yeşil sinyal) ve çekirdek (DAPI 

sinyali) için Fiji (120) programında Coloc 2 eklentisi kullanılarak yapılmıştır. Eş 

lokalizasyon belirteci olarak Pearson korelasyon katsayısı kullanılmıştır (130). T0033 

insan iskelet kası hücrelerinde desmin ve DAPI ışımaları için Pearson korelasyon 

katsayıları, 24. saat için 0.32, 28. saat için 0.3, 32. saat için 0.26 ve 48. saat için 0.24 

olarak hesaplanırken C2C12 fare iskelet kasıt hücrelerinde 24. saat için 0.26, 28. saat 

için 0.7, 32.saat için 0.6 ve 48. saat için 0.25 olarak hesaplanmıştır. Pearson 

korelasyon katsayısının 0’dan yüksek bir değerde olması desminin çekirdek içerisinde 

konumlandığını göstermektedir. 

Analizler desminin farklılaşma besi yerine geçiş sonrası 24.saatten itibaren 

çekirdek içerisinde bulunduğunu göstermektedir (Şekil 4.5).  
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A.  
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B.  

 

Şekil 4.5. İnsan (A) ve fare (B) iskelet kası hücrelerinde desminin çekirdekte 

konumlanmasını gösteren fotoğraflar. Desmin, çekirdekte erken 

farklılaşma döneminde görülmüştür. Görüntüler konfokal mikroskopta, 

63X objektif kullanılarak çekilmiştir. Ölçek 10 uM 
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4.1.4 Desminin çekirdek ve sitoplazma arasında taşınımının incelenmesi 

Desmin üzerinde bulunan NLS dizileri ve NES’in işlevsel olup olmadığının ve 

desminin çekirdek-sitoplazma arasındaki taşınımının karyoferin bağımlı olup 

olmadığının anlaşılabilmesi için insan ve fare iskelet kası hücrelerinin sinyal dizileri 

çıkarılan mutant vektörler ile transfeksiyonu gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.6). 

Şekil 4.6’da görüldüğü üzere yabanıl tip desmin ifade eden plazmitlerle 

transfeksiyonu yapılan hücrelerde desmin DAPI sınırları içerisinde yoğun olarak 

gözlenirken, mutant vektörlerle transfeksiyonu yapılan hücrelerde desmin çekirdek 

içerisinde ya hiç görülmemektedir ya da çok düşük sinyal vermektedir. Yabanıl tip ve 

mutant desmin dizilerinin çekirdek içerisindeki konumlarının değerlendirilmesi için eş 

lokalizasyon analizleri yapılmıştır. Eş lokalizasyon belirteci olarak Pearson 

korelasyon katsayısı kullanılmıştır (130) (Şekil 4.7).  

NLS dizilerinin silindiği mutant vektörlerle transfeksiyonu yapılan hücrelerde 

desmin-DAPI eş lokalizasyon katsayısı (Pearson değeri) istatistiksel olarak anlamlı 

biçimde, yabanıl tip desmin ile transfeksiyonu yapılan hücrelere göre daha düşüktür. 

Bu veriler desmin üzerindeki her iki potansiyel NLS’nin de işlevsel olduğunu 

göstermektedir. Öte yandan, in silico analizlerle belirlenen potansiyel NES dizisinin 

işlevsel olması durumunda NES dizisi çıkarılan mutant vektörün çekirdek içerisinde 

birikimi beklenmekteydi. Ancak hem insan hem de fare miyoblast hücre hatlarında 

yapılan çalışmaların sonuçları NES mutasyonu taşıyan vektörle transfeksiyonu yapılan 

hücrelerde eş lokalizasyon oranının yabanıl tipe oranla daha düşük olduğunu 

göstermektedir. Bu durum NES dizisinin desminin çekirdekten sitoplazmaya 

taşınmasında etkili olmadığını göstermektedir. Ancak çekirdeğe girişinin azalmasını 

açıklayacak bir veri elde edilememiştir. NES dizisi desminin rod domaininde, sarmal 

1B’de konumlanmaktadır. Eğer bu bölge desminin çekirdek içindeki görevleri ile 

ilişkili ise, bölgedeki mutasyon işlevini engellediği için desminin çekirdekten seçici 

olarak çıkarılmasına sebep olabilir. Ancak desminin çekirdekte düşük miktarda 

gözlenmesinin nedeni kesin olarak bilinmemektedir.  
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A. 

 

B. 

 

Şekil 4.6 NLS ve NES dizileri çıkarılmış mutant desmin dizileri ile yabanıl tip desmin 

dizisi ile transfeksiyon yapılan hücrelere ait konfokal görüntüsü. A. İnsan 

miyoblast hücreleri. B. Fare miyoblast hücreleri. Yabanıl tip hücrelerde 

desmin yoğun şekilde DAPI sınırları için konumlanırken, mutant dizilerin 

çok az ya da hiç konumlanmadığı gözlenmektedir. NLS 2.9 ve NLS 3.2 

sırasıyla skorları 2.9 ve 3.2 olan NLS’leri dizileri ifade etmektedir.  
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Şekil 4.7. NLS ve NES dizileri çıkarılmış mutant desmin dizileri ile yabanıl tip desmin 

dizisi ile transfeksiyon yapılan hücrelerde eş lokalizasyon 

değerlendirilmesi. A. İnsan iskelet kası hücre hattı. B. Fare iskelet kası hücre 

hattı. Yabanıl tip ve mutant diziler ile transfeksiyonun gerçekleştirildiği 

hücrelerin Pearson değerlerinin karşılaştırılması için Mann-Whitney U testi 

kullanılmıştır. (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0,001)  

Desminin mutant hücrelerde çekirdekte daha az görülmesinin sebebinin 

transfeksiyon ve hücre içi ifade edilme etkinliğinden bağımsız olduğunun gösterilmesi 

için floresan yoğunluk analizleri yapılmıştır. Floresan yoğunluk analizlerine göre 

insan ve fare iskelet kası hücrelerinde, yabanıl tip ve mutant desmin vektörlerinin 

ışıma yoğunlukları açısından anlamlı bir farklılık yoktur (Tablo 4.1). Sonuçlar 

desminin, mutant vektörlerin ifade edildiği hücrelerde çekirdekte daha az 

gözlenmesinin deneysel koşullardan bağımsız olduğunu göstermektedir. Tablo 4.1’de 

yabanıl tip ve NLS/NES dizileri silinen desmin vektörleri ile transfeksiyonu 

gerçekleştirilen hücrelerde floresan yoğunlukların karşılaştırılması sunulmuştu. 

Amino ucundaki NLS dizisi silinen vektör (NLS29) ve yabanıl tip vektör (YT) ile 

transfeksiyonu gerçekleştirilen hücrelerin floresan yoğunlukları arasında anlamlı bir 

fark yoktur (Bkz. Tablo 4.1). Karboksil ucundaki NLS dizisi silinen vektör (NLS32) 

ve yabanıl tip vektör (YT) ile transfeksiyonu gerçekleştirilen hücrelerin floresan 

yoğunlukları arasında da istatiski olarak anlamlı bir farklılık bulunmamaktadır (Bkz. 

Tablo 4.1). Yine tablo 4.1’te görüldüğü üzere NES dizisi silinen vektör (NES) ve 

yabanıl tip vektörün (YT) ile transfeksiyonu gerçekleştirilen hücrelerin floresan 

yoğunlukları arasında da istatiski olarak anlamlı bir farklılık bulunmamaktadır. 
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Tablo 4.1. Floresan yoğunluk analizi sonucu p değerlerinin karşılaştırılması.  

 

p değeri 

  İnsan hücreleri Fare hücreleri 

YT-NLS29 0.7595 0.2111 

YT-NLS32 0.499 0.8567 

YT-NES 0.0517 0.1819 

4.1.5 Çekirdek ve sitoplazma arasında taşınım mekanizmalarının 

baskılanması 

Tez çalışmasının hipotezi, desmin üzerindeki NLS ya da NES dizilerinin 

işlevsel olması durumunda çekirdek ve sitoplazma arasındaki taşınımının karyoferin 

bağımlı mekanizma ile gerçekleşeceğidir. Potansiyel NLS dizilerinin işlevsel 

olduğunun kanıtlanmasını takiben verilerin doğrulanması için eGFP işaretli yabanıl tip 

desmin ifade eden vektörle transfekte edilen hücrelere, çekirdek içerisine taşınım 

mekanizmasının baskılanması için importin α/ß‘ yi inhibe eden, ivermektin ajanı 

uygulanmıştır (131).  

Çekirdek içerisine taşınım mekanizmasının baskılanması için, hücrelere 4 saat 

boyunca ivermektin uygulaması yapılmış ve takiben E2F proteini için boyama 

yapılmıştır. E2F hücre döngüsünde görev alan bir transkripsiyon faktörüdür ve 

çekirdekte konumlanmaktadır (132). Ivermektinin çekirdek içerisine taşınımı başarılı 

şekilde baskıladığı durumda E2F’nin çekirdekte konumlanmaması beklenmektedir. 

Literatürde ivermektinin uygulama süresi ve konsantrasyonu sırasıyla 4 saat ve 25 uM 

olarak belirtilmiştir (133). Çalışmalara başlamadan önce insan iskelet kası hücre 

hattında optimizasyon çalışmaları yapılmıştır. Elimizde hali hazırda bulunan E2F 

antikoru fare kökenli olduğu için, fare iskelet kası hücre hattında arka plan ışımasının 

deney sonuçlarını etkileme ihtimali göz ününe alınarak E2F immünfloresan boyama 

çalışmaları yalnızca insan iskelet kası hücre hattında gerçekleştirilmiştir. Hücrelere 4 

saat boyunca dört farklı konsantrasyonlarda (5 uM, 15 uM, 25 uM ve 50 uM) 

ivermektin uygulaması yapılmış ardından hücreler tespit edilerek E2F boyaması 
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yapılmıştır (Şekil 4.8). 5 uM ve 15 uM uygulama yapılan hücrelerde E2F çekirdek 

içerisinde konumlanırken 25 uM uygulama yapıldığında E2F’nin çekirdekte olmadığı 

gözlenmiştir (Bkz. Şekil 4.8). Bu sonuçlar ivermektinin 4 saat süreyle 25 uM 

uygulandığı durumda hücrede çekirdek içerisine taşınımı baskıladığını doğrulamıştır 

(Bkz. Şekil 4.8). 50 uM ivermektin uygulandığı durumda hücrelerde yüksek oranda 

ölüm olduğundan ötürü, lamel üzerinde hücre kalmaması nedeniyle E2F boyaması 

yapılmamıştır. 
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Şekil 4.8 İnsan miyoblast hücrelerinde farklı konsantrasyonlarda ivermektin 

uygulaması sonrası E2F (yeşil) ve DAPI (mavi) boyaması. 

İvermektin uygulama süresi ve konsantrasyonunun optimizasyonundan sonra 

insan ve fare iskelet kası hücrelerinde yabanıl tip desmin ifadesi sağlayan vektörlerle 

transfeksiyon gerçekleştirilmiş ve transfeksiyon sonrası ivermektin uygulaması 

yapılmıştır. Konfokal mikroskopla görüntüleme yapıldıktan sonra eş lokalizasyon 

analizi gerçekleştirilmiştir. Pearson eş lokalizasyon değerleri ivermektin uygulanan 

hücrelerde, çekirdek içerisine taşınımın, uygulanmayan hücrelere oranla istatistiksel 

olarak anlamlı biçimde düşük olduğunu göstermiştir (Şekil 4.9). 
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Bu sonuçlar desmin üzerindeki NLS’lerin işlevsel olduğunu gösteren sonucu 

desteklemektedir. 
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Şekil 4.9. Ivermektin uygulaması sonrası eş lokalizasyon analizi sonuçlarını gösteren 

grafikler. A. İnsan iskelet kası hücre hattında uygulama sonrası Pearson 

değerlerinin karşılaştırılması (nkontrol=89; nivermektin=93) B. Fare iskelet kası 

hücre hattında uygulama sonrası Pearson değerlerinin karşılaştırılması 

(nkontrol=61; nivermektin=64). (Kontrol: ivermektin uygulaması yapılmayan 

hücreler) C. İnsan iskelet kası hücrelerinde ivermektin uygulanan ve 

uygulanmayan hücrelerin görüntüsü. D. Fare iskelet kası hücrelerinde 

ivermektin uygulanan ve uygulanmayan hücrelerin görüntüsü. İstatistiki 

olarak anlamlılığın karşılaştırılması için Mann-Whitney U testi 

kullanılmıştır. (**: p<0.01; ***: p<0,001). Ölçek: 5 uM. 
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4.2 Desminin karyoferin bağımsız mekanizma ile taşınımının 

araştırılması 

4.2.1 Çekirdek içerisine taşınım deneyleri 

Desminin çekirdek içerisine karyoferin bağımsız mekanizma ile taşınıp 

taşınmadığının aydınlatılması için çekirdek içerisine taşınım deneyleri 

gerçekleştirilmiştir (4,134). Çekirdek içerisine taşınım deneyleri temel olarak 

taşınımdan sorumlu faktörleri içeren plazma, hücre zarı ve sitozol ortamdan 

uzaklaştırılırken, çekirdek zarfının bütünlüğünün korunmasına ve taşınım 

mekanizmasının sitozolik faktörlerin ortama kontrollü eklenmesiyle geri kazanımı 

prensibine dayanır.  

Çalışmada öncelikli olarak hücre zarının permeabilizasyonu için uygulanacak 

olan digitonin konsantrasyonu ve uygulama süresinin çalışmada kullanılan hücreler 

için optimizasyonu yapılmıştır. Bu amaçla digitonin uygulaması yapılan hücrelerde 

çekirdek zarfı bütünlüğünün kontrolü amacıyla, çekirdek zarfı proteini olan emerin 

için immünfloresan boyama yapılmıştır (Şekil 4.10). Şekil 4.10’da görüldüğü üzere 

digitonin ile permeabilizasyonu yapılmayan hücrelerde çekirdek etrafında emerin 

boyaması gözlenirken, permeabilizasyon yapılan hücrelerde görülmemektedir. Bu 

veriler uygulanan süre ve konsantrasyonun uygun olduğunu göstermektedir. Digitonin 

için uygun konsantrasyon ve uygulama süresi belirlendikten sonra çekirdek içerisine 

taşınım deneyleri gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 4.10. Digitonin ile permeabilizasyonu yapılan (Digitonin +) ve yapılmayan 

(Digitonin -) hücrelerde emerin boyaması. 

Çekirdek içerisinde taşınım deneyleri için floresan füzyon proteinler (FFP) 

kullanılması planlanmış ancak rekombinant proteinler floresan işaretli olarak 

sentezlenememiştir. Bu nedenle 10X His etiketi ile saflaştırılan rekombinant desmin 

kullanılmıştır.  

Rekombinant proteinlerin 10X-His etiketi ile sentezlenmesi sebebiyle 

proteinlerin floresan mikroskop altında doğrudan gözlenmesi mümkün olmadığından 

proteinlerin işaretlenmesi için bir antikor kullanılması gerekliliği doğmuştur. Fakat 

uygun bir 10X-His tag antikoru bulunamamıştır. Bu sebeple çekirdek taşınım 

deneyleri sonrasında rekombinant desminin, desmin antikoru ile işaretlenmesine karar 

verilmiştir. Ancak insan ve fare iskelet kası hücreleri endojen olarak desmin 

sentezledikleri için, endojen desmin kaynaklı olabilecek bir ışımanın deney 

sonuçlarını etkilemediğinden emin olmak için, deneyler insan ve fare miyoblast hücre 

hatlarına ek olarak desmini endojen olarak sentezlemeyen insan adenokarsinoma epitel 
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hücre hattında da (HeLa) gerçekleştirilmiştir. Desmin ve çekirdeğe taşınmadığı bilinen 

bir polisakkarit olan dekstran, kontrol olarak kullanıldığında (4), her üç hücre hattında 

da dekstran ve desmin çekirdekte görülmemiştir (Şekil 4.11). Desminin ve dekstranın 

çekirdek içerisindeki varlığının değerlendirilmesi için eş lokalizasyon analizleri Fiji 

(120) programında Coloc 2 eklentisi kullanılarak yapılmıştır. Eş lokalizasyon belirteci 

olarak Pearson korelasyon katsayısı kullanılmıştır (130). Şekil 4.11’de görüldüğü 

üzere desmin ve dekstranın Pearson korelasyon katsayıları arasında anlamlı bir fark 

bulunmamaktadır.  

Çekirdek içerisine taşınım deneyleri desminin karyoferin bağımsız olarak 

çekirdek içerisine taşınmadığını göstermektedir.  
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Şekil 4.11. Çekirdek içerisine taşınım deneyleri. Solda rekombinant desmin ve 

dekstran uygulaması yapılan hücrelere ait kesitler, sağda desmin ve 

dekstran için eş yerleşim analizi sonuçları. A. İnsan iskelet kası hücreleri 

(T0033) (ndesmin=60; ndekstran=53), B. Fare iskelet kası hücreleri (C2C12), 

(ndesmin=57; ndekstran=65), C. İnsan servikal kanser hücre hattı (HeLa), 

(ndesmin=53; ndekstran=41). Karşılaştırmada Mann-Whitney U testi 

kullanılmıştır. Yeşil: desmin veya dekstran, Mavi: DAPI ile çekirdek 

boyaması. 
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4.2.2 Desminin yüzey hidrofobikliğinin araştırılması 

Desmin amfifilik özellikte bir rod domainine sahiptir ve çekirdek por 

kompleksinden yapısal değişimlerle yüzey hidrofobikliğini değiştirerek geçebilmesi 

beklenmektedir. Bu hipotezi test etmek amacıyla rekombinant desmin, floresan 4,4’-

bis-1-anilinonaphthalene 8-sulfonate (bis-ANS) probuyla muamele edilmiştir. bis-

ANS moleküller üzerinde hidrofobik bir yüzeye bağlandığı durumda floresan ışıma 

yapmaktadır. Kontrol olarak hidrofobik özellikte olduğu bilinen BSA kullanılmıştır 

(135,136). Eşit miktarda BSA ve rekombinant desmin, %55 etanol varlığında ve 

yokluğunda 10 μM bis-ANS içeren PBS içerisinde çözüldüğünde, desmin sinyal 

yoğunluğunun BSA’dan istatistiksel olarak anlamlı oranda daha yüksek olduğu 

gözlenmiştir (Şekil 4.12A). Bu veriler, desminin çekirdek por kompleksinin 

hidrofobik ortamına uyum sağlamak ve nuplar ile etkileşime girmek için yapısal 

değişime uğrayabileceği anlamına gelmektedir. Ek olarak alkol eklenmeyen 

koşullarda desminin sinyal yoğunluğunun BSA'ya oranla önemli ölçüde daha yüksek 

olduğu gözlemlenmiştir; bu durum muhtemelen yüzeyde açıkta kalan ve antijenik 

olma potansiyeli taşıyan hidrofilik bölgelerden kaynaklanmaktadır. 

 

Şekil 4.12. Hidrofobik ortamda desminin yapısal değişimi. A. %0 ve %55 etanol 

varlığında desmin ve BSA için floresan sinyal yoğunlukları (RFU*). Üç 

farklı ölçümün değerleri ortalama ± sd olarak temsil edilmiştir. B. 

Desmin sarmallarının sarmal tekerlek gösterimleri* (RFU: Bağıl 

floresans birimi). Hidrofobik amino asitler sarı renkle gösterilmiştir. Gri, 

kırmızı ve mavi sırasıyla polar, asidik ve bazik amino asitleri temsil 

etmektedir.  
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Desmin amfifilik özellikte bir rod domainine sahiptir (113) ve bu domain, 

sarmal 1a, sarmal 1b, sarmal 2a ve sarmal 2b şeklinde adlandırılan dört sarmaldan 

oluşmaktadır. Çekirdek por kompleksinden taşınımdan sorumlu olabilecek hidrofobik 

amino asitlerin, desmin rod domaini üzerlerindeki konumlarını göstermek ve desminin 

yapısal değişimini in silico verilerle desteklemek amacıyla desmin sarmallarının 

sarmal çark temsili (helical wheel represantation) oluşturulmuştur (137). Sarmal çark 

temsilini oluşturmak için, sarmal 1a ve sarmal 2a'nın tam amino asit dizisi ve sarmal 

1b (208-230. amino asitler) ve sarmal 2b'nin hidrofobik bölgeleri (385-400. amino asit) 

kullanılmıştır. Şekil 4.12’de gösterildiği üzere desmin sarmallarının hidrofobik 

bölgeleri bir koridor oluştururcasına içeriye doğru poziyon almıştır. Sarmal içinde 

gizlenen bu bölgeler, çekirdek por kompleksiden taşınım sırasında nuplarla etkileşime 

girebilir. 

Son olarak desminin yapısal değişimlerinin analizi için, Nanoscale Molecular 

Dynamics (NAMD) ve Visual Molecular Dynamics (VMD) yazılımları kullanılarak 

moleküler dinamik simülasyonları gerçekleştirilmiştir. Desminin hidrofobik bir 

ortamda yapısal değişim geçirip geçirmediğinin anlaşılması için desminin fizyolojik 

koşullarda ve %45, %55 ve %65 alkol içeren ortamdaki davranışı 50 nano saniye 

boyunca takip edilmiştir. Analizler TÜBİTAK-TRUBA alt yapısı kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Desminin fizyolojik koşullar ve %45, %55 ve %65 alkol içeren 

koşullardaki davranışı Root Mean Square Deviation (RMSD) değeri kullanılarak 

değerlendirilmiştir. RMSD, bir protein omurgasındaki ilk yapısal durumdan son 

konumuna kadar olan farkı ölçmek için kullanılır. Birebir aynı olan yapılarda RMSD 

değeri 0’a eşitken iki yapı birbirinden farklılaştıkça değer yükselir (138). Şekil 4.13’te 

görüldüğü üzere desmin, ortam hidrofobikliği arttıkça yapısal değişme uğramaktadır. 

Özellikle %45 oranında alkol, ciddi yapısal değişimlere sebep olmaktadır. Tüm bu 

veriler desminin hidrofobik bir ortamda yapısal değişim geçirdiğini doğrulamaktadır. 
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Şekil 4.13. Desminin fizyolojik koşullarda (su) ve artan alkol konsantrasyonlarında 

RMSD değerleri. 
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5. TARTIŞMA 

Bu tez kapsamında desminin çekirdek-sitoplazma arası taşınım 

mekanizmalarının aydınlatılması amaçlanmıştır.  

Desmin üzerinde bulunan aday NLS ve NES dizileri (Bkz. Şekil 2.5) desminin 

çekirdek-sitoplazma arası karyoferin bağımlı bir mekanizma ile taşınabileceğini 

önerirken amfifilik özelliği ve çekirdek-sitoplazma arası taşınımın gerçekleştiği 

çekirdek por kompleksini oluşturan nup proteinleri ile etkileşimde olması, desminin 

çekirdekten sitoplazmaya ya da sitoplazmadan çekirdeğe taşınımda karyoferin 

bağımsız bir mekanizmayı tercih edebileceğine işaret etmektedir.  

Tez kapsamında desmin üzerinde bulunan NLS ve NES dizilerinin işlevselliği, 

insan ve fare iskelet kası hücrelerinde incelenmiştir. Bu amaçla öncelikli olarak hücre 

döngüsü senkronizasyonu gerçekleştirilmiştir. Çekirdeğe taşınan proteinlerin hücre içi 

davranışları hücre döngüsü ve/veya dışarıdan gelen sinyaller ile ilişkilidir (139). 

Örneğin bir transkripsiyon faktörü c-jun’un çekirdek içerisine taşınımı, hücre döngüsü 

ile ilişkili değilken, v-jun’un taşınımı hücre döngüsüne bağımlıdır (140). Benzer 

şekilde çekirdek iç membranı ile ilişkili ara filament proteini lamin B2’nin hücre 

döngüsünün interfaz aşamasında çekirdek içerisine taşınımı, NLS yakınındaki serin 

rezidülerinin fosforilasyonu ile ilişkilidir (141). Hücre döngüsünün belirli bir 

aşamasında desminin çekirdeğe taşınması gerekebilir. Bu durumda desmin üzerindeki 

NLS’ye ihtiyaç olacaktır. Gerek desminin çekirdeğe taşınmasının hücre döngüsünün 

belirli bir aşamasında olması gerekse desminin iskelet kası farklılaşmasında da görev 

alabileceğine dair bulguların varlığı göz önüne alınarak (13–16), hücrelerin senkronize 

edilmesine gerek duyulmuştur. Hücre kültürü çalışmalarında, hücre döngüsü 

senkronizasyonu için çok çeşitli yöntemler bulunmakla birlikte, hücre bölünmesini 

durdurmak için kullanılan bu yöntemler genellikle besi yerinden serumun çekilmesi 

yaklaşımını temel alır. Ancak serum açlığı iskelet kası hücrelerinde farklılaşmayı 

tetiklediği için tercih edilen bir yöntem değildir (142). Bu sebeple hücre büyümesi için 

gerekli ancak canlılık için zaruri olmayan metiyonin amino asiti besi yerinden 

çekilerek hücreler amino asit açlığına baruz bırakılmıştır. Hücreler sayılarını iki katına 

çıkarma süreci boyunca metiyonin içermeyen besi yerinde tutularak aç bırakılmış ve 

hücre döngüsü G0/G1 evresinde durdurulmuştur (Bkz. Şekil 4.1). Ardından, stres 

sonrası hücrelerin herhangi bir olumsuzluğa maruz kalıp kalmadığının incelenmesi 
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için iskelet kası farklılaşma belirteci olan MHC proteini için boyama yapılarak, 

hücrelerin farklılaşma ve füzyon kabiliyetlerini koruyup korumadığı incelenmiştir. 

Hücrelerin açlık sonrası farklılaşma ve füzyon yeteneklerinin korunması açlık gibi 

önemli bir stres faktöründen negatif etkilenmediklerini göstermiştir (Bkz. Şekil 4.2).  

Ardından desminin çekirdekte bulunduğu iskelet kası farklılaşma dönemi 

araştırılmıştır. Literatürde desminin çekirdekte konumlanması ve görevleri ile ilgili 

çok sayıda çalışma (9–16) mevcut olmakla beraber, bu çalışmaların hiçbirinde 

desminin çekirdekte konumlandığı iskelet kası farklılaşma aşaması ile ilişkili somut 

bir bilgi bulunmamaktadır. İskelet kası farklılaşması farklı aşamalardan oluşmaktadır. 

Bu aşamalar, adanmışlık (commitment), hücre döngüsünden çıkış, farklılaşmanın 

başlangıcı (erken farklılaşma) ve miyotüp oluşumudur (geç farklılaşma). Her aşamada 

özgül sinyal yolakları ve transkripsiyon faktörleri hücre kaderinin belirlenmesinde 

görev alır (143). Eğer desmin, çekirdek içerisinde bir transkripsiyon faktörü olarak 

görev alıyorsa erken farklılaşma döneminde çekirdek içerisinde olması 

beklenebileceği gibi, farklılaşmanın tamamlandığı olgun miyotüplerde de desminin 

kas işlevinin devamlılığının sağlanması açısından (sinyal iletimi, transkripsiyonel 

kontrol vb.) çekirdek içerisine girmesi beklenebilir. Literatürde iskelet kası 

hücrelerinin çoğalma, farklılaşma, stres, hastalık gibi farklı hücresel koşullarda 

çekirdek içerisine taşınım için değişiklik gösteren ihtiyaçlara uyum sağlamak amacıyla 

çekirdek-sitoplazma arası taşınımda değişikliler yaptığı bildirilmiştir (144). Yani 

çekirdek-sitoplazma arasındaki taşınım hücresel koşullarla doğrudan ilişkilidir. Bu 

doğrultuda insan iskelet kası hücrelerinin floresan etiketli desmin ifade eden bir vektör 

ile transfeksiyonu gerçekleştirilmiş ve iskelet kası farklılaşmasının farklı 

aşamalarındaki hücreler konfokal mikroskopi ile incelenerek desminin erken 

farklılaşma döneminde çekirdekte olduğu gösterilmiştir (Bkz. Şekil 4.5). Desminle 

ilgili yapılan önceki çalışmalar desminin kas ile ilişkili transkripsiyon faktörlerini 

lamin B ile etkileşerek aktifleştirebileceğini (13), kalp kası hücrelerinde, kalp kası 

farklılaşmasının temel ögeleriyle birlikte aynı transkripsiyon faktörü kompleksinde 

yer aldığını (16) ve bazı transkripsiyon faktörlerinin çekirdek içine taşınmasına 

yardımcı olduğunu (93) göstermektedir. Dolayısıyla, desminin çekirdek içine 

taşınımının erken farklılaşma döneminde olduğuna dair elde edilen bulgular literatür 

ile uyumludur. 
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In silico analizler desmin üzerinde iki adet potansiyel NLS ve bir adet NES 

dizisi bulunduğunu göstermektedir (Bkz. Şekil 2.5). Dizilerin işlevselliğinin 

araştırılması için, bu bölgeler desmin dizisinden çıkarılarak mutant desmin ifadesi 

sağlayan vektörler oluşturulmuştur. Oluşturulan vektörlerin insan ve fare iskelet kası 

hücrelerine transfeksiyonu gerçekleştirilmiştir. Çekirdek işaretlemesi ve çekirdekteki 

desmin sinyali için eş lokalizasyon analizleri gerçekleştirildiğinde, NLS dizisi silinen 

vektörlerle transfekte edilen hücrelerde, desminin çekirdekteki konumlanmasının 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde azaldığı görülmüştür (Bkz. Şekil 4.6 ve 4.7). 

Sonuçlar her iki NLS dizisinin de işlevsel olduğuna işaret etmektedir. Literatürde bir 

protein üzerinde birden fazla işlevsel NLS’nin bulunduğu örnekler mevcuttur (145–

149). Tez kapsamında elde edilen veriler NLS dizilerinden herhangi birinin 

silinmesinin desminin çekirdeğe taşınımını önemli ölçüde azalttığını göstermiştir 

(Bkz. Şekil 4.6 ve Şekil 4.7). Tez kapsamında eş zamanlı olarak NLS dizilerinin ikisi 

birden silinmemiştir. Bu nedenle bu tez kapsamında elde edilen veriler bu sinyallerin 

birbirinden bağımsız olarak mı yoksa birlikte mi çalıştığına dair bir veri 

sağlayamamıştır. Literatürde birden fazla işlevsel NLS dizisi taşıyan proteinin varlığı 

bildirilmiş olmakla beraber, tek bir protein için neden birden fazla NLS dizisi olduğu 

belirsizliğini korumaktadır. Bazı çalışmalar, farklı NLS dizilerinin çekirdeğe taşınım 

etkinliği arttırmak için birlikte çalıştığını ileri sürerken (56,57) bazı çalışmalar da farklı 

NLS dizilerinin değişik hücre tiplerinde, farklı karyoferin ailesi üyeleri tarafından 

tanınabileceklerini göstermektedir (58).  

Desmin üzerindeki NLS’lerden bir tanesi (skoru 2.9 olan) proteinin amino 

ucunda konumlanırken, ikinci NLS rod domaininde konumlanmaktadır (Şekil 5.1). 

Ara filament proteinlerinin amino ucu, filamentlerin bir araya gelmesi ve 

ayrılmasından (polimerizasyon-depolimerizasyon) sorumluyken rod domaini sarmal 

yapının oluşmasından sorumludur (150–153). Desminin amino ucu aynı zamanda 

yoğun bir PTM bölgesidir (Bkz. Şekil 5.1). Sinyal dizilerinin protein üzerindeki 

konumlanmaları (Bkz. Şekil 5.1), amino ucunda konumlanan sinyal dizisinin, hücrede 

o anda aktif olan sinyal yolakları aracılığı ile etkinleşebileceğine işaret etmektedir zira 

bu bölgede yer alan PTM’ler hücre döngüsü süresince ara filamentlerin organizasyonu 

ve yapılanması ile ilişkilidir (151). Desmin üzerinde yer alan PTM bölgeleri Şekil 

5.1’de gösterilmiştir. Desminin tüm PTM’leri arasında, amino ucu fosforilasyonunun 
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desminin hücre içi konumlanmasında en önemli yere sahip olan PTM olduğu 

düşünülmektedir. Amino ucunun fosforilasyon durumu ara filament proteinlerinin 

polimerizasyon-depolimerizasyon durumlarının belirlenmesi ile ilişkilidir (154–156). 

Hobbs ve ark. (1) tarafından yayınlanan bir çalışmada çekirdeğe gidecek ara filament 

proteinlerinin küçük boyutlu olmaları (örneğin yeni sentezlenmiş olmak) ve protein-

protein etkileşimleri ya da PTM’ler aracılığıyla işaretlenmelerinin beklendiği 

belirtilmektedir (1). Amino ucundaki PTM’lerin desminin polimerizasyon-

depolimerazyon durumuyla ilişkili olduğu göz önüne alındığında, amino ucunda 

konumlanan NLS’nin polimerizasyon-depolimerizasyon döngüsü esnasında 

aktifleşebileceğini ve çekirdek içerisine taşınacak olan desmin filamentlerinin bu 

aşamada fosforilasyon ile işaretlenebileceğini düşündürmektedir. 

Literatürde desminin amino ucunun işlevleriyle ilişkili olarak yapılan farklı 

çalışmalar da mevcuttur. Höllrigl ve ark. (2007) tarafından gerçekleştirilen 

çalışmalarda desminin amino ucunda, 31 ve 32. pozisyonlarda bulunan serin amino 

asitinin alanine dönüştürülmesi durumunda kalp kası hücrelerinde farklılaşma 

oranında azalma tespit edilmiştir (150). Amino ucunda yerleşim gösteren NLS dizisi 

31 ve 32. pozisyonlardaki amino asit dizilerini de kapsamaktadır. Bu veriler bu 

bölgede yer alan NLS’nin işlevsel olduğu verisini desteklemektedir.  

α-sarmal rod domaininde konumlanan NLS ve NES dizilerinin konumlandığı 

bölgelerde asetilasyon ve übikütinlenme olduğu da görülmektedir (Bkz. Şekil 5.1). 

Übikütinlenme protein yıkımı ile ilişkiliyken, asetilasyon protein çözünürlüğü 

(solubility) ile ilişkilidir. Dolayısıyla bu PTM’lerin sinyal aktivasyonu ile doğrudan 

ilişkisi görünmemektedir. 
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Şekil 5.1. Desmin üzerinde NLS'lerin, NES'in ve PTM'lerin konumlanması. Desmin 

470 amino asitten oluşur ve α-sarmal rod domaini ile amino ve karboksil 

uçları olmak üzere üç bölgeden oluşur. α-sarmal rod domaini sarmal 1A, 

sarmal 1B, sarmal 2A ve sarmal 2B ile sarmallar arası bağlayıcı bölgelerden 

(L1, L12, L2) oluşur. Alt simge numaraları amino ucu, α-sarmal rod 

domaini ve karboksil uçlarının hangi amino asitte başlayıp bittiğini 

göstermektedir. Şekilde açık gri üçgenler NLS'lerin, mavi üçgen ise NES'in 

desmin proteini üzerindeki lokalizasyonunu göstermektedir. Aşağıya 

uzanan gri çizgiler fosforilasyonu, mavi çizgiler asetilasyonu ve yeşil 

çizgiler übikütinlenme bölgelerini göstermektedir. PTM verileri 

PhosphoSitePlus veri tabanından elde edilmiştir (157). A: Alanin; E: 

Glutamat; G: Glisin; K: Lizin; L: Lösin; P: Prolin; R: Arjinin; S: Serin; 

T:treonin; Y: Tirozin. Kural-Mangıt ve ark. (158)’dan uyarlanmıştır. 

NLS dizilerinin silinmesi durumunda eş lokalizasyon analizi sonuçlarına göre 

desminin çekirdekte daha düşük oranda görülmesi üzerine, dizilerin işlevsel 

olduğunun doğrulanması için hücrelere importin α/β aracılıklı taşınım mekanizmasını 

baskılayan ivermektin uygulaması yapılmıştır (159). Uygulama sonrasında desminin 

çekirdek içerisinde konumlanmasının istatistiksel olarak kayda değer oranda azalması 

da NLS dizilerinin işlevsel olduğunu doğrulamıştır (Bkz. Şekil 4.9). 

Desminin çekirdekten sitoplazmaya karyoferin bağımlı mekanizma ile taşınıp 

taşınmadığının anlaşılması için aday olarak belirlenen NES dizisi, desmin dizisinden 

çıkarılmış ve mutant vektörün hücrelere transfeksiyonu gerçekleştirilmiştir (Bkz. Şekil 

4.6 ve Şekil 4.7). NES dizisinin işlevsel olması durumunda desminin çekirdekte 

birikmesi beklenmektedir. Eğer desmin çekirdekten NES dizisi aracılığı ile çıkıyorsa, 

NES dizisi olmadığı durumda desmin dışarı çıkamayacak ve hücre içinde kalacaktır. 

Ancak çalışmalarımız sonucunda NES’in desmin dizisinden çıkarıldığı durumda 

çekirdekte birikimi gözlenmemiştir (Bkz. Şekil 4.6 ve Şekil 4.7). Bu durum in silico 

analizlerde NES dizisi olarak tanımlanan bölgenin aktif olmadığına işaret etmektedir. 

Ancak mutasyon sebebiyle desminde gerçekleşebilecek işlev kaybı sebebiyle 
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desminin çekirdekten çıkıyor olması ve/veya hiç giremiyor olması ihtimalleri göz ardı 

edilmemelidir. 

İlginç biçimde, çekirdekte birikim gözlenmemesine ek olarak NES dizisi 

silinen desminin çekirdekte daha düşük oranda bulunduğu tespit edilmiştir (Bkz. Şekil 

4.6 ve Şekil 4.7). NES dizisi silinen mutant desminin çekirdekte daha az 

gözlenmesinin farklı nedenleri olabilir. İlk olarak, desmin üzerindeki aday NLS ve 

NES dizileri değerlendirilirken çevrimiçi veri tabanları kullanılmıştır. İlgili bölgenin 

NES dizisi özelliği olup olmadığının tahmini amacıyla NetNES (61) veri tabanından 

faydalanılmıştır. NetNES ve NES tahmini yapan diğer veri tabanları çoğunlukla klasik 

örüntüye sahip NES dizilerini eğitim veri seti olarak kullanan makine öğrenmesi 

(machine learning) algoritmalarını kullanır ve protein dizisi temellidir (160,161). Ne 

yazık ki, NES örüntüleri proteomun büyük bir bölümünde oldukça yaygın olarak 

gözlemlendiğinden, bu klasik örüntüye dayalı tahminler yüksek oranda yanlış pozitif 

sonuç alınmasına neden olur. Dolayısıyla aslında desmin dizisi üzerinde aday olarak 

belirlenen NES dizisi, uygun bir aday olmayabilir. İkinci olarak NES dizisinin 

silinmesi ile oluşturulan mutasyon desminin çekirdekten ‘seçici’ olarak çıkarılmasına 

sebep olabilir. Oluşturulan mutasyon proteinin üçüncül yapısının bozulmasına 

sebebiyet verebilir ve bu durumda artık çekirdek içerisindeki görevlerini yerine 

getiremeyeceği için desmin seçici olarak çekirdekten çıkarılıyor olabilir. Bir diğer 

olasılık desminin çekirdekten sitoplazmaya taşınımının, sitoplazmadan çekirdeğe 

taşınımına müdahale etmesidir. Tıpkı desmin gibi bazı proteinler hem NES hem de 

NLS dizilerine sahiptir. NES dizisinin silinmesi çekirdek içine ve çekirdekten 

sitoplazmaya taşınım arasındaki dengenin bozulmasına sebep olarak proteinin hücre 

içi konumlanmasını etkileyebilir (57). Literatürde benzer bir örnek mevcuttur. Epstein-

Barr virüs DNase (EBV DNase) iki adet işlevsel NLS dizisine sahiptir. Protein 

üzerinde bu dizilerin yakınında iki adet hidrofobik bölge olduğu belirlenmiş ve bu 

hidrofobik bölgelerin NLS işlevine etkisi olup olmadığının anlaşılması için bu 

hidrofobik dizileri içermeyen mutant vektörler kullanılarak EBV DNase üzerindeki 

NLS’lerin aktivitelerine bakılmıştır. Bölgedeki mutasyonun EBV DNase NLS 

dizilerinden bir tanesinin işlevini bozarken diğerini etkilememiştir (57). Sonuç olarak, 

desmin dizisi üzerinde NES olarak tanımlanan bölge aslında NLS dizisi için 

düzenleyici görevleri olan bir bölge olabilir ve bu bölgenin silinmesi aslında desminin 
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çekirdekten ‘atılması’ ile ilişkili değil, desminin çekirdek içerisine girişini engelliyor 

olabilir. Aday NES dizisi silinen desminin çekirdekteki konumlanmasındaki azalış ile 

ilgili farklı teoriler mevcut olmakla birlikte, desminin çekirdekte düşük miktarda 

gözlenmesinin nedeni kesin olarak bilinmemektedir. 

Sonuç olarak bu tez kapsamında desmin üzerinde bulunan NLS dizilerinin aktif 

olduğu ve desminin karyoferin bağımlı bir mekanizma ile çekirdek içerisine taşındığı 

gösterilmiştir.  

Desminin çekirdek-sitoplazma arasında taşınımı için aday mekanizmalardan 

bir diğeri karyoferin bağımsız mekanizmadır. Bir proteinin çekirdek ve sitoplazma 

arasında birden fazla farklı yolla taşınması ihtimali olasılık dışı değildir ve literatürde 

daha önce tartışılmıştır. Başka bir ara filament proteini olan keratin karyoferin bağımlı 

mekanizma ile çekirdek ve sitoplazma arasında taşınabildiği gibi (162) çekirdek ve 

sitoplazma arası gidip gelen, karyoferin ailesi üyelerinden farklı proteinlerle de 

(shuttling proteins) etkileşim halindedir (162–165). Keratinin karyoferin ailesi 

üyelerinden farklı proteinler aracılığı ile çekirdek-sitoplazma arası taşınıyor olması 

ihtimali (piggybacking) hücrenin farklı fizyolojik koşullara adaptasyon kabiliyetini 

arttırma yetisi sağladığı ve/veya regülasyon sınırlarını genişlettiği şeklinde 

yorumlanmaktadır (1). Desmin tüm ara filament proteinleri gibi amfifilik bir bölgeye 

sahiptir (113). Literatürde amfifilik özellikteki proteinlerin çekirdek içerisine tıpkı 

karyoferin ailesi üyeleri gibi, çekirdek por kompleksi elemanları ile doğrudan 

etkileşime girerek taşınabileceğini gösteren farklı çalışmalar mevcuttur (4,5). Bu 

proteinler çekirdek por kompleksine ulaştıklarında hidrofobik yüzeylerini açığa 

çıkararak nuplarla doğrudan etkileşime girer ve çekirdek-sitoplazma arasında 

taşınabilirler (4–6,40). Desminin de çekirdek-sitoplazma arasında bağımsız bir şekilde 

taşınıp taşınmadığının araştırılması için literatürde benzer çalışmalar için kullanılan 

çekirdek içerisine taşınım deneyleri yapılmıştır (4,134). 

Çekirdek içerisine taşınım deneylerinde hem desmin ifadesi olan insan ve fare 

iskelet kası hücre hatları hem de desmin ifadesi olmayan servikal kanser hücre hattı 

kullanılmıştır. Hücre zarı permeabilize edilen hücrelere rekombinant desmin ve 

çekirdek içine girmediği bilinen floresan işaretli dekstran uygulaması yapıldığında 

desminin çekirdek içerisinde konumlanmadığı görülmüştür (Bkz. Şekil 4.11). Ancak, 

daha önceki çalışmalarımızdan elde ettiğimiz veriler ve literatür verileri desminin 
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çekirdek por kompleksini oluşturan nup proteinlerinden, nup153, nup214 ve nup88 ile 

etkileşimde olduğunu göstermektedir (17,18,101). Bu nedenle desminin çekirdek 

içerisine karyoferin bağımsız bir mekanizmayla taşınmadığı gösterilmesine rağmen 

desminin nuplarla etkileşiminin kapsamının anlaşılması için yüzey hidrofobikliği 

ölçümleri gerçekleştirilmiştir. Rekombinant desmin proteininin, hidrofobik koşullarda 

floresan bir işaretleyici varlığında, floresan ışıması değerlendirilmiştir. Analiz 

sonuçları desminin hidrofobik koşullara adaptasyon sağlamak amacıyla yüzey 

hidrofobikliğini değiştirdiğini göstermektedir (Bkz. Şekil 4.12). Ardından çekirdek-

sitoplazma arası taşınımdan sorumlu olabilecek hidrofobik amino asitlerin, desmin rod 

domaini üzerlerindeki konumlarını göstermek ve desminin yapısal değişimini in silico 

verilerle desteklemek amacıyla desmin sarmallarının sarmal çark temsili (helical 

wheel represantation) oluşturulmuştur (137) (Bkz. Şekil 4.12). Sarmal çark temsili 

yapısı desminin hidrofobik amino asitlerinin, bir koridor oluştururcasına, α-sarmal 

yapısının iç kısmında yoğunlaştığını göstermektedir (Bkz. Şekil 4.12). Literatürde bu 

tip yapıya sahip proteinlerin çekirdekten sitoplazmaya taşındığına dair örnekler 

bulunmaktadır (5,6). Desminin çekirdekten sitoplazmaya protein taşınımında görev 

aldığı bilinen nup88, nup214 ve nup153 (5,166,167) ile etkileşimde olduğu da 

değerlendirildiğinde, desminin işlevsel bir NES aracılığı ile karyoferin bağımlı olarak 

değil, yüzey hidrofobikliğini değiştirerek karyoferin bağımsız olarak çekirdekten 

sitoplazmaya taşınabileceği yorumu yapılmıştır.  

Son olarak desminin hidrofobik ortamda yapısını değiştirebileceğinin 

gösterilmesi için moleküler dinamik simülasyonları yapılmıştır. NAMD ve VMD 

programları kullanılarak, desminin yükselen alkol konsantrasyonlarında yapı 

değişimini gösteren simülasyonlar gerçekleştirilmiş ve RMSD değerleri 

kıyaslanmıştır. Desminin artan alkol konsantrasyonunda yapısal değişime uğradığı in 

silico analizlerle de gösterilmiştir (Bkz. Şekil 4.13).  

Sonuç olarak tez çalışması kapsamında desmin üzerindeki NLS dizilerinin 

aktif olduğu ve çekirdeğe NLS dizilerini tanıyan karyoferinler tarafından tanınarak 

yani karyoferin bağımlı mekanizma ile taşındığı gösterilmiştir. NES dizisi olarak 

tanımlanan bölgenin ise işlevsel olduğunu gösteren bir veri elde edilememiştir. Bu da 

desminin çekirdekten sitoplazmaya NES dizisini tanıyan karyoferinler tarafından 

taşınmadığına işaret etmektedir. Ancak NES dizisi açısından elde ediler veriler ön 
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bulgu niteliği taşımaktadır. Çünkü, NES dizisi için aday bölgelerin belirlenmesini 

sağlayan veri tabanları her zaman yüksek doğruluklu tahminler yapmamaktadır. Bu 

sebepten ötürü aday olarak belirlenen NES dizisi bölgesinin silinmesi durumunda 

desminin çekirdek içerisinde birikmemesi nedeniyle bu dizinin işlevsel olmadığına 

dair veriler elde edilmiş olmakla beraber, desmin üzerinde başka bir NES olup 

olmadığının bilinmemesi ve çekirdekten sitoplazmaya taşınımda karyoferin bağımlı 

yolağın baskılanması durumunda desminin bu durumdan nasıl etkilendiğine dair 

veriler bulunmaması nedeniyle bu alanda çalışmalara devam edilmesi gerekmektedir. 

Tez çalışması kapsamında çekirdekten sitoplazmaya taşınımının karyoferin 

bağımsız olduğuna dair önemli veriler elde edilmiştir. Desminin ortam hidrofobikliği 

arttığında yapısal değişime uğraması ve çekirdekten sitoplazmaya taşınımda görev 

aldığı bilinen nuplarla etkileşimde olması desminin çekirdekten sitoplazmaya 

karyoferin bağımsız olarak taşındığına işaret etmektedir. 

Desmin genindeki mutasyonlar, desminopatiler olarak bilinen iskelet ve kalp 

kası miyopatilerine neden olur. Desmin genindeki 70'ten fazla mutasyon 

desminopatilerle ilişkilendirilmiştir (168). Desminopatiler için henüz bir tedavi 

seçeneği bulunmamaktadır (169). Desmin mutasyonlarının neden olduğu patolojinin 

genellikle desmin agregasyonu ya da miyofibriller dejenerasyon nedeniyle bozulmuş 

desmin ağı veya mutasyonun PTM ya da protein-protein etkileşim bölgelerini 

etkilemesi nedeniyle ortaya çıktığı belirtilmektedir (168). Ancak, mutasyonların 

tanımlandığı çalışmalarda bu mutasyonların desmin taşınımını etkileyip etkilemediği, 

etkiliyorsa nasıl bir sonuca sebep olabileceğine odaklanılmamıştır. Mutasyonların 

desmin taşınımını nasıl etkilediğine dair çalışma yapılmamasının nedeni desminopati 

üzerinde yapılan çalışmalarda araştırıcıların desminin çekirdek ile ilişkili henüz 

keşfedilmeyen işlevlerine değil, hastalık patolojisinin birincil nedenine odaklanmış 

olmasından kaynaklı olabilir. 

Desmin geninde yer alan ve desminopati grubu hastalıklarla ilişkilendirilen 

mutasyonlardan bazıları desminin amino ucunda konumlanan NLS dizisi sınırlarında 

yer alırken, bir kısmı da amfifilik sarmal rod domaini üzerindedir (168,170). NLS 

sınırları içinde yer alan mutasyonlar doğrudan desminin karyoferin bağımlı taşınımını 

etkileyebilir. Öte yandan desminin alfa sarmal rod domaini üzerinde yer alan 

mutasyonların bu bölgedeki hidrofobik ve hidrofilik amino asitlerin yapılanmasını 
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bozarak bölgesel esneklik kaybına neden olabileceği öne sürülmektedir (170). Bu 

durumda desminin yüzey hidrofobikliğinin etkileneceği ve çekirdek-sitoplazma arası 

taşınımında sorunlar yaşanacağı öngörülebilir. Nitekim Kreplak ve ark., (171) genel 

varsayımların aksine bazı desminopati gruplarında hastalık sebebinin mutasyonlar 

sebebiyle desmin ağı oluşumunun gerçekleşememesi olmadığını ve desmin 

birikiminin çok daha karmaşık mekanizmalarla gerçekleşebileceğini belirtmiştir (171). 

2013 yılında yayınlanan bir çalışmada ise desmin proteininin karboksil ucunda 

mutasyon taşıyan bir hastanın iskelet kası kesitlerinde yapılan incelemelerde yoğun 

kas dejenerasyonu olduğu görülmüştür (100). Ancak hastada desmin ifadesi 

değişmediği gibi kas dokusunda desmin birikimi de gözlenmemiştir (100). Bu gibi 

örnekler desmin mutasyonları ile ilişkili hastalıklarda desminin farklı görevlerine de 

odaklanılması gerektiğine ve hastalık patolojilerinin göründüğünden çok daha 

karmaşık olduğuna işaret etmektedir. 

Farklı ara filament proteinlerinin alışılagelmişin dışında görevler üstlendiği 

bilinmektedir. Örneğin, saç foliküllerinin büyümesinden sorumlu keratin 17’nin 

sitoplazmik filament ağından ayrıldıktan sonra üzerindeki NLS aracılığı ile çekirdek 

içine taşındığı ve tümör baskılayıcı p27KIP1 ‘in çekirdekten sitoplazmaya taşınımını ve 

degredasyonunu tetikleyerek kanser hücrelerinde hücre döngüsü sürecine etki ettiği 

bilinmektedir (162).  

Bir ara filament proteini olan desminin de ağırlıklı olarak ifade olduğu kas 

dokusu ile ilişkili çalışmalara ek olarak kanser gibi çok faktörlü hastalıklarda da, 

özellikle desmin ifadesinde artış görülen kolorektal kanser gibi (172), taşınımının 

araştırılması hastalıkların patofizyolojisinin anlaşılması, desminin çekirdekte 

üstlendiği görevlerin aydınlatılması ve hedeflenebilir yeni tedavi yolaklarının keşfi 

açısından önemli veriler elde edilmesini sağlayacaktır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Tamamlanan doktora tez çalışmasının amacı sitoplazmada görevli desmin ara 

filament proteininin çekirdek-sitoplazma arası taşınma mekanizmalarının 

aydınlatılmasıdır. Tez çalışması sonucunda (1) desminin insan iskelet kası 

hücrelerinde çekirdek içerisindeki varlığı, (2) sahip olduğu NLS dizilerinin işlevsel 

olduğu ve (3) hidrofobik koşullarda yapısal değişim geçirerek yüzey hidrofobikliğini 

arttırdığı ilk kez gösterilmiştir. Bu bağlamda tez kapsamında elde edilen sonuçlar ve 

öneriler aşağıda sıralanmıştır. 

6.1 Sonuçlar 

1- In silico analizlerle desmin üzerinde tespit edilen potansiyel NLS 

dizilerinin işlevsel olduğu gösterilmiştir. Çekirdek-sitoplazma arası karyoferin bağımlı 

taşınım yolaklarının baskılandığı durumda desminin çekirdek içerisinde 

konumlanmasının azaldığı tespit edilmiş ve desminin sitoplazmadan çekirdeğe 

karyoferin bağımlı mekanizma ile taşındığı gösterilmiştir. 

2- In silico analizlerle desmin üzerinde tespit edilen potansiyel NES 

dizisinin işlevsel olmadığı gösterilmiştir.  

3- Desminin sitoplazmadan çekirdeğe karyoferin bağımsız mekanizma ile 

taşındığına dair bulgu elde edilememiştir.  

4- Yüzey hidrofobikliği ölçümleri ve bilgisayar ortamında gerçekleştirilen 

moleküler dinamik simülasyonlarında uyumlu sonuçlar elde edilmiş ve desminin artan 

hidrofobik koşullara uyum sağlamak üzere yapısal değişimler geçirerek yüzey 

hidrofobikliğini arttırdığı tespit edilmiştir. 

6.2 Öneriler 

1. Desmin üzerinde işlevsel olduğu gösterilen NLS’lerin detaylı 

karakterizasyonunun yapılması çalışmanın bütünselliği açısından önemli veriler elde 

edilmesini sağlayacaktır. Karakterizasyon çalışmalarında tüm desmin dizisi üzerinde 

NLS için kritik olduğu bilinen bazik lizin amino asitleri alanin gibi nötral bir amino 

asit ile değiştirilerek sinyal dizisinin aktif sinyal bölgeleri tespit edilebilecektir. 
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2. NLS dizilerinin her ikisinin de silindiği bir mutant vektör oluşturularak 

dizilerin sinerjik çalışıp çalışmadıkları araştırılmalıdır. Yine NLS dizileri ayrı ayrı, 

fizyolojik koşullarda çekirdek içine taşınmadığı bilinen bir proteine eklenerek bu 

dizilerin birbirlerinden bağımsız olarak aktif olup olmadıklarının araştırılması sinyal 

karakterizasyonu açısından önemli bulgular elde edilmesini sağlayacaktır. 

3. NLS dizilerinin detaylı karakterizasyonu var olan NLS tahmin veri 

tabanlarının geliştirilmesine ve yeni veri tabanlarının oluşturulmasına katkı 

sağlayacaktır. 

4. Yüksek ölçekli analizler (BioID) ya da in vitro çalışmalar (kolon 

bağlanma deneyi) yapılarak desminin bağlanma partnerleri arasında karyoferin ailesi 

üyeleri olup olmadığının araştırılması da tez çalışması kapsamında erişilen verileri 

güçlendirecek nitelikte sonuçlar elde edilmesini sağlayacaktır. 

5. Literatürdeki ve tarafımızca geçmişte yapılan çalışmalar desminin 

çekirdek por kompleksi elemanlarıyla ilişkide olduğunu göstermektedir. Bu tez 

çalışması kapsamında ise desminin hidrofobik koşullarda yapısal değişimler geçirerek 

yüzey hidrofobikliğini arttırabildiği ancak bu yapısal değişimlerin sitoplazmadan-

çekirdeğe taşınımla ilişkili olmadığı gösterilmiştir. Yapısal değişimlerin çekirdekten 

sitoplazmaya taşınım ile ilişkili olup olmadığının anlaşılmasını sağlayacak bir deney 

kurgusu oluşturulması desminin yapısal uğradığı yapısal değişimin biyolojik öneminin 

de aydınlatılmasına katkı sağlayacaktır. 

6. NES dizisinin silindiği durumda, desminin neden çekirdekte 

konumlanmasının azaldığı araştırılmalıdır. Bu bölgenin sinyal dizilerinin aktifleşmesi 

ile ilişkisinin aydınlatılması ve/veya mutant dizinin çekirdekten seçici olarak çıkarılıp 

çıkarılmadığının incelenmesi hem taşınım yolakları hakkında daha çok bilgi 

edinilmesini sağlayacak hem de desminin biyolojisi ile ilişki bilgi birikimini 

derinleştirecektir. 

7. Moleküler dinamik simülasyonları ile sinyal dizileri silinen desmin 

mutantlarının davranışlarının incelenmesi desmin yapısının anlaşılmasına katkı 

sağlayacaktır. 
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